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1 Einleitung 

 

1.1 Die Plasmamembran 

 
 

Die kleinste eigenständig lebensfähige Einheit eines jeden Lebewesens ist die Zelle. 

Davon ausgehend unterscheidet man Einzeller, also Lebewesen, die nur aus einer 

einzigen Zelle bestehen und Mehrzeller, Lebewesen, die aus mehreren Zellen bestehen. 

Zu letzterem gehören die Vielzeller, bei denen sich mehrere Zellen gleicher Art zu einer 

funktionellen Einheit, einem Gewebe, verbinden können. Besagte Zellen sind 

eigenständige, sich selbsterhaltende, nach außen hin strukturell abgrenzbare Systeme, 

die in der Lage sind, Informationen über ihre Umwelt und Nährstoffe aufzunehmen und 

für sich selbst nutzbar zu machen. Sowohl die strukturelle Abgrenzung, von als auch die 

Verbindung zur Umwelt nach außen, wird über die Zellmembran bewerkstelligt. Die 

Zellmembran, auch Plasmamembran (PM) genannt, erfüllt grundlegende Funktionen, die 

die Integrität der Zelle gewährleisten. Darüber hinaus ermöglicht sie den Stofftransport 

durch Endo- und Exozytose, sowie den über aktive und passive Transportvorgänge. 

Ebenso werden über Rezeptoren externe Reize von Hormonen und Elicitoren, sowie pH-

Änderungen wahrgenommen. Dadurch ist es der Zelle möglich, jederzeit Informationen 

über ihre Umwelt aufzunehmen und entsprechend darauf zu reagieren, z.B. durch eine 

Anpassung des Stoffwechsels oder die Freisetzung von bestimmten Signalmolekülen. 

Diese und auch andere essentielle Prozesse, wie Zellteilung und Zellwachstum sind stark 

von Aufbau und Struktur der Plasmamembran abhängig. 

 

1.1.1 Modelle und ihre Relevanz 

 

In seiner 1877 erschienenen Arbeit beschreibt der deutsche Botaniker Wilhelm Pfeffer 

seine selbst entwickelte Vorrichtung zur Messung des osmotischen Druckes von 

Flüssigkeite  u d Lösu ge . Diese Appa atu  e a te a  a h ih  als „Pfeffe s he 
)elle“. Da it füh te e  zahl ei he Messu ge  du h, u  „die oft seh  hohe  
h d ostatis he  D u kk äfte i  Pfla ze zelle  ke e  zu le e “ (Osmotische 

Untersuchungen - 8. Diosmose gelöster Körper, S. 47). Im Zuge seiner Untersuchungen 

begriff er die Notwendigkeit einer osmotischen Barriere, die den Protoplasten der 

pflanzlichen Zelle umgeben muss, um das Membranpotential und somit Stoff- und 

Ladungsgradienten aufrecht zu erhalten. Diese Barriere nannte er Plasmamembran. 

Damit gilt Wilhelm Pfeffer als der Begründer der Membrantheorie. Die weiteren 

Entwicklungen auf diesem Gebiet, sowie auch in anderen Bereichen der Biologie, gehen 

einher mit der Entwicklung der Theorie der Thermodynamik.  
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Ein weiterer wichtiger Name in der Entwicklung des Membrankonzeptes ist Charles 

Ernest Overton. Er untersuchte die osmotischen Eigenschaften von Zellen und stellte fest, 

dass die Permeabilität von Molekülen durch Membranen mit ihrem jeweiligen 

Abstoßungskoeffizienten in Wasser und Lipiden zusammenhängt. Aus diesen 

Erkenntnissen leitete er die Theorie ab, dass die Membran, die die lebenden Zellen 

umgibt, zum Teil die Eigenschaften von Lipiden haben muss (Overton, 1895).  

Im Jahr 1917 erschien eine Arbeit von Irving Langmuir, in der dieser sein Konzept von 

ei e  „Mo olage“ ei e “ hi ht o ga is he  Moleküle, die o  ei e  Flüssigkeit auf ei  
festes Substrat übertragen wird) beschreibt. Mit Hilfe dieser zweidimensionalen, 

molekularen Oberflächenfilme, erkannte er, dass sich bestimmte polare Gruppen in 

Lipidmolekülen in Richtung des Wassers ausrichten, während die enthaltenen 

Hydrocarbonketten lediglich eine Affinität untereinander haben und so das Molekül 

wasserunlöslich machen.  

Ein von Langmuir für dessen Experimente speziell entwickeltes Gerät, die Filmwaage 

au h „Langmuir-T og“ , fa d  i  de  E pe i e te  o  E e t Go te  u d F a çois 
Grendel erneut Verwendung. Sie extrahierten 

und analysierten die Lipide aus roten 

Blutkörperchen verschiedener Organismen und 

fanden heraus, dass die Oberfläche der 

Monolage genau zweimal so groß war wie die 

der Zellen. Daraus schlossen sie, dass die 

Plasmamembran aus zwei Lipidschichten 

besteht, deren polare Kopfgruppen in Richtung 

des umgebenden wässrigen Mediums orientiert 

sind (Gorter und Grendel, 1925). Und obwohl sie 

in ihrem Modell (Abbildung 1.1) den großen 

Proteinanteil der Membran völlig außer Acht 

ließen, prägte dieses Bild der so genannten 

„Lipiddoppels hi ht“ die heutige Vo stellu g de  
Plasmamembran.  

 

Das erste Modell einer Biomembran, das sich auch mit den dazugehörigen Proteinen 

beschäftigt, stammt von Jim Danielli und Hugh Davson. 1935 schlugen sie vor, dass eine 

Lipiddoppelschicht mit einer weiteren Schicht aus Proteinen assoziiert ist (Abbildung 1.2). 

Dabei stellten sie sich die angelagerten Proteine mit hydrophobem Innenleben und einer 

wasserhaltigen und somit permeablen Außenschicht vor. Weiterhin nahmen sie an, dass 

die Plasmamembran aufgrund ihres amphiphilen Charakters ebenfalls Wasser enthalten 

müsse und dadurch der Ionentransport über die Membran bewerkstelligt wird. Dieses 

Me a odell, i d au h als „Ei heits e a odell“ ezei h et. Da ielli u d 
Davson schlossen jedoch die Möglichkeit nicht aus, dass einige Proteine die Membran 

Abbildung 1.1: Modell der 
Plasmamembran nach Gorter und 
Grendel (1925) 
Die polaren Kopfgruppen sind in 

blau dargestellt und die unpolaren 

Hydrocarbonketten in grün. 
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auch durchspannen könnten, so dass die Plasmamembran als ei  „Mosaik“ a  p otei - 

und lipidreichen Regionen anzusehen ist. Da zu diesem Zeitpunkt aber noch die 

e pe i e telle  Mögli hkeite  fehlte  u  dies zu e eise , tau ht de  Beg iff „Mosaik“ 
im Zusammenhang mit der Plasmamembran erst 37 Jahre später wieder auf.  

Bis 1935 waren die meisten Daten über die Struktur 

der Plasmamembran nur indirekt gewonnen 

worden. Die Lichtmikroskopie ist mit einer 

optischen Grenze von über 200nm nicht geeignet, 

eine biologische Membran mit einer Stärke 

zwischen sechs und zehn Nanometer auf ihre 

biomolekulare Struktur hin zu untersuchen. Dies 

änderte sich erst mit den Fortschritten auf dem 

Gebiet der Elektronenmikroskopie. J. David 

Robertson nutzte diese, in den 50ern optimierte 

Technik und veröffentlichte 1959 ein 

Membranmodell, welches großteils denen von 

Gorter und Grendel (1925) und Danielli und Davson 

(1935) entsprach. Er beschreibt und vergleicht 

weiterhin die Membranstrukturen von 

verschiedenen Zellorganellen und schlussfolgert, 

dass alle biologischen Membranen nach einem 

ähnlichen Prinzip aufgebaut seien.  

 

In den 1960er Jahren waren bereits die Strukturen einiger löslicher Proteine mittels 

Röntgenkristallographie aufgeklärt worden. Auf diese Weise fand man unter anderem 

he aus, dass iele Me a p otei e ei e  hohe  α-helikalen Anteil besitzen und diese 

α-Helices wiederum hydrophobe Aminosäuren enthalten. Aus diesen Sachverhalten 

schlossen Seymour J. Singer und Garth L. Nicholson, dass einige Proteine Membranen 

durchspannen können. Auf der Basis dieser Erkenntnisse resultiert das berühmte Singer-

Nicholson-Modell, esse  eka t u te  de  Na e  „Flüssig osaik odell“ “i ge  u d 
Nicholson, 1972). Dieses Modell kann wie folgt zusammengefasst werden: 

Biomembranen bestehen aus Lipiden und Proteinen. Diese Proteine können in zwei 

Hauptklassen eingeteilt werden. Die peripheren Proteine sind nur lose mit der 

Membranoberfläche verbunden und können einfach davon gelöst werden. Integrale 

Proteine hingegen können nicht so einfach von der Membran abgelöst werden, da sie 

diese durchspannen. Sie stellen den Hauptanteil der Membranproteine dar. Die 

Membran selbst ist eine Doppelschicht aus Lipiden (Abbildung 1.3).  

Abbildung 1.2: Modell der 
Plasmamembran nach Danielli 
und Davson (1935) 
Die hydrophoben Hydrocarbon-

ketten (grün) stehen sich 

gegenüber, die polaren Köpfe 

(blau) sind von Proteinen 

überzogen. 
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Singer und Nicholson stellten weiterhin fest, dass einige Membranproteine mit den 

umgebenden Lipiden zu interagieren scheinen und die Funktion einiger Proteine von der 

Anwesenheit spezifischer Lipide abhängig sein könnte. Weiterhin postulierten sie, dass 

sich die Lipide der Lipidmembran biologischer Zellen in einem flüssigen Stadium befinden 

und sich somit Proteine frei darin bewegen können. Zu diesem Sachverhalt 

veröffentlichten L. D. Frye und Michael Edidin bereits 1970 einen Versuch, in dem sie zwei 

verschiedene Zellen mit unterschiedlicher Proteinausstattung miteinander fusionierten 

und so zeigen konnten, dass sich die Proteine nach 40 Minuten wieder über die gesamte 

Membranoberfläche verteilten. Dieser Versuch untermauert die von Singer und 

Nicholson aufgestellte Theorie von frei diffundierenden Proteinen innerhalb der 

Zellmembra e . “ie e kte  e e falls a , dass die „Flüssig osaik e a “ 
wahrscheinlich asymmetrisch ist und sich zusätzliche Strukturen auf der Außenseite, wie 

auch auf der Innenseite der Membran anlagern.  

Die Asymmetrie der Membran wurde tatsächlich später in einigen Experimenten 

bestätigt (Rothman und Lenard, 1977 und Rothman und Kennedy, 1977). Das 

„Flüssig osaik odell“ o  “i ge  u d Ni holso  e uhte o iege d auf A al se  de  
thermodynamischen Prinzipien sich selbst organisierender Membranlipide und Proteine, 

sowie der verfügbaren Informationen über Asymmetrie und laterale Mobilität in der 

Membranmatrix. Bis heute ist es das am weitesten akzeptierte Modell der biologischen 

Zellmembran und es wird noch immer genutzt, um die grundlegenden Strukturen in 

intrazellulären Membranen und Zellmembranen von pflanzlichen, tierischen und 

niederen Lebensformen zu beschreiben (Nicholson, 2013). Im Laufe der letzten Jahre 

erfuhr dieses Modell dennoch einige Verfeinerungen, um neue Erkenntnisse mit 

einzubeziehen, die vor allem extra- und intrazelluläre Mechanismen betreffen, welche 

die laterale Verteilung von Membrankomponenten beeinflussen. Beispielsweise ist 

mittlerweile bekannt, dass die laterale Mobilität von Lipiden und Proteinen durch Lipid-

Lipid- (Ipsen et al., 1987; Ohvo-Rekila et al., 2002; Aittoniemi et al., 2007), Protein-

Protein- (Steck, 1974; Haest, 1982; Mankelow et al., 2012) und Lipid-Protein-

Abbildung 1.3: Modell der 
Plasmamembran nach Singer 
und Nicholson (1972) 
Das „Flüssig osaik odell“ 
zeigt die Lipiddoppelschicht und 

globuläre Proteine, die die 

Membran entweder 

durchspannen oder ihr 

angelagert sind. Das Modell 

beinhaltet keine der anderen 

mit der Membran assoziierten 

Strukturen. (© Elsevier; Singer 

und Nicholson, 1972) 
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Interaktionen (Mouritsen und Bloom, 1984; Dumas et al., 1999; Mouritsen, 2011) 

eingeschränkt wird. Weiterhin haben Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen, sowie 

intrazelluläre Membran-assoziierte Protein- und Zytoskelett-Interaktionen einen Einfluss 

auf den Umfang der Mobilität von bestimmten Membrankomponenten (Nicolson 1976; 

Webb et al., 1981; Jacobson et al., 1987; Edidin et al., 1991). Vor allem die Interaktion 

zwischen Lipiden, wie Cholesterol oder anderen Sterolen und Sphingolipiden, sowie die 

da it ei he gehe de Eta lie u g o  spezialisie te  Do ä e e ei he , ie de  „Lipid 
˃afts“, spielt ei e i htige ˃olle für die gezielte Anordnung und Ausrichtung von 

Membranproteinen (Simons und van Meer, 1988; Edidin, 2003; Simons und Vaz, 2004; 

van Meer et al., 2008; Bagatolli et al., 2010).  

Als das „Flüssig osaik odell“ zu  e ste  Mal o gestellt u de, u te s hied a  u  
zwischen integralen Membranproteinen, die in die hydrophobe Membranmatrix 

integriert und somit fest mit dieser verbunden sind, und peripheren Proteinen. Diese sind 

relativ locker über elektrostatische, oder andere nicht-hydrophobische 

Wechselwirkungen an die hydrophilen Bereiche der Membran gebunden. Bereits 1976 

wurde eine weitere Gruppe von Membranproteinen identifiziert. Diese Membran-

assoziierten Proteine sind an der Membraninnenseite angelagerte, oft mit dem 

Zytoskelett assoziierte und häufig modifizierte Signalproteine, oder an der apoplastischen 

Membranseite gebundene Glykoproteine (Nicolson, 1976). Im Grunde ist jede 

biologische Membran (Abbildung 1.4) stark organisiert, und extrem dicht von zahlreichen 

assoziierten Proteinen, Lipiden, Sacchariden und anderen Strukturen besetzt. Sie ist in 

der lateralen Diffusion ihrer Komponenten durch die Formation von Lipiddomänen, auch 

„Lipid ˃afts“ ge a t, u d e a i teg ale  Gl kop otei ko ple e  ei ges h ä kt. 
Ebenso ist sie auf ihrer Innenseite direkt oder indirekt mit Elementen des Zytoskelettes 

verbunden (Nicolson, 2013). 

 

Abbildung 1.4: Adaptiertes „Flüssig osaik-
odell“ a h Si ger u d Ni olson. 

Mit Informationen über Membrandomänen 

(rosa) und die Membran-assoziierten 

zytoskelettalen (grau) und extrazellulären 

Strukturen.  
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1.1.2 Aufbau und Struktur 

 

Die Plasmamembran ist eine biologische Membran, genauer gesagt eine 

Lipiddoppelschicht mit einer Stärke von sechs bis zehn Nanometer. Sie umgibt die 

lebende Zelle, hält deren inneres Milieu aufrecht und besteht aus einer Vielzahl von 

Lipiden und Proteinen. In den meisten Zelltypen, egal ob in tierischen, pflanzlichen oder 

pilzlichen Systemen, bilden Phospho- und Sphingolipide, sowie Sterole, die 

Hauptkomponenten der Plasmamembran. Die Sterole gehen dabei hydrophobe 

Wechselwirkungen mit den Lipiden ein und stabilisieren so die ansonsten sehr flexible, 

fast flüssige Struktur der Membran (Yeagle, 1985). Im tierischen System kann Cholesterin, 

mit bis zu 50mol%, das in der Membran am häufigsten vertretene Sterol sein. Aufgrund 

seiner Hydrophobizität interagiert die Hydroxylgruppe des Cholesterols mit dem polaren 

Phosphatrest der Phospho- und Sphingolipide, während die Kohlenwasserstoffkette in 

der Membran longitudinal zu den nicht-polaren Fettsäuren eingebettet ist. Dadurch 

werden nicht nur die biochemischen Eigenschaften der Membran stark modifiziert, 

sondern auch das Verhalten und die Funktion von Proteinen in der Membran verändert 

(Yeagle, 1991). Da Cholesterol in Pflanzen kaum vertreten ist, spielen andere Sterole, wie 

Campesterol, oder Sitosterol im pflanzlichen System die Hauptrolle (Kierszniowska et al., 

2008). Etwa 30-40mol% der pflanzlichen Plasmamembran bestehen aus diesen Sterolen 

und weitere 20-35mol% aus Sphingolipiden (van Meer und Lisman, 2002). Phospholipide 

bilden den Rest der pflanzlichen Plasmamembran (Warnecke und Heinz, 2003).  

Biologische Membranen mit einem hohen Anteil an Sterolen und Sphingolipiden zeigen 

eine stärker geordnete Membranstruktur als andere. Dies wurde in thermodynamischen 

Studien gezeigt, in denen artifizielle Membranen mit Cholesterol, Sphingomyelin (einem 

der hauptsächlich im tierischen System vertretenen Sphingolipiden) und Cerebrosiden 

(eine Gruppe von Glykosphingolipide, die hauptsächlich in tierischem Nervengewebe 

vorkommen (Raff et al., 1978)) angereichert wurden. Diese Membranen zeigten eine 

Transition vom Gel-zum Flüssigzustand bei einer wesentlich höheren Temperatur (Tm  
40°C) als Membranen mit einer niedrigeren Konzentration an Cholesterol, Sphingomyelin 

und Cerebrosiden (Oldfield und Chapman, 1972).  

Sphingomyeline und Cerebroside sind komplexe Sphingolipide. Diese stellen eine 

besondere Verbindungsklasse der Lipide dar und leiten sich, im Gegensatz zu dem auf 

Glycerin basierenden Phospholipiden, von dem ungesättigten Aminoalkohol Sphingosin 

ab. Dieser ist über seine Amin-Gruppe amidisch mit einer Acylgruppe, zum Beispiel an 

Fettsäuren mit einer Länge von 22-26 Kohlenstoffatomen, verbunden (Harder und 

Simons, 1997). Diese langkettigen Moleküle können mit Sterolen interagieren und somit 

die Fluidität der Plasmamembran beeinflussen (Slotte, 1999). Weiterhin können 

Sphingolipide einen Einfluss auf Signalprozesse haben. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass 

die Proteinkinase C durch Sphingolipide gehemmt und somit das Wachstum von Tumoren 

in epidermalen Zellen begünstigt werden kann (Kischel et al., 1989). Die Diversität von 

pflanzlichen Sphingolipiden ist wesentlich höher als die in tierischen Plasmamembranen 
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und wurde bisher noch nicht im Detail analysiert. Hingegen weiß man bereits, dass 

Sphingolipide, assoziiert mit Sterolen, die Grundlage für die Formation von so genannten 

„Lipid ˃afts“ ilde  Lo do  u d B o , . Diese elati  sta ile  Kompartimente 

zeigen durch die starke Assoziation zwischen Sphingolipiden und Sterolen bei 

physiologischen Temperaturen eine geringere Löslichkeit in nichtionischen Detergenzien 

B o  u d ˃ose, . Das edeutet, dass a  „Lipid ˃afts“ u d die it ih e  
assoziierten Proteine theoretisch durch eine entsprechende Detergenzbehandlung von 

de  „Ni ht-˃aft e a e “ sepa ie e  ka  siehe . , “eite 99). Die so gewonnenen 

Fraktionen werden als Detergenz- esiste te Me a e  „Dete ge t ˃esiste t 
Me a es“, D˃Ms , ode  au h Me a do ä e  ezei h et u d als de  „Lipid ˃afts“ 
biochemisch ähnliche Aggregate angesehen (1.1.4.1). Diese Methode wurde bereits 

mehrfach erfolgreich angewendet, um die Lipid- und Protein-Zusammensetzung von 

„Lipid ˃afts“ zu a al sie e  z.B. Foste  et al., 2003, Demir et al., 2013). Dadurch konnte 

man feststellen, dass spezifische Sphingolipide in DRMs angereichert sind (Borner et al., 

2005).  

In früheren Studien wurde der Sphingolipidgehalt in isolierten DRMs aus Arabidopsis 

thaliana mit und ohne zusätzliche Behandlung mit Methyl-β-D-Cyclodextrin (MCD) 

bestimmt. Mit Hilfe dieses zyklischen Glukoseoligomers, welches in der 

Sterolmanipulation von Membranen Anwendung findet, konnte gezeigt werden, dass 

Sphingolipide im Gegensatz zu den Sterolen, kaum durch die MCD-bedingte strukturelle 

Veränderung der DRMs beeinflusst werden (Demir et al., 2013).Erst der Einsatz von 

höheren MCD-Konzentrationen kann auch die Anwesenheit und die Verteilung von 

Phospho- und Sphingolipiden beeinflussen (Sanchez et al., 2011). Auch bestimmte Sterole 

sind in DRMs angereichert. In pflanzlichen DRMs ist die Quantität der Sterole und auch 

das Maß ihrer Anreicherung ähnlich wie in tierischen DRMs (Nebl et al., 2002). Das in 

pfla zli he  D˃Ms a  häufigste  auft ete de “te ol ist das β-Sitosterol (Borner et al., 

. MCD e tfe t da ei o a gig die “te ole aus de , die „Lipid ˃afts“ u ge e de , 
ungeordneten Membranphasen. Erst der Einsatz höherer Konzentrationen von MCD kann 

au h die “te ole i  de  „˃afts“ selekti  eseitige  “a hez et al., 2011).  

 

1.1.3 „Lipid Rafts“ u d Me ra do ä e  

 

Die Formation von Membrandomänen kann bisher nicht oder nur unzureichend in der 

Plasmamembran von lebenden Zellen untersucht werden. Benutzt man aber 

Modellmembranen wie biphasische Doppelschichten, kleine unilamellare Vesikel „“ all 
U ila ella  Vesi les“, “UVs  ode  g oße u ila ella e Vesikel „Gia t U ila ella  
Vesi les“, GUVs , ka  a  du haus die fu da e tale  P i zipie , die hi te  de  
Formation von Membrandomänen stehen, erklären und beschreiben. Solche 

Modellmembranen sind ternäre Systeme und bestehen meistens aus DOPC, einem 

synthetischen und ungesättigten Phosphocholin, aus Sphingomyelin, stellvertretend für 
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die Sphingolipide, und aus Cholesterol (Simons und Vaz, 2004). Durch die Möglichkeit 

Modellmembranen zu untersuchen, konnte festgestellt werden, dass es einige Faktoren 

gibt, die die Anwesenheit von Membrandomänen beeinflussen. Dazu zählen zum Beispiel 

die Temperatur und die Lipidzusammensetzung. Die Verwendung solcher ternären 

Modellmembranen ermöglicht es also, grundlegende Fragestellungen über die 

Plasmamembran ausführlich biophysikalisch untersuchen zu können. 

 

Die meisten Zellmembranen zeigen eine deutliche Mikroheterogenität, auch 

Mikrodomänenstruktur genannt. Einige dieser Mikrodomänen sind angereichert mit 

speziellen Lipiden und Sterolen und somit resistent gegenüber der Solubilisierung mit 

Hilfe von nicht-ionischen Detergenzien, weshalb man sie auch als Detergenz-unlösliche 

Glykolipid-a ge ei he te Me a e  „Dete ge t-insoluble-glykolipid enriched 

mem a e“, DIG  ode  als Gl kosphi golipid-angereicherte Membranen 

„gl osphi golipid e i hed e a e“, GEM  ezei h et. Au h die Benennung „Lipid 
˃afts“ ist gä gig “i o s u d Iko e , . Diese Do ä e st uktu e  fo ie e  si h a  
der Plasmamembran auf Grund externer Stimuli, oder werden in vorassemblierter Form 

über den Vesikelverkehr zur Membran transportiert und über Vesikelfusion in diese 

eingebaut (Simons und Ikonen, 1997; Brown und Rose, 1992).  

„Lipid ˃afts“ e de  als t a sie t olekula e Assoziationen zwischen Lipid- und 

Proteinkomponenten der Plasmamembran angesehen, wodurch eine dynamische 

Heterogenität und lokale Ordnung innerhalb der Plasmamembran entsteht (Edidin, 

2001). Membrandomänen werden immer entsprechend der Methode, mit der sie 

detektiert werden, definiert. Eine chemisch basierte Definition beruht auf ihrer Resistenz 

gegenüber der Solubilisierung mit Hilfe von milden, nicht-ionischen Detergenzien (wie 

Triton X-100, Brij, etc.). Dadurch erfolgt die Analyse der Zusammensetzung der 

Membrandomänen dann meist über die Isolierung dieser flotierenden Detergenz-

resistenten Membranfraktionen (DRM) via Ultrazentrifugation über einen 

Saccharosegradienten (siehe 2.11.4.3, Seite 102) und anschließende 

proteinbiochemische Methoden (siehe 2.10, Seite 94; Brown und Rose, 1992).  

Eine weitere Methode der Definition von Membrandomänen erfolgt über die Detektion 

und Visualisierung mit Hilfe verschiedener hochauflösender Mikroskopietechniken 

„ o fo al lase  s a i g i os op “, CL“M; „ato i  fo e i oscop “, AFM, 
„t a s issio  ele t o  i oscop “, TEM u d so eite  a  i takte  )elle  H a g et al., 

1998; Vereb et al., 2000). Einige Membrandomänen könnten auch aus bestimmten 

Beschränkungen der lateralen Mobilität von diffusionsfähigen Membranproteinen, durch 

Lipid-Lipid- oder Lipid-Protein-Interaktionen (Anderson und Jacobson, 2002), entstehen. 

Die Verfolgung von molekularen Bewegungen erfolgt mit Hilfe der 

Videomikroskopietechnik (Saxton und Jacobson, 1997). Es muss daher immer geklärt 

werden, ob, bzw. in welchem Maße, die mit unterschiedlichen Methoden definierten und 

detektierten Membrandomänen einander gleichen. Darüber hinaus leiden all die oben 

beschriebenen Ansätze unter bestimmten Einschränkungen. So sind die DRM-
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Isolationsumstände abhängig von den Detergenzkonzentrationen und der Qualität der 

Zelllyse und auch die Charakteristiken der verwendeten Marker (z.B. zu große fusionierte 

Fluoreszenzproteine, die möglicherweise die Organisierung der Membran stören) können 

sowohl die Größe, als auch die Stabilität von Membrandomänen beeinflussen. Als 

Resultat der sich stetig weiterentwickelnden biophysikalischen Methoden, wird 

inzwischen angenommen, dass Membrandomänen kleiner und weniger stabil sind, als 

man es noch vor zehn Jahren postuliert hat (Edidin, 2001).  

Obwohl das Konzept der Existenz von Membrandomänen bis heute weitgehend 

akzeptiert ist, sind nach wie vor noch viele grundlegende Fragen offen und werden sehr 

kontrovers diskutiert.  

 

1.1.3.1  Biophysikalische Methoden zur Detektion und Charakterisierung von 

 Membrandomänen: Erfolge, Limitationen und Herausforderungen 

 

Biochemisch betrachtet, wird ein Domänen-assoziiertes Membranprotein dadurch 

definiert, dass es nach Extraktion mit milden nicht-ionischen Detergenzien (siehe 

2.11.4.2, Seite 102), wie Triton X-100, und Zentrifugation über einen 

Saccharosegradienten (siehe 2.11.4.3, Seite 102) in der Fraktion mit der geringeren 

Dichte auftaucht. Diese Fraktion nennt man auch Detergenz-resistente 

Membranfraktion, kurz DRM (Brown und London, 1998). Solche biochemischen Ansätze 

liefern allerdings nur unzureichende Informationen bezüglich Morphologie, Stabilität, 

molekulare Organisation und Dynamik von Domänen-assoziierten Molekülen und den 

Membrandomänen selbst. Zusätzlich gibt es zahlreiche Bedenken über die Eignung dieser 

experimentellen Ansätze zur Untersuchung der Membranzusammensetzung in intakten 

Zellen. Eine der wichtigsten Fragen ist: Existieren die Domänen in der Membran bereits 

vor der Detergenzbehandlung, oder werden sie erst durch die Extraktionsprozesse 

erschaffen? Bisher konnte diese Frage noch nicht zufriedenstellend beantwortet werden. 

Dennoch konnten einige in vitro Studien zur Wiederherstellung von Membrandomänen 

nach Detergenzbehandlung von Modelmembranen (MM, siehe 1.1.3.3) zeigen, dass der 

Extraktionsvorgang selbst keinen signifikanten Einfluss auf die Domänenbeschaffenheit 

hat (Ahmed et al., 1997; Schroeder et al., 1998).  

Die Ergebnisse verschiedener biochemischer und biophysikalischer Studien an 

Modell e a e  u te stütze  die Theo ie o  de  E iste z o  „Lipid ˃afts“. 
Normalerweise nutzt man dazu Modellmembranen, die in ihrem Aufbau grob dem von 

natürlichen Membranen ähneln. Aus einer solchen Modellmembran konnten Detergenz-

unlösliche Fraktionen gewonnen werden, die in ihrem Aufbau, ihrer 

Lipidzusammensetzung und durch die Anwesenheit GPI-verankerter Proteine, DRMs aus 

lebenden Zellen gleichkamen. Vergleichbar mit Membranfraktionen, die eine Lo-Phase 

„li uid o de ed“, A ildung 1.5), mit einer kompakten Lipidanordnung bilden, waren sie 
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angereichert an Sterolen und Lipiden mit gesättigten Acylketten (z.B. Sphingolipide, 

Schroeder et al., 1994).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Segregierte Lipidphasen (Domänen oder Rafts) in Modellmembranen sind zwar 

gleichgewichtsbedingte Strukturen, Membranen in lebenden Zellen sind jedoch weit von 

solchen Gleichgewichtsbedingungen entfernt und bilden eher transiente Strukturen. 

Dennoch kann man biochemische und biophysikalische Methoden an Modellmembranen 

a e de , u  ützli he I fo atio e  ü e  die “t uktu e  u d D a ike  o  „Lipid 
˃afts“ zu ge i e . I  Gege satz zu io he is he  A sätze , kö e  it 
biophysikalischen Ansätzen sowohl Modellmembranen, als auch biologische Membranen 

in situ untersucht werden. Die Charakterisierung von Membrandomänen ist abhängig von 

der räumlichen, zeitlichen und chemischen Auflösung der, für die Detektion der Rafts, 

verwendeten Methoden. Verschiedene Methoden können unterschiedliche Bilder 

de sel e  Do ä e liefe  u d glei hzeitig fü  a de e i htige Aspekte de  „˃aft“-

Eigenschaften blind sein. Zu den biophysikalischen Methoden zählen in erster Linie 

mehrere spektroskopische Techniken, wie Kernspin (NMR)- oder Elektronenspinresonanz 

EP˃  so ie spezialisie te ik oskopis he Te h ike  F˃ET, AFM „Ato i  Fo e 
Mi os op “ , “DT „“i gle-D e T a i g“  ode  FC“ „Fluo es e e Co elatio  
“pe t os op “ . Bei diese  Te h ike  esultie e  die u te s hiedli he  zeitlichen 

Auflösungsvermögen (z.B. NMR in Mikrosekunden und EPR in Nanosekunden) in 

uneinheitlichen Ergebnissen bezüglich der membrangebundenen Lipide (Jost und Griffith, 

1980).  

Abbildung 1.5 Model einer allgemeinen Membrandomäne  
lo-Phasen (Membrandomänen) zeichnen sich durch eine starke Anreicherung und 

Ordnung von Lipiden (Sphingolipiden) mit gesättigten Acylketten und Sterolen, sowie die 

Assoziation mit modifizierten und GPI-verankerten Proteinen (GAPs) aus. Im Vergleich zu 

den umgebenden ld-Phase  „li uid diso de ed“ . 
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Im Gegensatz zu dynamischen Methoden (z.B. EPR), eignen sich fluoreszenbasierte 

Methoden lediglich zur Detektion relativ großer Domänen. Die FRET-Technik ist zwar ein 

sehr selektives und sensitives Werkzeug für die Auflösung von örtlichen Heterogenitäten 

und molekularen Interaktionen innerhalb einzelner Zellen, ist dabei in ihrer Auflösung 

aber den optischen Grenzen der Mikroskopie unterlegen. So führten einige 

vorangegangene FRET-Analysen, die die Verteilung von GPI-verankerten Proteinen in 

„Lipid ˃afts“ aufzeige  sollte , zu sehr kontroversen Ergebnissen. Dies führte dazu, dass 

man heute da o  ausgeht, dass „Lipid ˃afts“ i  Plas a e a e  u  t a sie t 
stabilisierte Strukturen sind und wenn sie denn stabil sind, lediglich einen minimalen 

Anteil der Zelloberfläche ausmachen (Kenworthy et al., 2000).  

 

1.1.3.2  Phytosterole in Modellmembranen 

 

In bisherigen Studien zur Analyse von Membrandomänen unter Verwendung von 

Modellmembranen, bestanden diese stets aus Cholesterol, als Lo-Phasen-formierendes 

Sterol. Da nur sehr wenige Studien andere Sterole in Modellmembranen behandeln, gibt 

es kaum detaillierte Informationen über die Rolle von Phytosterolen in der Generierung 

o  „˃afts“. I  ei e  “tudie, die si h it de  Effekte  e s hiede e  “te ole auf 
Sphingomyelinmembranen beschäftigte, konnten diverse Unterschiede zwischen 

pflanzlichen und tierischen Sterolen festgestellt werden. Cholesterol stellt die 

grundlegende Struktur für alle anderen Sterole dar, die unter anderem Bestandteil von 

Biomembranen sind. So wird es mit einer zusätzlichen Ethylgruppe an C24 odu h β-

Sitosterol entsteht) oder einer zusätzlichen Doppelbindung an C22 (wodurch Stigmasterol 

entsteht) modifiziert. Mit Hilfe verschiedener spektroskopischer Methoden konnte 

gezeigt werden, dass Cholesterol eine größere Anzahl und stabilere Assoziationen mit 

Sphingomyelinmembranen eingeht als Phytosterole (Gao et al., 2009). In anderen 

“tudie  ko te gezeigt e de , dass die Ph toste ole β-Sitosterol und Stigmasterol, 

durch ihre Interaktion mit den Alkylketten des Sphingomyelins, an der Entstehung von 

Lo-Phasen teilhaben (Hac-Wydro et al., 2010). So nützlich künstliche Modellmembranen 

für die Forschung sind, gibt es dennoch ein grundlegendes Problem: Alle binären und 

ternären Modellmembranen sind symmetrisch und haben somit dieselbe 

Lipidzusammensetzung auf der Membranaußen- und auf der Membraninnenseite. Dies 

entspricht nicht dem Zustand von Plasmamembranen in lebenden Zellen. Dort ist zum 

Beispiel die innere Membranseite grundlegend anders aufgebaut als die 

Membranaußenseite und auch ärmer an Sphingolipiden (Simons und Vaz, 2004). Deshalb 

wird es in Zukunft ein Ziel von vielen Biophysikern sein, eine Modellmembran zu 

etablieren, die in ihren Details denen von Plasmamembranen im tierischen und 

pflanzlichen System entspricht. Ebenso fehlen noch detaillierte Studien mit Phytosterolen 

in Modellmembranen, die aus pflanzlichen Sphingolipiden bestehen. 
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1.1.3.3  Detergenzunlöslichkeit 

 

Die Löslichkeit einer Membran ist abhängig von der Konzentration der verwendeten 

Detergenz, der Temperatur und der Dauer der Detergenzbehandlung. Die Detergenz 

Triton X-100, ein nicht-ionisches, oberflächenaktives Reagenz, wird für 30 min bei 4°C 

eingesetzt, um Membranen zu solubilisieren, oh e da ei glei hzeitig ögli he „Lipid 
˃afts“ auszulöse . Die Lipidzusa e setzu g ei e  Me a  e ts heidet da ei ü e  die 

Effizienz der Behandlung mit Triton X-100. Lipide mit einer niedrigen Schmelztemperatur 

(z.B. DOPC-Vesikel, TM = -20°C) können sehr leicht durch Triton X-100 gelöst werden und 

Lipide mit einer hohen Schmelztemperatur (z.B. Dipalmitoylphosphatidylcholinvesikel, 

TM = 40°C) zeigen eine Resistenz gegenüber der Behandlung mit Triton X-100. Diese 

Tatsache zeigt ganz klar wie wichtig die Lipidzusammensetzung von Modellmembranen 

für die Löslichkeit durch Detergenzien ist (Morandat und El Kirat, 2006). Die tierische 

Plasmamembran besteht hauptsächlich aus Cholesterol und Sphingolipiden, deren 

biophysikalische Eigenschaften in Modellmembranen schon detailliert untersucht und 

beschrieben wurden (Ahmed et al., 1997). Bei einer physiologischen Temperatur von 

37°C führen Cholesterol und Sphingomyelin, in einem physiologischen Verhältnis, zur 

Generierung von stabilen Lo-Phasen. Dies impliziert, dass es Membrandomänen bei 

physiologischen Temperaturen bereits vor dem Einsatz von Detergenzien geben muss 

und diese somit nicht nur ein Artefakt der Detergenzbehandlung sein können.  

 

1.1.3.4  Größe und Dynamik von Membrandomänen 

 

In der Plasmamembran von eukaryontischen Zellen existieren verschiedenartige 

spezialisierter Bereiche, die für die korrekte Funktion der Zellen wichtig sind. Zu diesen 

Membrandomänen zählen mikrometergroße fokale Adhäsionen und 

Adhärensverknüpfungen, 100nm-große Clathrin-beschichtete Membraneinstülpungen 

und Synapsen sowie sehr kleine Komplexe, wie Rezeptorencluster und assoziierte Lipide. 

Wie im vorherigen Abschnitt (siehe 1.1.3.1) beschrieben, resultieren die verschiedenen, 

zur Verfügung stehenden, biochemischen und biophysikalischen Methoden in einem 

großen Spektrum mutmaßlicher Domänengrößen. Bisher konnte dazu, wie auch zu Form 

und Verteilung der Domänen, kein einheitlicher Konsensus gefunden werden (Tabelle 

1.1).  

 

 

 

 

 



1 Einleitung 

 

13 

 

Membran Methode Größe (nm) Referenz 

PM Chem. Kreuzverknüpfung 4 Friedrichson und Kurzchalia, 

1998 

MM EPR 5 Jost et al., 1973 

MM „“ho t- a ge ˂ue hi g“ 5 London, 2002 

PM FRET, klassisch 0 Kenworthy und Edidin, 1998 

PM FRET, anisotrop 70 Varma und Mayor, 1998 

PM SPT 200-300 Subczynski und Kusumi, 2003 

PM SDT ~300 Edidin, 2001 

MM AFM 200-2000 

40-100 

Schütz et al., 2000 

Yuan und Johnston, 2001 

PM „Opti al t appi g“ 26 Pralle et al., 2000 

PM CLSM 300-1500 Vereb et al., 2000 

Tabelle 1.1: Größenangaben von verschiedenen Membrandomänen, aufgezeigt durch 

verschiedene biochemische und biophysikalische Methoden (PM = Plasmamebran, MM 

= Modellmembran) 

 

Die Durchführung von chemischen Kreuzverknüpfungsexperimenten offerierte als 

Raftgröße eine Zahl von 15 Molekülen. Eine andere Methode (EPR) schlägt die Existenz 

von sehr kleinen, sterolreichen Domänen vor, die nur aus einigen wenigen Molekülen 

bestehen. Folgt a  de  Methode de  Fluo esze zlös hu g „“ho t- a ge ˂ue hi g“ , 
können 20-25 Lipidmoleküle eine funktionelle Membrandomäne etablieren. All diese 

methodischen Ansätze prognostizieren sehr kleine und sehr dynamische Domänen, deren 

Lebensdauer im Bereich von einigen Nanosekunden bis hin zu wenigen Millisekunden 

liegt. Die Größe von Membrandomänen kann, folgt man diversen FRET-Methoden, 

zwischen 50 und 70nm liegen. Die Größe von Domänen, detektiert durch konfokale 

Mikroskopie, liegen zwischen 250nm und einigen Mikrometern und die Lebensdauer 

diese  seh  g oße , fast iesige  „Lipid ˃afts“, die ah s hei li h i hts a de es als 
Aggregate aus kleineren Domänen sind, kann mehrere Minuten betragen. Ausgehend von 

diesen Beispielen scheint es, als ob die Lebensdauer der Membrandomänen mit ihrer 

Größe zunimmt, auch wenn dieser Zusammenhang bisher keine geradlinige Korrelation 

zulässt. Die “ta ilisie u g de  iesige  „Lipid ˃ afts“ i d i ht allei  du h die Agg egatio  
kleinere Domänen bewerkstelligt, sondern auch durch deren Interaktion mit Elementen 

des Zytoskeletts. Es werden drei Typen von Membrandomänen in der Plasmamembran 

vorgeschlagen. Die einen sind sehr klein und instabil, bestehend aus einigen wenigen 

Molekülen und einer eher kurzen Lebenszeit von weniger als 1ms. Der zweite Typ wird 

als „Co e ˃e epto  ˃afts“ ezei h et u d e tsteht du h die oligo e e Fo atio  o  
GPI-verankerten Proteinen oder Transmembranrezeptoren, eingeleitet durch 

Ligandenbindung. Diese stabilen Oligomere induzieren kleine, aber sta ile „˃afts“ i  ih e  
Nähe, allein durch die geringfügige Reduktion thermaler Bewegungen und der daraus 

folge de  Asse lie u g o  Choleste ol. Diese  z eite „˃aft“-Typ hat eine Lebenszeit 

o  eh e e  Mi ute . De  d itte T p fo ie t si h u  diese „Co e ˃e epto  ˃afts“ 
he u  u d i d als „“ig alli g ˃aft“ ezei h et. Diese „˃afts“ e de  so ohl du h die 
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Assemblierung von Signalmolekülen, als auch durch die Verschmelzung von kleinen, 

i sta ile  „˃afts“, die “ig al oleküle ei halte , ge ildet. Die Ve dichtung der 

Me a  zu „˃afts“ ko elie t sta k it ge isse  “ig alp ozesse  i  de  )elle. Da o  
ausgehend kann man vermuten, dass durch die verschiedenen Lipidinteraktionen, die 

entstandenen Membrandomänen möglicherweise als vielseitige Signalplattformen 

fungieren. Dies könnte sich schnell wechselnde, miteinander verknüpfte Signalwege 

begünstigen (Abbildung 1.6; Subczynski und Kusumi, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das „Lipid “hell“-Modell, ist ein weiteres Modell, welches sich mit der großen Vielfalt an 

„˃afts“, it ih e  G öße u d it ih e  Le e sdaue  efasst. A de so  u d Ja o so  
 gehe  da o  aus, dass esti te P otei e i  ei e  Hülle „“hell“  aus “te olen 

und Sphingolipiden eingekapselt sind. Diese Kapseln bestehen aus 80 Molekülen und 

haben einen Durchmesser von 7nm. Lipidhüllen könnten demnach thermodynamisch 

sta ile “t uktu e , it ei e  Affi ität fü  e eits e istie e de „˃afts“ sei . Da aus 
resultiert, dass Lipidhüllen die eingekapselten Proteine spezifisch zu solchen 

Abbildung 1.6: Die drei Type  vo  „Rafts“ i  der Plas a e ra  
Typ (a) ist klein, instabil und kurzlebig (ms) und eventuell mit GPI-verankerten Proteinen 

assoziiert. Der zweite Typ (b) entsteht, wenn sich Rezeptormoleküle, durch 

Ligandenbindung, zu Oligomeren zusammenfinden. Diese sind langlebiger (Min) und 

können GPI-verankert sein, oder eine gewisse Affinität zu Cholesterol und gesättigten 

Acylketten haben. Oligomerisierte Rezeptoren begünstigen dann die Formation von 

kleinen, aber stabilen Domänen in ihrer Nähe. Diese  T p i d als „Co e ˃e epto  ˃aft“ 
bezeichnet. Der dritte Typ (c) wird „“ig alli g ˃aft“ ge a t, u d ist wahrscheinlich, 

durch die Assemblierung von Signalmolekül- ei halte de  „˃afts“, di ekt an 

Signalprozessen beteiligt. Klei e i sta ile „˃afts“ e istie e  e utli h au h auf de  
Membraninnenseite (a´  u d kö e  it „Co e ˃e epto  ˃afts“  u d  fusio ie e , 

odu h das “ig al olekül akti ie t i d u d die „“ig alli g ˃ afts“ iede  e lasse  ka  
(a´´). (Abbildung modifiziert, © Elsevier; Subczynski und Kusumi, 2003) 
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Membrandomänen transportieren. Kondensierte Komplexe rekrutieren mehr und mehr 

Lipid-u a telte P otei e u d kö e  als fu ktio elle „˃afts“ i  de  Plas a e a  
fungieren (Anderson und Jacobson, 2002). 

 

1.1.3.5  Die Manipulation der Membrandomänen: Strategien und Funktionen 

 

Seit dem Zeitpunkt, als das Konzept der Membrandomänen Akzeptanz fand, wurden 

zahlreiche Versuche unternommen, die strukturelle Integrität de  „˃afts“, sowohl in 

Modell-, als auch in biologischen Plasmamembranen zu modifizieren, um ein Verständnis 

für ihre Funktion zu bekommen. Untersuchungen an Modellmembranen zeigten, dass die 

physikochemischen Faktoren, die eine Ballung der Lipide zu Membrandomänen 

bewirken, hauptsächlich die langen, gesättigten Fettsäureketten, die glykosylierten 

Kopfgruppen der Phospholipide, sowie das verbindende Netzwerk aus 

Wasserstoffbrückenbindungen darstellen (Masserini und Ravasi, 2001). Sphingomyelin 

und Glykosphingolipide werden als die Hauptkomponenten von Membrandomänen 

betrachtet und liegen somit getrennt von Glycerophospholipid-beinhaltenden 

ungesättigten Fettsäureketten vor (Ahmed et al., 1997). Sterole gelten dabei, 

hauptsächlich aus sterischen Gründen, als stabilisierende Komponenten in verschiedenen 

Typen von Membrandomänen (Xu und London, 2000). Diese bisherigen Kenntnisse über 

die chemische Zusammensetzung und die physikalischen Eigenschaften, haben zu der 

Entwicklung diverser Strategien zur Manipulation der strukturellen Integrität von 

Membrandomänen geführt (Hooper, 1999). 

 

1.1.3.5.1 Destabilisierung der Membrandomänen durch die Manipulation 

der Sterolkonzentration   

 

Sterole scheinen eine ausschlaggebende Rolle für die Stabilisierung von 

Membrandomänen zu spielen. Deshalb wird die reversible Anreicherung oder Reduktion 

von Sterolen in der Plasmamembran als ein zweckmäßiges Werkzeug zur Analyse der 

Domänenfunktion verwendet. Die Verwendung von Methyl-β-D-Cyclodextrin (MCD), 

einem wasserlöslichen, zyklischen Glukoseoligomer, führt zu einer Verringerung der 

Sterolkonzentration und somit zu einer mikroskopisch verfolgbaren Auflösung von 

Membrandomänen. Dies wiederum resultiert in einer Fehlfunktion zahlreicher 

Signaltransduktionsprozesse (Xavier et al., 1998; Ilangumaran et al., 1999; Vereb et al., 

2000; Matkó et al., 2002). Interessanterweise führt eine Anreicherung der 

Plasmamembran mit Sterolen, sowie mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren, ebenfalls 

zu eine Destabilisierung der Membrandomänen (Bodnar et al., 1996; Xu und London, 

2000; Stulnig et al., 1998). Diese Effekte resultieren vermutlich aus einem 

Ungleichgewicht, welches zwischen den neu zugefügten oder entfernten 

Sterolmolekülen und den eigentlichen Domänenbestandteilen entsteht. Die Verwendung 
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von MCD ist eine geeignete, reproduzierbare Methode um den Sterolgehalt der 

Plasmamembran reversibel zu manipulieren und somit die Integrität der 

Membrandomänen zu zerstören, ohne dabei die eigentliche Plasmamembran 

grundlegend zu beeinflussen. Ein häufig auftretender Nebeneffekt ist jedoch die 

Auslösung von kleinen Sterol-bindenden Proteinen aus der Membran (Ilangumara und 

Hoessli, 1998). Einige andere Sterol-bindende Reagenzien, so wie die 

Polyenverbindungen Filipin oder Nystatin, komplexieren mit den Sterolmolekülen, führen 

so zur Formation von relativ großen (20-25nm) Poren und beeinflussen somit die 

Integrität und die Funktion der Plasmamembran erheblich (Bolard, 1986). Deswegen ist 

die Verwendung solcher Reagenzien immer mit einer gewissen Vorsicht bei der 

Einstellung der experimentellen Bedingungen verbunden. Die Sterolkonzentration der 

Plasmamembran kann auch durch die Verringerung des zellulären Sterolgehaltes, durch 

Inhibierung der Sterolbiosynthese oder durch Steroloxidation manipuliert werden 

(Rothberg et al., 1992; Smart et al., 1994). 

 

1.1.3.5.2 Destabilisierung der Membrandomänen durch die Manipulation 

der Spingolipidkonzentration  

 

Die Manipulation der Sphingolipidbiosynthese, oder -homöostase führt ebenfalls zu einer 

Auflösung (oder Zerstörung) von Membrandomänen (Sheets et al., 1997). Diese 

Manipulation erfolgt hauptsächlich durch die Inhibierung der Synthese von Ceramiden 

und Glykosylceramiden, von Sphingomyelinen und Glykolipiden. Die Reduktion dieser 

Lipidintermediate verhindert die Formation von Membrandomänen. Wird das 

hauptsächliche Sphingolipid im menschlichen System, das Sphingomyelin, durch das 

Enzym Sphingomyelinase, entfernt, konnte gezeigt werden, dass keine Reduktion der 

Sterolkonzentration nach MCD-Behandlung mehr erfolgte. Dies bedeutet, dass der 

Hauptteil an Sterolen in der Plasmamembran mit Sphingolipiden assoziiert ist (Neufeld et 

al., 1996). Einige biochemische und biophysikalische Experimente haben überzeugend 

demonstriert, dass, wenn man diese Arten von Manipulierungsstrategien unter 

Beachtung der zuvor erwähnten Probleme und Schwierigkeiten anwendet, man 

erfolgreich die Funktion von Membrandomänen bezüglich der Kompartimentierung von 

Rezeptoruntereinheiten (Kabouridis et al., 2000) und von Signalmolekülen (Lin und 

Weiss, 2000), in einer Vielzahl von Plasmamembranen verändern kann. 

 

1.1.3.6  „Lipid ˃afts“ i  Hefe 

 

Hefezellen sind wegen des hohen Ergosterol/Sphingolipid-Gehalts ihrer Plasmamembran 

und des hohen Gehalts an Membrandomänen-typischen Proteinen, optimale 

Studienobjekte zur Analyse der Proteinzusammensetzung und –fluktuation von 

Membrandomänen. Von allen eukaryontischen Zellen, die eine Zellwand besitzen, 
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konnten in der Plasmamembran von Saccharomyces cerevisiae die ersten Anhaltspunkte 

für die Formation von Membrandomänen gewonnen werden. Sur7, ein Protein mit bisher 

unbekannter Funktion (Walther et al., 2006) und der Arginin/Protonen-Transporter Can1 

sind in diskreten Bereichen der Plasmamembran, die mit Ergosterol (dem 

hauptsächlichen Sterol im pilzlichen System) angereichert sind, lokalisiert (Grossmann et 

al., . Diese Be ei he e de  als MCC „Me a e Co pa t e t of Ca “  
bezeichnet (Malínská et al., 2003). Etwa ein Dutzend integrale Proteine mit teils 

unbekannter Funktion, teils spezifische Transporter, lokalisieren mit dem MCC, wodurch 

dieses ei e fu he äh li he Fo  „Fu o “  eko t “t ádalo á et al., 2009). Andere 

Proteine interagieren damit von der zytosolischen Seite aus, in Form eines großen, 

halbtubulären Heterokomplexes, dem so genannten Eisosom (Grossmann et al., 2008). 

Das am häufigsten vorkommende Protein in der Hefemembran ist Pma1. Es befindet sich 

nicht in dem MCC-Kompartiment und stellt ein eigenes, netzförmiges Subkompartiment, 

das MCP „Me a e Co pa t e t of P a “  da . Die “epa ie u g diese  eide  
Kompartimente ist sehr stabil und die in den Kompartimenten befindlichen Domänen, 

sind größtenteils immobil (Malínská et al., 2004). Von anderen Transportern, wie der 

Aminosäurepermease Gap1 und der Hexosepermease Hxt1, konnten zuvor keine lateral 

segregierten Verteilungsmuster beobachtet werden, da lediglich optisch eingeschränkte 

Mikroskopietechniken zur Verfügung standen (Lauwers et al., 2007). Neuerdings konnte 

mit Hilfe verschiedener hochauflösender Mikroskopietechniken festgestellt werden, dass 

alle Plasmamembranproteine, Gap1 und Hxt1 eingeschlossen, ungleichmäßig verteilt 

sind und individuelle, teils einander überlappende Membrandomänen darstellen (Spira 

et al., 2012). Die Anwendung von Immunhistochemischen Methoden zeigte eine 

Akkumulation des Hexose/Protonen-Symporters Hup1 aus der Alge Chlorella kessleri in 

dem MCC-Kompartiment, nach funktioneller Expression in Hefezellen (Grossmann et al., 

2006). Diese Beobachtung lässt den Schluss zu, dass laterale Membrandomänen in Hefe 

ein evolutionär konserviertes, generelles Prinzip der Domänenorganisation darstellen. 

Tatsächlich konnten die, für das MCC-Kompartiment typischen, grubenförmigen 

Strukturen, die „Fu o s“, in vielen Organismengruppen (darunter Bakterien, Pilze und 

Pflanzen) nachgewiesen werden (Strádalová et al., 2009).  

 

1.1.3.6.1  Zellpolarisation und stabile Membrandomänen 

 

Die ungleichmäßige Verteilung von Membrankomponenten in der Plasmamembran 

während der Zellpolarisation, ist bereits in vielen Modelorganismen ausführlich 

untersucht worden. Die Membrandomänen, die durch die Polarisation von Zellen 

induziert werden, sind normalerweise mehrere Mikrometer groß und können so durch 

einfache Fluoreszenzmikroskopie gut aufgelöst und analysiert werden. Dabei handelt es 

sich jedoch um sehr dynamische Strukturen, welche kaum, bis gar nicht, in isolierten 

Plasmamembranen detektiert werden können. In der pilzlichen Plasmamembran 

formieren sich sterolreiche Domänen (SRDs) während des polarisierten Zellwachstums an 
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elongierenden Zellseiten und Stellen, an denen neue Septen entstehen 

(Schizosaccharomyces pombe; Wachtler et al., 2003), an den Spitzen der Hyphen von 

pathogenen Hefearten (z.B. Candida albicans; Martin und Konopka, 2004) und an den 

Verschmelzungssstellen von Pheromon-stimulierten Zellen (Saccharomyces cerevisiae; 

Bagnat und Simons, 2002). Die Membranstellen an denen eine Verschmelzung von zwei 

Hefezellen stattfindet, sind gemäß Laurdanfärbung im Vergleich zur umgebenden 

Plasmamembran stärker kondensiert und geordnet (Proszynski et al., 2002). Die 

Fillipinfärbung von sich teilenden Zellen zeigt eine hohe Konzentration an Sterolen und 

eine Akkumulation von spezifischen Proteinen in diesen Teilungsflächen (Li et al., 2006; 

Marco et al., 2007). Jede Störung der SRDs durch bestimmte Substanzen führt zu einem 

Verlust der Organisation in den Teilungsflächen der Plasmamembran. Das Zytoskelett, vor 

allem F-Aktin, ist ebenfalls an der räumlichen Organisierung der Plasmamembran in 

diesen Teilungsflächen beteiligt. Mutanten der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, 

die das für die Zellteilung wichtige Protein Cdc15p nicht mehr exprimieren, zeigen eine 

falsch lokalisierte SRD in den lateralen Zellmembranen. Die Überexpression von cdc15+ 

resultierte in zusätzlichen SRDs in den lateralen Zellmembranen, welche unabhängig von 

F-Aktin waren (Wachtler und Balasubramanian, 2006). Diese letztgenannten 

Zusammenhänge zeigen die Notwendigkeit von Zellzyklus- und Zellteilungs-kontrollierten 

Sterolakkumulationen in den entsprechenden Teilungsflächen von Hefezellen auf.  

 

1.1.4 Lipid- und Proteinmodifikationen 

 

Im Folgenden Kapitel werden die, meist posttranslationalen, Modifikationen 

beschrieben, denen einige Membranproteine unterliegen. Die Beschreibung solcher 

Modifikationen sind notwendig, um die Lokalisation dieser Proteine in den sogenannten 

„Lipid ˃afts“ esse  zu e stehe . Die st uktu elle Ve ä de u g esti te  P otei e 
durch Lipidmodifikationen verändert nicht nur deren Interaktionsverhalten und ihre 

Lokalisation, sondern auch ihre physiologische Bedeutung. Die Modifikation durch 

langkettige Acylierung mit Fettsäuren zu Lipoproteinen etwa ist weithin bekannt (Resh, 

1999). Zu dieser Art der Modifikation gehören die Anlagerung von gesättigten C14- 

(Myristat) und C16- (Palmitat) Fettsäuren. 

 

1.1.4.1  Myristoylierung 

 

Viele N-myristoylierte Proteine sind mit der Plasmamembran oder anderen 

intrazellulären Membranen assoziiert. Myristoylierung (auch N-Myristoylierung oder 

Myristylierung genannt) findet statt, wenn die Fettsäure Myristinsäure, katalysiert durch 

das monomere Enzym N-Myristoyltransferase (NMT), irreversibel  an den N-terminalen 

Glycinrest von Proteinen angehängt wird. Dies geschieht sehr spezifisch, zumeist 

cotranslational (Wilcox et al., 1987), aber auch posttranslational und in der Regel nach 
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einer spezifischen Proteolyse. Dabei wird das entsprechende Protein, mit der 

Konsensussequenz Met-Gly-X-X-X-Ser/Thr-, so geschnitten, dass aminoterminal ein freier 

Glycinrest (Gly-2) entsteht. Meist wird dafür nur das initiale Methionin durch das Enzym 

Methioninaminopeptidase abgeschnitten. Die Notwendigkeit der Anwesenheit des Gly-2 

ist absolut und keine andere Aminosäure kann diese Bindestelle ersetzen (Resh, 1996). 

Die Mutation von Gly-2 zu Alanin führt dazu, dass das Protein nicht mehr N-myristoyliert 

werden kann und resultiert in der Reduktion oder dem Verlust der Membranbindung 

(Resh, 1999). Über Röntgenkristallanalysen von verschiedenen N-myristoylierten 

Proteinen, konnte gezeigt werden, dass die angehängte Myristinsäure eine strukturelle 

Rolle in der Stabilisierung von dreidimensionalen Proteinkonformationen spielt. Zum 

Beispiel ist die Positionierung von Myristinsäure in einer hydrophoben Tasche der 

katalytischen Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) notwendig für die strukturelle und 

katalytische Stabilität des Enzyms (Zheng et al., 1993). 

Obwohl die Myristoylierung von Proteinen ganz klar für die Bindung an Membranen 

notwendig ist, reicht diese Modifikation allein aber nicht aus. Biophysikalische Studien 

haben bewiesen, dass die Bindungsenergie, die von Myristinsäure zu Verfügung gestellt 

wird, nur relativ schwach ist (sie liegt nur bei 10-4 M Kd) und nicht ausreicht um Peptide 

oder Proteine vollständig mit zellulären Membranen zu verankern (Peitzsch und 

McLaughlin, 1993). Die Existenz eines zweiten Signals innerhalb des N-myristoylierten 

Proteins ist daher für die effektive Membranbindung notwendig. Dieses zweite Signal 

kann entweder ein polybasisches Cluster von Aminosäuren sein oder eine 

Palmitoylierung. Dadurch potenzieren sich die hydrophoben und die elektrostatischen 

Kräfte (Resh, 1999). Die biophysikalische Grundlage für die Membranbindung von 

Myristinsäure ist die hydrophobe Insertion der Myristinsäure in die Lipiddoppelschicht, 

wobei 10 der 14 Kohlenstoffatome in den Hydrocarbonanteil der Membran eingelagert 

werden (Murray et al., 1998). Die basischen Aminosäuren hingegen interagieren 

elektrostatisch mit den polaren Köpfen von sauren Phospholipiden (Murray et al., 1997). 

Solche sauren Phospholipide sind hauptsächlich mit der Innenseite der Plasmamembran 

assoziiert.  

Ein dritter Mechanismus, der die starke Membranbindung von myristoylierten Proteinen 

ermöglicht, sind Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Membran-assoziierten 

Proteinen (Resh, 1999). Die Myristin-vermittelte Membranverankerung von Proteinen, 

kann durch Liganden-induzierte Konformationsänderungen, wodurch der 

Myristinsäurerest in das Zytoplasma verlagert wird, oder durch elektrostatische 

Veränderungen in dem Myristinsäurerest selbst reguliert werden. Im letzteren Fall führt 

eine Phosphorylierung in dem polybasischen Aminosäurecluster, welcher für die 

Membranverankerung notwendig ist, zu einer Verlagerung der Proteine von der 

Membran in das Zytoplasma (McLaughlin und Aderem, 1995).  
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1.1.4.2  Palmitoylierung 

 

Wie bereits oben erwähnt, wird die N-Myristoylierung von der NMT, einem inzwischen 

gut charakterisierten Enzym, katalysiert. Hingegen ist der enzymologische Hintergrund 

der Palmitoylierungsreaktion bisher nur unzureichend aufgeklärt. Die Palmitoylierung 

oder auch S-Acylierung ermöglicht die Verankerung von Proteinen in der Zellmembran 

(Resh, 1999). Dafür werden nahezu alle palmitoylierten Proteine mit Palminsäure oder 

anderen gesättigten Fettsäuren wie Stearinsäure (C18), Ölsäure (cis-C18) oder 

Arachidonsäure (C20), durch eine Thioesterbindung mit der Sulfhydrylgruppe von Cystein 

verknüpft (Casey, 1995). Die proteininterne Position der palmitoylierten Cysteinreste 

variiert. Einige sind N-, oder C-terminal lokalisiert, andere in der Nähe von 

Transmembrandomänen.  

Die Palmitoylierung von Proteinen wird hauptsächlich durch die Palmitoylacyltransferase 

(PAT) durchgeführt. Bisher konnte lediglich eine partielle Aufklärung der Aktivität zweier 

PAT-Enzyme erfolgen, welche für die Palmitoylierung von Säuger-spezifischen Src-

Ki ase  u d Gα-Proteinuntereinheiten zuständig sind (Berthiaume et al., 1995; Dunphy 

et al., 1996). Diese beiden PAT-Enzyme sind membrangebunden und zeigen eine 

Präferenz für myristoylierte Proteinsubstrate und Palmitoyl-CoA gegenüber anderen 

Acyl-CoA-Substraten (Dunphy et al., 1996). Es existieren aber auch Mechanismen für eine 

nicht-enzymatische Palmitoylierung von Proteinen (Reverey et al., 1996). Palmitoylierte 

Proteine werden in vier Gruppen eingeteilt. In der Gruppe I finden sich vorrangig 

Plasmamembranrezeptoren und andere Membranproteine, die an einem oder mehreren 

Cysteinresten direkt neben oder innerhalb von Transmembrandomänen liegen (Veit et 

al., 1996; Ponimaskin et al., 1995). Die Proteine der Gruppe II sind vor allem Mitglieder 

der Ras-Familie. Diese werden mit einem Farnesylrest modifiziert. Diese Prenylierung der 

Ras-Proteine ist Voraussetzung für die anschließende Palmitoylierung von N-terminalen 

Cysteinresten (Hancock, 1989). Die Mitglieder der dritten Proteingruppe werden in der 

Nähe ihres N- oder C-Terminus palmitoyliert. Proteine der Gruppe IV werden sowohl mit 

Myristinsäure, als auch mit Palminsäure acyliert und tragen fast alle die N-terminale 

Konsensussequenz Met-Gly-Cys. Die Myristoylierung von Gly-2 bewirkt anschließend die 

Palmitoylierung von Cys-3 (Degtyarev et al., 1994; Morales et al., 1998). 

 

1.1.4.3  Prenylierung 

 

Eine dritte Art der posttranslationalen Proteinmodifikation ist die Prenylierung, oder auch 

Farnesylierung. Dabei werden Farnesyl- (C15), oder Geranylgeranylisoprenoidreste (C20) 

kovalent an die C-terminalen Cysteinreste in Proteinen gebunden. Unter den bereits 

bekannten prenylierten Proteinen finden sich einige GTP-bindende regulatorische 

Proteine (G-Proteine), wie zum Beispiel die Gruppe der Ras-Proteine. Die Prenylierung 

dieser speziellen Proteine ist notwendig, damit durch die Ausbildung ihrer onkogenen 
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Formen, Zellen entsprechend verändert werden können (Casey et al., 1989). Wegen ihrer 

stark verzweigten, platzraubenden Lipidstruktur, werden prenylierte Proteine 

ausschließlich auße hal  o  Me a do ä e  u d „Lipid ˃afts“ gefu de  Melko ia  
et al., 1999).  

 

1.1.4.4  GPI-Anker 

 

Während die Prenylierung von Proteinen deren Einbau in Membrandomänen verhindert, 

gibt es eine andere Klasse der Lipidmodifikation, die die Verankerung von vielen 

Proteinen in diesen Domänenbereichen bewerkstelligen kann. Im Lumen des rauen 

Endoplasmatischen Reticulums (ER) wird ein Glykosylphosphatidyl-Anker (GPI-Anker) an 

die Carboxylgruppe des betreffenden Glykoproteins angehängt, wobei gleichzeitig die 

Signalsequenz, welche für den Import des Proteins in das ER zuständig war, abgespalten 

wird (Casey, 1995). Die GPI-Anker sind relativ komplexe Reste, bestehend aus saturierten 

Phospholipiden, gekoppelt mit Ethanolamin und bestimmten Zuckern (Maeda et al., 

2007).  

Die meisten GPI-verankerten Proteine (GAPs) sind mit der apikalen Membranaußenseite 

von polaren Zellen verankert und das, wahrscheinlich deshalb vorrangig in 

Membrandomänen, weil ihre Lipidanker lange und saturierte Acyl- und Alkylketten 

beinhalten (Schroeder et al., 1998). Dabei ist die Länge der Lipidanker entscheidend für 

die Domänenlokalisation. Wenn die Länge der Fettsäureketten unter C16 liegt, werden 

die e tsp e he de  GAPs i ht i  „Lipid ˃afts“ ei ge aut. I  “äugetie zelle  zeige  die 
meisten GAPs längere Ketten aus saturierten Fettsäuren, weshalb die GAPs in diesem 

“ ste  ei e sta ke A häufu g i  „Lipid ˃afts“ auf eise  Be ti g et al., 1999).  

Nahezu alle GAPs sind ausschließlich innerhalb der äußeren Membranoberfläche 

verankert und sind an diversen Funktionen wie Zelladhäsion, Nährstoffaufnahme, 

Abwehr- und Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Einige GAPs können auch als 

Rezeptoren für Viren und Toxine fungieren (siehe 1.1.4.7.1). Deshalb ist eine Verknüpfung 

von extra- und intrazellulären Signalen notwendig (Ikezawa et al., 2002). Ein klassisches 

Beispiel für diese Fragestellung ist die Stimulation von T-Zellen. Extrazelluläre GAPs 

aktivieren T-Zellen durch die Familie der intrazellulären Src-Kinasen. Wie genau die 

notendige Verknüpfung dieser, sich auf entgegengesetzten Seiten der Plasmamembran 

befindlichen, Signalkomponenten stattfinden kann, ist nach wie vor ungeklärt. Es gibt 

Ve utu ge  ü e  die E iste z ei es „T a s e a li ke s“, de  die Me a  
durchspannen, direkt mit dem GPI-verankerten Protein interagieren und somit die 

Funktion beider Proteine miteinander verbinden kann. Wahrscheinlicher ist aber, dass 

Transmembranproteine nicht direkt mit dem GPI-verankerten Protein interagieren, 

sondern dieses durch seine Affinität zu Membrandomänen und –clustern mit den 

ebenfalls darin befindlichen Transmembranproteinen und somit den intrazellulären 

Kinasen in Verbindung steht (Brown, 1993, Abbildung 1.7).  
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1.1.4.5  Übersicht  

 

Die N-Myristoylierung, die Palmitoylierung und GPI-Anker sind Modifikationen, die die 

Lokalisierung von Proteinen in Membrandomänen begünstigen. Dem gegenüber steht die 

Prenylierung, welche bewirkt, dass Proteine aus Membrandomänen ausgeschlossen 

werden (Tabelle 1.2). Außer der N-Myristoylierung, sind alle diese Lipidmodifikationen 

reversibel und erlauben eine sehr genaue Regulation der Proteinfunktion und -

lokalisation in Membrandomänen. Einige dieser Lipidmodifikationen haben einen 

kooperativen Effekt. Zum Beispiel bewirkt die Myristoylierung eine Palmitoylierung 

weiterer Cysteinreste im Protein. Zumindest trifft das für das tierische System zu. 

Modifikation reversibel Fettsäurelänge Membranseite Assoziation in 
Membrandomänen 

Myristoylierung - C14 zytosolisch √ 

Palmitoylierung √ C16-20 zytosolisch √ 

Prenylierung √ C15/C20 zytosolisch - 

GPI-Anker √ C16-18 Extrazellulär √ 

Tabelle 1.2: Zusammenfassung der Proteinmodifikationen 
 

Die Verteilung von bestimmten Proteinen in Membrandomänen ist abhängig von Lipid- 

und Proteinmodifikationen (siehe 1.1.4). Isoprenylierte Proteine und Peptide mit 

mehreren ungesättigten Acylketten zeigen eine sehr geringe Affinität für die Lo-Phasen 

der analysierten Membranen. Im Gegensatz dazu zeigen N-myristoylierte und N-terminal 

palmitoylierte Peptide eine starke Tendenz zu einer Verlagerung in die Lo-Phase. Diese 

Ergebnisse unterstützen die These, dass prenylierte Proteine, durch diese Modifikation 

nicht in Membrandomänen integriert werden können (Silvius et al., 2005). 

 

Abbildung 1.7: Interaktion von GAPs und Src-Kinasen 
Extrazelluläre GPI-verankerte Proteine (GAPs) sind mit intrazellulären Src-Kinasen 

gekoppelt, über Transmembranproteine, die in denselben Membrandomänen assoziiert 
sind (Abbildung modifiziert nach Brown, 1993). 
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1.1.4.6  Lipidmodifikationen in Pflanzen 

 

Die Lipidmodifikationen, wie sie im tierischen System existieren, sind auch im pflanzlichen 

System vorhanden, aber es gibt durchaus kleine Unterschiede in der 

Lipidzusammensetzung der pflanzlichen Plasmamembranen. Zum Beispiel zeigt die 

Membran der Chloroplasten einen sehr speziellen Lipidtyp, wie er so weder in Pilz- noch 

in Säugetierzellen vorkommt: Galaktolipide sind Glycerolipide, die eine 

Zuckerkopfgruppe, wie Monogalaktosyldiacylglycerol (MGDG) oder 

Digalaktosyldiacylglycerol (DGDG), besitzen (Somerville und Browse, 1991). Diese 

Lipidklasse existiert nur in Cyanobakterien und Chloroplasten und stellt somit einen 

Beweis für die Endosymbiontentheorie dar, welche besagt, dass prokaryontische 

Cyanobakterien von anderen Prokaryonten durch Phagozytose internalisiert wurden und 

somit die Vorfahren der Chloroplasten sind.  

Einen weiteren Unterschied gibt es in der Sterolzusammensetzung der pflanzlichen 

Zellmembran. Im Gegensatz zum tierischen System, stellt Cholesterol nicht die 

Hauptkomponente der Zellmembran in Pflanzen dar (Kierszniowska et al., 2009). Die 

häufigste  Ph toste ole si d das o iege de β-Sitosterol, aber auch das Campesterol 

und das Stigmasterol (Beck et al., 2007). In vorangegangenen Studien konnte gezeigt 

werden, dass, zum tierischen System vergleichbare Lipidmodifikationen, auch im 

pflanzlichen System zu Lokalisierungsmustern der betreffenden Proteine führen. Zum 

Beispiel sind Mitglieder der Arabidopsis-Rab-Proteinfamilie GTP-bindende 

Signalproteine, die prenyliert und zusätzlich auch palmitoyliert werden. Viele Rab-

Proteine wurden als membranständig, aber nicht als Membrandomänen-assoziiert 

beschrieben. Dies könnte mit der Prenylierung zusammenhängen, da man weiß, dass 

auch die Gegenstücke zu diesen Proteinen im Säugetiersystem, die Ras-Proteine, oft 

außerhalb von Membrandomänen gefunden wurden (Resh, 1999 und 2006). Hingegen 

zeigen, genau wie im tierischen System, viele Proteine mit einem GPI-Anker, eine 

deutliche Lokalisierung in Membrandomänen (Borner et al., 2005). Ein Beispiel ist das 

Arabidopsis-Protein Sku5 (At4g12420), eine potenzielle Kupferoxidase, die am 

gerichteten Wurzelwachstum beteiligt ist (Sedbrook et al., 2002). Dieses Protein ist eines 

der Proteine, die nach Detergenzbehandlungen pflanzlicher Plasmamembranen am 

häufigsten in den resultierenden DRMs gefunden werden (Shahollari et al., 2004; Borner 

et al., 2005; Kierszniowska et al., 2009).  

Die Calcium-abhängige Kinase CPK21 (At4g04720) wird durch zwei verschiede 

Lipidmodifikationen entsprechend mit der Membran verankert. Der zweite N-terminale 

Glycinrest wird zuerst myristoyliert und der dritte N-terminale Cysteinrest wird 

anschließend palmitoyliert. Auf diese Weise ist die Kinase CPK21, ähnlich wie die 

tierischen Src-Kinasen, mit Domänen der pflanzlichen Plasmamembran assoziiert (Resh 

et al., 2006). 
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1.1.4.7  „Lipid ˃afts“ i  Tie e  

 

In tierischen Membrandomänen ist lediglich ein Sterol, das Cholesterol, angereichert. 

) ei A te  o  „Lipids ˃afts“ u de  ide tifizie t, Pla a e „˃afts“, au h i ht-caveolare 

ode  Gl kolipid afts ge a t u d Ca eolae. Pla a e „˃afts“ si d ko ti uie li h it der 

Plasmamembran (nicht eingestülpt) und besitzen keine unterscheidbaren 

morphologischen Eigenschaften. Caveolae sind flaschenartige Einstülpungen der 

Plasmamembran, die sich durch einen hohen Anteil an Caveolin-Proteinen auszeichnen 

(Nicolau et al., 2006; Simons und Toomre, 2000). Caveoline sind im tierischen System 

weitverbreitet und werden im Gehirn, in Mikrogefäßen des Nervensystems, in 

Endothelzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten, Schwannschen Zellen, Spinalganglien und 

Neuronen des Hippocampus exprimiert (Trushina et al., . Pla a e „˃afts“ esitze  
Flotilline und wurden vorwiegend in Neuronen gefunden, in denen keine Caveolae 

vorkommen (Lang et al., . Beide „˃aft“-Typen weisen eine ähnliche 

Lipidzusammensetzung auf. Sie sind angereichert an Cholesterol und Sphingolipiden. 

Flotilli e u d Ca eoli e ha e  die Fähigkeit “ig al oleküle i  „Lipid ˃afts“ zu ek utie e  
und spielen somit eine wichtige Rolle in der Neurotransmitter-vermittelten 

Signaltransduktion. Diese Mikrodomänen könnten Signalmoleküle räumlich organisieren, 

um kinetisch bevorzugte Proteininteraktionen zu ermöglichen, die notwendig sind für 

bestimmte Signaltransduktionsvorgänge. Im Gegensatz dazu könnten diese 

Mikrodomänen Signalmoleküle auch separieren, um Proteininteraktionen zu inhibieren 

und somit Antworten in Signalwegen zu dämpfen (Allen et al., 2006).  

Die Behandlung mit MCD, und somit die Reduktion des Sterolgehaltes, genauso wie die 

Bereitstellung von Cyclodextrin-Cholesterolkomplexen, was zu einer Anreicherung von 

Sterolen führt, ermöglichte es die Effekte von Sterolgehaltveränderungen in 

Membrandomänen zu analysieren (Christian et al., 1997). MCD-Behandlung beeinflusst 

nicht nur die Cholesterolkonzentration, sondern unterdrückt auch die Endozytose, 

vermittelt durch Clathrin-beschichtete Vesikel (CCVs). Die Formation von CCVs und ihre 

Abspaltung von der Plasmamembran sind abhängig von Cholesterol. Nach 

Sterolreduktion konnte keine Krümmung der Vesikel mehr beobachtet werden (Subtil et 

al., 1999). Signalprozesse auf der zellulären Ebene beziehen sich auf alle Prozesse bei 

denen Zellen eine Signalform oder einen Stimulusart in eine andere umwandeln. Die 

Bewegungen von Signalen oder Stimuli können sehr einfach sein, so wie die von 

Rezeptormolekülen. Kompliziertere Signalprozesse setzen die Verknüpfung von 

Liganden-Rezeptorinteraktionen mit vielen intrazellulären Ereignissen voraus. Die 

Ereignisse beinhalten Phosphorylierungen durch Tyrosinkinasen und/oder 

Serin/Threoninkinasen (King, 2013). Die Spezifikation und die Genauigkeit von 

Signalprozessen sind essentiell für Zellen, um effizient auf sich ändernde 

Umweltverhältnisse reagieren zu können. Dies wird zum Teil durch die unterschiedlichen 

Lokalisationen und Kompartimentalisierungen, der in Signalprozessen beteiligten 

Proteine bewerkstelligt. In der Plasmamembran, wird diese Kompartimentalisierung 
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du h „Lipid ˃afts“ e e kstelligt Ja es et al., 2000). Individuelle Rezeptoren sitzen in 

klei e  „˃afts“, el he a h Liga de i du g ö tli h ko ze t ie t e de  kö e  
(Schmitz und G a dl, . We de  ˃ezepto e , die i  „Lipid ˃afts“ sitze , akti ie t, 
können diese durch ihre Lokalisierung vor degradierenden Enzymen (z.B. 

Membranphosphatasen), welche sich auße hal  de  „˃afts“ befinden, geschützt werden. 

Die Assoziation bestimmter Proteine mit Membrandomänen und somit mit einer neuen 

Mikroumgebung, bewirkt, dass der Phosphorylierungsstatus dieser Proteine modifiziert 

wird und somit für andere Signalprozesse zur Verfügung stehen kann (Simons und 

Too e, . „Lipid ˃afts“ si d i  tierischen System beteiligt an vielen Signalprozessen 

wie Immunoglobulin-E-Signalprozessen, an T- und B-Zell vermittelten Signalprozessen 

und an vielen anderen.        

 

1.1.4.7.1  „Lipid ˃afts“ u d K a kheite  

 

Viren als obligate intrazelluläre Parasiten müssen, um in die Wirtszelle eindringen zu 

können, spezifisch mit zellulären Rezeptoren auf der Plasmamembran interagieren. 

Zahlreiche Beweise existieren, dass Viren durch bestimmte Membrandomänen in ihre 

Wirtszellen eindringen können. 

 

1.1.4.7.1.1   Viren ohne Hülle 

 

Die a  este  a al sie te  Modelle o , du h „Lipid ˃afts“ i  Wi tszelle  ei d i ge de 
unbehüllte Viren, sind der Simian-Virus 40 (SV40) und der Echovirus 1 (EV1). Der Virus 

SV40 benutzt zwei verschiedene Rezeptoren, um an die Zelloberfläche zu binden: Das 

Ga gliosid GM , el hes i  „Lipid ˃afts“ lokalisie t ist u d de  
Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse I (MHC; Chazal und Gerlier, 2003; 

Pietiäinen et al., 2005). Die Bindung von SV40 mittels MHC bewirkt die geclusterte 

Anordnung von Rezeptoren auf der Plasmamembran und kann mehr Caveolae aus dem 

Zytoplasma an die Plasmamembran rekrutieren oder bewirken, dass neue Caveolae an 

der Stelle der Membran gebildet werden, an der der Virus gebunden hat. Anschließend 

bewirkt eine Kaskade von Virus-induzierten Signalen eine Caveolae-vermittelte 

Endozytose, also Einschleusung des Virus in die Wirtszelle, innerhalb von nicht einmal 20 

min. In einigen Zelltypen kann der Virus SV40 direkt in Caveosomen, das sind 

präexistierende Organellen, reich an Caveolin-  u d „Lipid ˃aft“-Bestandteilen, über 

diese „Lipid ˃afts“ ei d i ge  Pietiäi e  et al., . EV  e utzt das I teg i  α β  als 
zellulären Rezeptor. Ähnlich wie beim SV40, können Anheftung und Bindung des Virus an 

die Wirtszellen zu einer Clusterung und Verlagerung von Integrinmolekülen von den 

„Lipid ˃afts“ zu Ca eolae-ähnlichen Strukturen führen. Die Entfernung von Cholesterol 

führt zu einer inhibierten EV1-Infektion. Es gibt auch zahlreiche Viren, die einen 

Infektionsweg, ausschließlich über Membrandomänen und nicht über Caveolae nutzen, 
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so wie der Echovirus 11 (Chazal und Gerlier, 2003). Wirklich ausführliche Details zu 

solchen Infektionswegen fehlen aber bisher noch immer.  

 

1.1.4.7.1.2   Viren mit Hülle 

 

Der Influenzavirus A bindet an Sialinsäurerezeptoren, welche mit Glykokonjugaten auf 

der Zelloberfläche verknüpft sind, wodurch die Endozytose des Virus initiiert wird. Nach 

dem Transport des Virus in das späte Endosom, bewirkt ein niedriger pH-Wert eine 

Konformationsveränderung des Glycoproteins Hämagglutinin (HA) und eine Fusion mit 

der Endosomenmembran führt zu einer Freisetzung von Ribonukleinsäurekomplexen, 

durch Protoneneinstrom über den viralen Ionenkanal. Für die Fusion mit der 

Endosomenmembran wird unter anderem Cholesterol benötigt. Der Semliki-Forest-Virus 

(SFV) und der Sindbis-Virus (SIN) benötigen das Cholesterol und die Sphingolipide in den 

„Lipid ˃afts“ de  )iel e a e  u  ü e  ih e Hülle it de  Wi tszelle fusio ie e  u d i  
diese eindringen zu können (Rawat et al., 2003). Der Ebolavirus und der Marburg-Virus 

e utze  de  Folsäu e ezepto  α, ei  GPI-verankertes Protein, als zellulären Rezeptor. 

Der Hepatitis-B-Virus erkennt den menschlichen CD21-Rezeptor. Der Herpesvirus-6 

bindet an den CD46-Rezeptor auf der Plasmamembran der Wirtszelle. All diese 

˃ezepto e  si d i  „Lipid ˃afts“ lokalisie t ode  e de  a h I fektio  i  diese 
verschoben.  

Der Humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein Virus, der eine Barriere aus endothelialen 

Zellen, die keine Chemokinrezeptoren exprimieren, passieren muss um eine produktive 

Infektion zu begründen. Ein alternativer Rezeptor der Epithelzellen für die Glykoproteine 

aus denen die Virenhülle besteht, ist das Glykosphingolipid Galaktosylceramid, welches 

i  „Lipid ˃afts“ a ge ei he t ist Ca p ell et al., 2001). Mit Hilfe solcher Informationen 

konnten bereits wirksame antivirale Therapeutika, die zum Beispiel die Biosynthese von 

Cholesterol inhibieren können, entwickelt werden. 

 

1.1.4.7.2  „˃aft“-Größe 

 

Untersuchungen im tierischen System geben unterschiedliche Ergebnisse bezüglich der 

G öße o  „˃afts“. Mittels de  “DT-Methode, mit der man fluoreszent markierte, 

gesättigte und einfach ungesättigte Fettsäuremoleküle nachverfolgen kann, um 

lipidspezifische Membrandomänen zu analysieren, konnte festgestellt werden, dass 

gesättigte Lipide 100-fa h defi ie te  i  klei e  „˃aft“-ähnlichen Bereichen lokalisieren 

und einfach ungesättigte Lipide frei in der Membran diffundieren und keine abgegrenzte 

Lokalisierung zeigen (Schütz et al., 2000). Diese Tatsache bestätigt die generelle 

A ah e, dass u gesättigte Phospholipide aus „Lipid ˃ afts“ ausges hlosse  si d “i o s 
u d Iko e , . Die i  de  tie is he  Plas a e a  eo a htete  „˃aft“-ähnlichen 
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Domänen, die reich an gesättigten Lipiden waren, zeigten eine Größe von 

durchschnittlich 0,7µm, bedeckten etwa 13% der Membranoberfläche und zeigten eine 

ge isse äu li he u d te po ale D a ik. Ei e f eie Diffusio  diese  „˃aft“-ähnlichen 

Domänen konnte hingegen nicht beobachtet werden. Lediglich unidirektionale 

Bewegungen, die in einer Auflösung von älteren und einer Etablierung von neuen 

Domänen an einer anderen fixen Position resultierten, konnten beobachtet werden. Die 

Ei s h ä ku g de  f eie  Mo ilität o  „˃aft“-ähnlichen Domänen ist dabei abhängig 

vom Zytoskelett (Jacobson und Dietrich, 1999).  

 

1.1.4.7.3  Caveolae 

 

Caveolae wurden in den 1950er Jahren entdeckt. Es sind kleine (50-100nm große), sack-, 

oder flaschenförmige Einstülpungen der Plasmamembran und eine spezielle Form der 

„Lipid ˃afts“ Ya ada et al., 1955). Sie sind stabil und morphologisch einfach, via 

mikroskopischer Techniken, zu reorganisieren (Harder und Simons, 1997). Die 

wichtigsten Proteine in den Caveolae sind die Caveoline (Rothberg et al., 1992). Caveoline 

sind Proteine mit einer Molekülmasse zwischen 22 und 24kDa, mit N-und C-terminalen 

hydrophilen Domänen, lokalisiert im Zytosol und einer hydrophoben 

Intermembrandomäne im Zentrum des Proteins, welche der Oligomerisierung der 

Caveolinmonomere zu Homooligomeren aus 14 bis 16 Monomeren dient (Okamoto et 

al., 1998). Beide zytoplasmatische Termini zeigen posttranslationale Modifikationen: Der 

C-Terminus ist palmitoyliert und der N-Terminus zeigt einen Phosphotyrosinrest 

(Abbildung 1.8). Am besten ist das Caveolin-1 untersucht worden. Es wird als 

Markerprotein der Cavolae in unterschiedlichen Zelltypen angesehen. Caveolin-1 stellt 

einen hochmolekularen Komplex dar, interagiert mit Caveolin-2 und ist am stärksten in 

Fibroblasten, Endothelzellen, Pneumozyten vom Typ I und in Fettzellen (Adipozyten) 

exprimiert. Caveolin-3 wird ausschließlich in Muskelzellen exprimiert (Cohen et al., 2004). 

Die Verwendung von gekürzten und fluoreszent markierten Varianten von Caveolin-1 

offenbarte eine 20 Aminosäuren-lange N-terminale Membranbindedomäne, welche für 

die korrekte Lokalisation der Caveolin-1-Proteine in den Caveolae notwendig ist (Cohen 

et al., 2004). Ein hoher Anteil an Cholesterol und Sphingolipiden wird für die korrekte 

Proteinlokalisation in den Caveolae benötigt. Der Cholesterolanteil in den Caveolae 

beträgt 30%. Damit die Caveolinproteine in die Plasmamembran eingebaut werden 

können, ist ein bestimmter Cholesterolgehalt notwendig. Das Protein Caveolin-1 ist in der 

Lage Cholesterol vom ER zur Plasmamembran zu transportieren. Die Expression der drei 

verschiedenen Caveolinproteine ist auf transkriptioneller Ebene stark durch den 

Cholesterolgehalt der Plasmamembran und von Sterol-bindenden Promoterelementen 

reguliert (Okamoto et al., 1998). Die Reduktion von Cholesterol in den Caveolae mittels 

MCD hat dramatische Veränderungen der Aktivierungszustände bestimmter 

Signalmoleküle zur Folge (Furuchi und Anderson, 1998). Die Inklusion von Proteinen in 
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Caveolae ist weiterhin abhängig von deren Acetylierungsstatus. Zum Beispiel wird die 

endothelial lokalisierte Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) ausschließlich in Caveolae 

lokalisiert, wenn sie zuvor myristoyliert und palmitoyliert wurde (Shaul et al., 1996).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Viele Lipid-verankerte Proteine, vor allem GPI-verankerte Proteine, werden von 

Cholesterol und Sphingolipiden in die Caveolae gezogen (Harder und Simons, 1997). 

Einige Signalkomplexe sind in der Caveolaemembran bereits vorgefertigt vorhanden. So 

sind bereits alle Mitglieder eines bestimmten MAP (Mitogen-aktiviertes Protein)-Kinase-

Signalweges in den Caveolae von unstimulierten Fibroblasten (verantwortlich für die 

Bildung der extrazellulären Matrix in Tieren) vorhanden. Erfolgt dann die Stimulierung 

de  )elle , i  diese  Falle du h ei e  Wa hstu sfakto  „Platelet-Derived Growth 

Fa to “ PDGF , de  o  Blutplätt he  a h ei e  Ve letzu g freigesetzt wird, wird eine 

Signalkaskade in Gang gesetzt und die MAP-Kinase in den Caveolae aktiviert. Gibt man 

den Faktor PDGF zu isolierten Caveolae, wird diese Signalkaskade ebenfalls aktiviert. Aus 

diesem Grund muss man annehmen, dass alle beteiligten Elemente, die zu einer 

Aktivierung der MAP-Kinase führen, bereits von Anfang an in den Caveolae sitzen (Liu et 

al., 1997).  

Auch die Mitglieder der GTP-bindenden Ras-Proteinfamilie sind in Caveolae lokalisiert. 

Für die dynamische Lokalisierung von H-Ras i  Ca eolae u d „Lipid ˃afts“ ist desse  
Palmitoylierung und Farnesylierung notwendig. Nach der Bindung von GTP ändert es 

sei e P otei ko fo atio  u d dissoziie t aus de  „˃afts“ i  die u ge e de 

Abbildung 1.8: Orga isatio  vo  „Lipid Rafts“ u d Caveolae  
“Lipid ˃afts“ si d ei h a  Choleste ol u d “phi golipiden. Caveolin-1-Monomere 

formieren sich zu Homooligomeren bestehend aus 14 bis 16 Caveolinmolekülen. Die 

Homooligomere ordnen sich Seite an Seite in der Caveolaemembran an und ergeben 

somit das Netzwerk für die Membraneinstülpung. Die Caveolinmonomere sind in rosa 

dargestellt und die Oligomerisierungsdomänen in hellblau. (Abbildung modifiziert, © 
Cell; Galbiati et al., 2001) 
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Plasmamembran. Das so aktivierte H-Ras-GTP kann nun ein Effektorprotein, die Raf1-

Kinase binden und so im MAP-Kinase-Signalweg teilnehmen (Prior et al., 2001). Nicht nur 

Signalproteine sind in den Caveolae endothelialer Zellen lokalisiert, sondern auch 

T a spo tp otei e ie de  A io e ka al V˃AC „Volu e ˃egulated A io  Cha el“ , de  
nicht nur an der Regulation des Zellvolumens, sondern auch an Proliferations- und 

Angiogeneseprozessen beteiligt ist (Trouet et al., 2001b). Zusammenfassend lassen sich 

Caveolae als hoch spezialisierte, stabile, mikroskopisch visualisierbare, Cholesterol-, 

Sphingolipid- und GAP-reiche Einstülpungen der tierischen Plasmamembran definieren, 

in denen Signal- und Transportkomplexe bereit gehalten werden. Im pflanzlichen System 

gibt es zu den Caveolae leider keine äquivalenten Membranstrukturen.  

Kurz zusammengefasst lässt sich festhalten, dass im tierischen System diverse wichtige 

Signaltransduktions- u d T a spo tp ozesse it de  Fo atio  o  „Lipid ˃afts“ 
und/oder der Bereitstellung von Signalkomponenten in speziellen Membrandomänen, 

welche durch das Zytoskelett organisiert werden, verknüpft sind (Brown, 2006; Gupta et 

al., 2006; Holowka et al., 2000; Xavier et al., 1998). Auch die Aktivität von Anionenkanälen 

wird durch Lipid-Protein-I te aktio e  i  „Lipid ˃afts“ egulie t Ma te s et al., 2000; 

Eroglu et al., 2003).  

 

1.1.4.8  „Lipid ˃afts“ i  Pfla ze  

 

I  pfla zli he  “ ste  u de  „Lipid ˃afts“ ishe  i ht so ausfüh li h u te su ht u d 
charakterisiert wie im tierischen System, was sich an der Anzahl der bisher publizierten 

Arbeiten deutlich zeigt (Abbildung 1.9). Nach der Isolierung von DRMs aus Nicotiana 

tabacum und Arabidopsis thaliana mittels Triton X-100, konnte gezeigt werden, dass 

diese DRMs eine, dem tierischen System ähnliche, Proteinzusammensetzung aufweisen. 

Genau wie DRMS, isoliert aus tierischen Membranen, waren sie angereichert mit Signal-, 

Transfer- und Transportproteinen (Peskan et al., 2000). Bei den strukturellen 

Hauptkomponenten in tierischen Membrandomänen handelt es sich um Cholesterol und 

Sphingomyelin. Da Cholesterol in pflanzlichen Plasmamembranen keine wichtige Rolle 

spielt, wird es i  pfla zli he  Me a do ä e  du h die “te ole β-Sitosterol, 

Campesterol und Stigmasterol ersetzt. Es gibt Experimente, die eine Korrelation zwischen 

ABA-induzierter Membranpermeabilität und pflanzlichen Sterolen in künstlichen 

Lipiddoppelschichten belege . Besta de  diese Modell e a e  aus ol% β-

Sitosterol und Campesterol, wurde die ABA-induzierte Membranpermeabilität für das 

fluoreszente Anion Carboxyfluorescein und der Einfluss von ABA auf die Membran stark 

reduziert. Diese Reduktion der Membranpermeabilität geschieht auf einem ähnlich 

hohen Niveau wie nach der Zugabe von Cholesterol. Anhand dieser Beobachtungen lässt 

sich schließen, dass pflanzliche Sterole in der Plasmamembran die Wirkung des 

Phytohormons ABA beeinflussen (Stillwell et al., 1990).  
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1.1.4.8.1  Die pflanzliche Plasmamembran  

 

Die pflanzliche Plasmamembran weist distinkte Strukturen auf, das sind vor allem solche, 

die dynamische Proteinkomplexe beinhalten, die als Antwort auf externe Faktoren wie 

MAMPs „ i o e-asso iated ole ula  patte s“  u d PAMPs „pathoge -associated 

ole ula  patte s“ , also a h Pathoge efall Assaad, et al., 2004) und der Aktivierung 

des FLS2-Rezeptors (Chinchilla et al., 2007), angeordnet werden. Wenn das Bakterium 

Pseudomonas syringae ei e Pfla ze efällt, i d de  β-Sitosterolanteil der pflanzlichen 

Plasmamembran gesenkt und der Anteil an Stigmasterol wird erhöht. Dadurch wird die 

Zugänglichkeit für Pathogene erhöht (Griebel und Zeier, 2010). Diese Fähigkeit zur 

Veränderung der Membranzusammensetzung ermöglicht es Pathogenen also erfolgreich 

eine Pflanzenzelle zu befallen. Zahlreiche Proteomanalysen wurden durchgeführt um den 

Aufbau der pflanzlichen Plasmamembran zu untersuchen und zu charakterisieren 

(Alexandersson et al., 2004; Marmagne et al., 2004, 2007; Nelson et al., 2006). Dabei 

waren einige Analysen eher auf GAPs fokussiert (Borner et al., 2003; Elortza et al., 2003, 

2006) und andere auf die Identifikation von Phosphoproteinisoformen (Nühse et al., 

2003, 2004). All diese Studien konnten zeigen, dass auch die pflanzliche Plasmamembran 

reich an Signal-, Transfer- und Transportproteinen ist und somit ein wichtiges Portal für 

Molekül- und Signalweitergabe darstellt. Auch die GPI-verankerten Proteine finden sich 

stark angereichert in der extrazellulären Schicht der pflanzlichen Plasmamembran. Diese 

Tatsache findet sich auch in tierischen Plasmamembranen, dennoch geht man davon aus, 

Abbildung 1.9: A zahl der Pu likatio e  ü er „Lipid Rafts“ 
Für jedes Jahr ab 1996 wurde die Anzahl aller Pu likatio e  it de  The e  „Lipid ˃aft“, 
„Mi odo ai “ oder „D˃M“ gege  das e tsp e he de Jah  aufget age  g aue Balke . 
Die schwarzen Balken zeigen die Gesamtanzahl aller Veröffentlichungen im pflanzlichen 

System. Für das Jahr 2014 wurden nur alle bisherigen Veröffentlichungen (Januar bis Juli) 
aufgezeichnet. Quelle: „I“I We  of K o ledge“ (© Thomas Reuters 2014) 
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dass GPI-verankerte Proteine keine wichtige Rolle in Signalprozessen in Pflanzen spielen 

(Sherrier et al., 1999). 

 

1.1.4.8.2  Organisierung der pflanzlichen Plasmamembran 

 

In den Siebzellen von Pflanzen lokalisiert der native Saccharosetransporter SUT1 in der 

Plasmamembran in Form eines punktierten Musters. Man geht davon aus, dass die 

Redox-abhängige Dimerisierung und die Membrandomänenlokalisation von SUT1 der 

Regulierung des Zuckertransportes dient (Krügel et al., 2008). Der Kaliumkanal KAT1 

bildet geordnete Cluster, die in der Plasmamembran von Blattepidermiszellen zufällig 

verteilt sind und in den Schließzellen radial angeordnete, lineare Domänen formen. KAT1-

Cluster zeigen einen hohen Grad an positioneller Stabilität und sind deshalb womöglich 

mit anderen zellulären Strukturen verknüpft (Sutter et al., 2006). Die linearen 

Membrandomänen in Schließzellen sind abhängig vom Zellinnendruck, da gezeigt werden 

konnte, dass sie unter hypotonen Bedingungen verschwinden. Die Orientierung von 

KAT1-Domänen geht mit der Orientierung von Zellulosefibrillen und der kortikalen 

Anordnung von Mikrotubuli einher. Das lässt eine Interaktion zwischen KAT1 und der 

Zellwand, oder dem kortikalen Mikrotubulisystem vermuten (Homann et al., 2007). Das 

Aquaporin PIP2 ist ein weiteres pflanzliches Protein, von dem gezeigt werden konnte, 

dass es in Clustern in der Plasmamembran exprimiert wird (Li et al., 2011). Jedes der 

Cluster besteht aus vier Molekülen und es konnte auch zuvor gezeigt werden, dass 

Aquaporine als Tetramere in der Plasmamembran erscheinen (Törnroth-Horsefield et al., 

2006). Unter normalen Bedingungen wird PIP2;1 durch Clathrin-vermittelte Endozytose 

aus der Plasmamembran entfernt. PIN-Proteine spielen eine wichtige Rolle für die 

Erhaltung der Zellpolarität durch die Kontrolle und Leitung des Auxinstromes an die 

Stelle, an der das Wachstum stattfindet. PIN2 lokalisiert in bestimmten Clustern in der 

Plasmamembran und ist dabei abhängig von der Anwesenheit von Sterolen. Die Mobilität 

von PIN2 wird dadurch eingeschränkt, was dazu beiträgt, dass dieses Protein fast 

ausschließlich nur in der apikalen Membran von kortikalen und epidermalen Zellen der 

Wachstumszone der Wurzel akkumuliert wird (Kleine-Vehn et al., 2011). Spezifische 

Interaktionen zwischen PINs und Lipiden finden als tropistische Antworten auf einen 

polaren Hormontransport statt. Geht die Aktivität der Sterolmethyltransferase 1 (SMT1) 

verloren, wird die Membranlokalisierung von PIN1 und PIN3 so stark verändert, dass 

schwerwiegende Entwicklungsstörungen der betroffenen Pflanzen, die Folge sind 

(Willemsen et al., 2003). Die Anordnung von PIN2 in Membrandomänen wird durch die 

Ausschaltung der Cyclopropylsterolisomerase 1 (CPI1), einem Enzym, welches einen 

späten Schritt in der Sterolbiosynthese katalysiert, negativ beeinflusst. In dieser Mutante 

war nicht nur die Lokalisation des Proteins PIN2 in Membrandomänen verhindert, damit 

einhergehend traten auch weitere Erscheinungen, wie ein eingeschränkter 

Gravitropismus, auf (Men et al., 2008). Im Gegensatz zu PIN2 und PIN3 zeigt PIN1 keine 

intrinsische Affinität zu Sterolen. Um mit der Plasmamembran interagieren zu können, 
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benötigt es also einen Interaktionspartner. Bei diesem handelt es sich höchst 

wahrscheinlich um den Auxin-Transporter ABCB19, da PIN1 bei Detergenzbehandlung 

eine Translokation in DRMs aufweist, wenn der Transporter ABCB19 ausgeschaltet ist 

(Titapiwatanakun et al., 2009). Die Remorine sind eine weitere Proteinfamilie, die in lokal 

abgegrenzten Membrandomänen in der Plasmamembran angereichert werden (siehe 

1.1.4.8.5).      

 

1.1.4.8.3 Formation von Membrandomänen als Antwort auf die Interaktion 

mit Mikroorganismen  

 

PEN3 ist ein auswärts gerichteter Transporter für toxische Sekundärmetabolite und ist 

beteiligt an der pflanzlichen Immunantwort auf den Befall durch Mehltau. Die 

Lokalisierung von PEN3 wird dabei durch den Befall der Pflanze verändert. Nicht-infizierte 

Blätter zeigen eine gleichmäßige Verteilung von PEN3 über die gesamte Plasmamembran. 

Infizierte Blätter zeigen eine lokale Akkumulation von PEN3 an den Infektionsstellen 

(Stein et al., 2006). An diesen Infektionsstellen konnte, mittels Fillipifärbung, auch eine 

starke Sterolanreicherung der Plasmamembran beobachtet werden (Kobae et al., 2006). 

Die Immunantwort in Pflanzen basiert auf Proteinkomplexen aus PEN1 (Assaad et al., 

2004), PEN2, PEN3, VAMP722 und weiteren Adapterproteinen, die an der Infektionsstelle 

akkumuliert werden (Lipka et al., 2008). Dabei erkennt PEN1 die Pathogene, PEN2 dient 

der Produktion von antimikrobiellen Verbindungen und PEN3 schleust die toxischen 

Metabolite aus der Zelle aus. Ein weiterer Fall, bei dem Liganden- oder Pathogen-

induzierte Endozytose von Rezeptoren zu der Formation von Membrandomänen führt, 

ist zu beobachten, wenn der Elicitor flg22 (einem 22 Aminosäuren langem Fragment des 

konservierten N-Terminus des bakteriellen Flagellins) an den Rezeptor FLS2 auf der 

pflanzlichen Plasmamembran bindet. Die Akkumulation des flg22/FLS2-Komplexes, 

zusammen mit Proteinen der Endozytosemaschinerie, findet also in definierten 

Membrandomänen statt (Robatzek et al., 2006). Durch Nutzung der Transmissions-

elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass nach Behandlung von kultivierten 

Tabakzellen (BY2-Zellen) eine spezifische Stimulation der Formation von Clathrin-

beschichteten Membranausstülpungen zu beobachten war. Dieser Prozess ist abhängig 

von der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch die klar in 

Membrandomänen lokalisierte NADPH-Oxidase NtrbohD (siehe 1.2.1.2.4.2; Leborgne-

Castel et al., 2008).  
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1.1.4.8.4  Der Stand der bisherigen DRM-Forschung 

 

Jedes Jah  e de  is zu  Pu likatio e  ü e  die Bedeutu g o  „Lipid ˃afts“ i  
tierischen System veröffentlicht. Vor allem über Membrandomänen als Eintritts- und  

Infektionsstellen für Viren (z.B. HIV) in tierische Zellen (Nisole et al., 2002). Die Anzahl der 

Pu likatio e , die si h it de  „Lipid ˃afts“ i  pfla zli he  “ ste  es häftige , ist ehe  
gering (siehe Tabelle 1.3). Dennoch wächst das Verständnis über pflanzliche 

Membrandomänen stetig. Zum Beispiel durch die Identifikation von spezifis he  „˃aft“-

Markern (siehe 1.1.4.8.5), durch die detaillierte Analyse von pflanzlichen DRMs auf ihren 

Sterolgehalt hin und die Proteinkomposition von pflanzlichen DRMs gegenüber der 

Applikation von abiotischem und biotischem Stress.  

Die ersten Untersuchungen zu pflanzlichen DRMs und Membrandomänen wurden erst zu 

Beginn des 21. Jahrhunderts durchgeführt. Ein G-Protein gekoppelter Rezeptor wurde in 

Triton X-100-isolierten DRMs identifiziert (Peskan et al., 2000). Nach diesen ersten 

Beweisen für die Existenz von DRMs in Pflanzen, wurden zahlreiche Proteomanalysen in 

Tabakpflanzen durchgeführt. Dabei wurden, zum Beispiel, die Proteine NtRac5 und die 

NADPH-Oxidase NtrbohD identifiziert, welche nach Triton X-100-Behandlung von DRMs, 

stark angereichert waren. Weiterhin konnte die Lipidkomposition von pflanzlichen DRMs 

untersucht und gezeigt werden, dass das Protein StRem1.3 in der Kartoffel Solanum 

tuberosum in Triton X-100-isolierten DRMs lokalisiert ist. Ebenfalls konnte bestätigt 

werden, dass pflanzliche DRMs, genau wie tierische DRMs, mit Sphingolipiden und 

Sterolen angereichert und arm an unsaturierten Phospholipiden sind (Mongrand et al., 

2004).  

Es wurden unterschiedliche Detergenz-Proteinverhältnisse ausgetestet, um das optimale 

Verhältnis herauszufinden, bei dem eine maximale Anreicherung von Sphingolipiden und 

Sterolen und eine maximale Reduktion von Phospholipiden in den isolierten DRMs 

erreicht werden konnte. Eine doppelte Anreicherung von Sphingolipiden und Sterolen, 

eine 50%ige Verringerung von Phospholipiden und ein gerade noch akzeptabler Verlust 

von DRM-Proteinen, wurden erzielt mit einem Detergenz-Proteinverhältnis von 15:1 

(w/w). Dieses Detergenz-Proteinverhältnis wurde indes für die Isolierung und 

Untersuchung von pflanzlichen DRMs festgelegt (siehe 2.11.4.2, Seite 102; Mongrand et 

al., 2004). Erste tiefgehende Analysen des Proteingehaltes von Triton X-100-isolierten 

DRMs von Arabidopsis thaliana-Kotyledonen offenbarten eine Anreicherung bestimmter 

Signalproteine, Leucin- ei he  P otei ki ase , β-Untereinheiten von heterotrimeren G-

Proteinen und GTP-bindende Proteine. Eine ähnliche Proteinzusammensetzung weisen 

tierische DRMs auf (Shahollari et al., 2004). In einer weiteren Studie konnte bestätigt 

werden, dass pflanzliche Membrandomänen mit Phytosterolen und Sphingolipiden 

angereichert sind und die Isolation von DRMs aus Arabidopsis-Calli mittels Triton X-100 

zeigte eine Anreicherung von GPI-verankerten Proteinen, P-Typ-ATPasen (Typ 2), MDR- 

„Multid ug ˃esista e“  P otei e , ei  Pfla ze ho ologo  zu Flotilli  u d P otei e de  
Stomatinfamilie (Borner et al., 2005). Die erste quantitative Analyse von Arabidopsis-
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DRMs mit besonderer Betrachtung der Sterolabhängigkeit, offenbarte eine Kollektion an 

stark sterolabhängigen Proteinen. Die, aus kultivierten Zellen von Arabidopsis thaliana, 

isolierten Plasmamembranen wurden dafür mit 30mM MCD behandelt. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass MCD nicht nur die Cholesterolkonzentration in den 

Pflanzenmembranen, sondern auch die Konzentration de  Ph toste ole Ca peste ol, β-

Sitosterol und Stigmasterol in konzentrationsabhängiger Weise reduzieren kann. Unter 

den Proteinen, die durch MCD-Behandlung entfernt wurden, befanden sich GPI-

verankerte Proteine, genau wie es auch in tierischen Membrandomänen der Fall ist. Die 

betreffenden GAPs, zum Beispiel AtSku5, dienen unter anderem der Verankerung mit der 

Zellwand (Kierszniowska et al., 2008).  

Andere Proteine, die durch die Behandlung mit MCD betroffen waren, sind die Remorine 

AtRem1.2 und AtRem1.3 aus Arabidopsis thaliana. Auch Signalproteine wurden durch 

MCD-Behandlung aus der Plasmamembran entfernt, allerdings zu einer geringeren 

Konzentration. Daraus lässt sich schließen, dass Signalproteine eher dynamische DRM-

Komponenten sind (Kierszniowska et al., 2008). Eine folgende Proteomanalyse wurde 

durch die Markierung von DRM-Proteinen mit 14N/15N durchgeführt um den Effekt von 

Cryptogein auf DRMs aus BY2-Zellen zu analysieren (Stanislas et al., 2009). Cryptogein ist 

ein niedermolekulares Protein aus dem Pilz Phytophtora, welches in DRMs von Nicotiana 

tabacum eine hypersensitive Antwort auf Pathogene, durch Aktivierung der, ebenfalls in 

DRMs lokalisierten NADPH-Oxidase NtrbohD, bewirkt (Simon-Plas et al., 2002). Die 

besagte Oxidase ist stark von der Sterolkomposition der DRMs abhängig (Roche et al., 

2008) und ist verantwortlich für die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, als 

Reaktion auf die Behandlung mit Cryptogein (Simon-Plas et al., 2002).   

Pflanzliche Membrandomänen haben im Großen und Ganzen eine ähnliche 

Proteinzusammensetzung wie ihre tierischen Gegenstücke (Abbildung 1.5). Jedoch 

können sie im Durchschnitt mehrere hundert Nanometer groß sein und sind somit 

deutli h g öße  als „˃afts“ i  tie is he  Plas a e a e . Ei  eite e  U te s hied ist, 
dass pfla zli he „˃afts“ i  ih e  Lokalisie u g u d )usa e setzu g ge e ell seh  sta il 
sind (Malinsky et al., 2013). Aus diesen beiden genannten Gründen sollten 

Me a do ä e  i  pfla zli he  “ ste  i ht als „˃afts“ ode  „Lipid ˃afts“ ezei h et 
werden, denn dieser Begriff, der mit „Floß“ zu übersetzen ist, impliziert eine gewisse 

Dynamik der angesprochenen Membranbereiche. Daher eignet sich der Begriff 

„Mik odo ä e“ esse  u  Me a do ä e  i  pfla zli he  Plas a e a e  zu 
beschreiben (Tanner et al., 2011).  
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Kurze Inhaltszusammenfassung Studienobjekt Referenz 

β-Untereinheit von heterotrimerem G-

Protein ist lokalisiert in DRMs 

N.t. Blätter Peskan et al., 2000 

Proteomanalyse bestätigt Anreicherung 

bestimmter Proteine in DRMs 

N.t. Blätter Mongrand et al., 

2004 

Signalproteine sind in DRMs angereichert A.th. 

Kotyledonen 

Shahollari et al., 

2004 

Erste profunde Analyse der 

Lipidkomposition von DRMs 

A.th. Callus 

Membran 

Borner et al., 2005 

Eine Rezeptorkinase akkumuliert in DRMs 

als Reaktion auf Pathogene 

A.th. 

Keimlingwurzeln 

Shahollari et al., 

2005 

145 DRM-Proteine wurden durch eine 

Proteomanalyse identifiziert 

N.t. BY-2-Zellen Morel et al., 2006 

DRMs zeigen eine Anreicherung von 

Sterolen, Sterylglukosiden und 

Glukosylceramiden 

A.th. und A.p. 

(Allium porrum) 

Keimlinge 

Laloi et al., 2007 

Remorine sind pflanzenspezifische Proteine 

mit Coiled-coil-Domänen 

div. Pflanzen Raffaele et al., 2007 

Quantitative DRM-Analyse nach MCD-

Behandlung 

A.th. Zellkultur Kierszniowska et al., 

2008 

MCD-Behandlung reichert Membran-

sterole zu etwa 50% ab und bewirkt eine 

Umverteilung von NtrbohD aus den DRMs  

N.t. BY-2-Zellen Roche et al., 2008 

Kältebehandlung senkt die DRM-Ausbeute 

und Proteinexpression 

A.th. Keimlinge Minami et al., 2009 

Quantitative Analyse nach Elicitor-

behandlung zeigt stärkere Anwesenheit von 

14-3-3-Signalproteinen  

N.t. BY-2-Zellen Stanislas et al., 2009 

Erster Signalkomplex und seine funktionelle 

Regulation in Membrandomänen 

A.th. und N.t. Demir et al., 2013 

Tabelle 1.3: Zusammenfassung der bisherigen DRM-Forschung 

 

1.1.4.8.5  Membrandomänenmarker 

 

Im Gegensatz zu den iele  e eits eka te  „Lipid ˃aft“-Marker im tierischen System 

(z.B. Src-Kinasen, Caveolin-1, Flotilline), waren lange Zeit keine 

Membrandomänenmarker im pflanzlichen System bekannt. Während der letzten Jahre 

aber, offenbarte sich eine Familie von pflanzenspezifischen Proteinen, die Remorine, als 

Domänenmarker in Pflanzen. Das erste Remorin wurde zuerst als unspezifisches, Lysin-

reiches DNA-bindendes Protein in Arabidopsis thaliana identifiziert, welches Auxin-

induziert nach 8h 10-fach höher exprimiert war (Alliotte et al., 1989). Dieses besagte 

Protein, heute unter dem Namen AtRem1.3 bekannt, zeigte aufgrund seiner stark 

geladenen Proteinstruktur ein verändertes Laufverhalten auf SDS-Gelen. Wegen seinem 

hohen Glutamat- und Lysinanteil, lief das Protein bei geschätzten 36kDa, statt bei 21kDa, 
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die seinem Molekulargewicht entsprechen. Die Expression von AtRem1.3 (At2g45820) 

konnte durch Verwundung und Dehydrierung gesteigert werden (Reymond et al., 2000). 

Spätere Experimente, durchgeführt an der Kartoffel Solanum tuberosum identifizierten 

das Protein pp34 als ein Plasmamembran-assoziiertes Protein, welches an viraler 

Verbreitung in Pflanzen beteiligt zu sein scheint (Reymond et al., 1996). Dieses Protein 

bindet Galacturonide und besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen in Form von 

Threoninresten (Jacinto et al., 1993). Auch dieses Protein migrierte auf SDS-Gelen 

verändert im Vergleich zu seinem Molekulargewicht von 34kDa, genau wie das 

Proteinaus Arabidopsis. Beide Proteine, AtRem1.3 und pp34 zeigen eine Proteinidentität 

von 67%, einen vergleichbar hohen Glutamat- und Lysinanteil und einen Prolin-reichen 

N-Terminus. Da das Kartoffelprotein pp34 trotz fehlenden Transmembrandomänen mit 

der Plasmamembran interagiert, wurde es in Anlehnung an den Fisch Remora remora, 

welcher sich an andere größere Fische festsaugt, als Remorin benannt (Reymond et al., 

1996). Als Funktion nahm man damals die Bindung von Oligogalacturoniden an, die 

strukturelle und regulatorische Bestandteile der extrazellulären Matrix von Pflanzen sind. 

Weitere Untersuchungen identifizierten ein Remorin aus der Tomate Solanum 

lycopersicum, als Coiled-coil-Strukturen bildendes, oligomeres und filamentöses Protein 

(Bariola et al., 2004). Coiled-coil-Domänen ermöglichen Protein-Protein-Interaktionen 

(Kohn et al., 1997). Die Expression des Remorins in der Tomate war besonders hoch in 

apikalen Geweben, in Blattknospen und vaskulären Geweben. Die Immunlokalisation des 

Remorins in der Wurzelspitze der Tomate zeigte eine Expression in klar abgegrenzten 

Membrandomänen, die denen in der tierischen Plasmamembran ähnelten. Man nimmt 

an, dass diese Strukturen oligomerisierte Remorinproteine darstellen.  

Im Jahr 2004 konnte das zuvor erwähnte Remorin der Kartoffel, das als StRem1.3 

(P93788) benannt wurde, als ein Bestandteil von, mit Triton X-100 isolierten, DRMs 

bestätigt werden (Mongrand et al., 2004). Dies bestätigt, dass Remorine im pflanzlichen 

System in Membrandomänen lokalisiert sind. Weitere Beweise dafür wurden durch 

Proteomanalysen von DRMs aus Arabidopsis-Keimlingen (Shahollari et al., 2004) und 

Zellkulturen (Kierszniowska et al., 2008) gewonnen. Die Remorine werden auch in der 

Plasmamembran von Reispflanzen durch Salzstress angereichert (Malakshah et al., 2007). 

In quantitativen Proteomanalysen konnte AtRem1.3 als ein DRM-Protein identifiziert 

werden, welches durch Akklimatisierung an Kältestress, stark hochreguliert wird(Minami 

et al., 2009). Microarray-Analysen zeigten eine starke Induktion von AtRem1.3 durch 

Trockenstress (Bray et al., 2002) und Pathogenbefall (Journot-Catalino et al., 2006). Ein 

Hefe-2-Hybridscreen zeigte eine direkte Interaktion von AtRem1.3 mit dem Genregulator 

ARR4, welcher durch die Phytohormone ABA und Cytokinin induziert wird (Yamada et al., 

1998). Zusammengefasst bedeutet das, dass das Protein AtRem1.3 vorrangig an 

Stressantworten und Signaltransduktionsvorgängen beteiligt sein könnte.  
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Das Remorin der Kartoffel, StRem1.3 interagiert laut einem Hefe-2-Hybridscreen mit dem 

Kartoffelvirus X („Potatoe Vi us X“, PVX) und ist auch mit diesem in der Plasmamembran 

und in Plasmodesmata kolokalisiert. Die physiologische Funktion des StRem1.3 scheint 

die zu sein, dass es die Ausbreitung von viralen Mobilitätsproteinen des PVX über 

Plasmodesmata unterbindet und somit an der Regulation von Pflanzen-Pathogen-

Interaktionen beteiligt ist (Raffaele et al., 2009a). Für die Verankerung von StRem1.3 an 

der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran dient eine C-terminale Domäne mit 

einer Länge von 28 Aminosäuren. Diese wird RemCA genannt (Abbildung 1.10). Diese 

Do ä e i t i  pola e  U ge u ge  ei e α-helikale Konformation an und bindet 

dann direkt an Lipide und biologische Membranen. Dabei hat die RemCA-Domäne eine 

höhere Affinität zu negativ geladenen Lipiden, die besonders in Membrandomänen 

abundant sind. Verschiedene Mutationen dieser Domäne haben gezeigt, dass StRem1.3 

dann nicht mehr an die Plasmamembran binden kann und die Funktion von StRem1.3, 

die Ausbreitung des PVX-Virus zu unterdrücken, verloren geht (Perraki et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Verschiedene biochemische Ansätze identifizierten das StRem1.3 als ein intrinsisches 

Mitglied in DRMs und als anfällig für eine Sterolreduktion mittels MCD-Behandlung. Wird 

StRem1.3 mit dem Fluoreszenzmarker GFP fusioniert und transient zum Beispiel in 

Tabakblättern (siehe 2.7, Seite 86) überexprimiert, erkennt man eine Lokalisation dieses 

Fusionsproteins in klar abgegrenzten, domänenähnlichen Bereichen auf der 

zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran, von denen jeder eine Größe von etwa 

600nm hat. Verwendet man aber die Methode der elektronenmikroskopischen 

Lokalisation von Immunogold-beschichteten Proteinen, kann die Größe der StRem1.3-

Cluster auf eine Größe von 76,5 ± 21,6nm eingeschränkt werden. Durch Behandlung mit 

Abbildung 1.10: Proteinstruktur von StRem1.3  
Alle Remorine (zumindest die zur Familie 1b gehörigen, Raffaele et al., 2007) besitzen 

einen prolinreichen N-Terminus und C-terminale Coiled-coil-Domänen. Die RemCA-

Domäne dient der Verankerung in der Plasmamembran. Die Remorine aus Arabidopsis 

thaliana besitzen weiterhin C-terminale Palmitoylierungsstellen (hier nicht gezeigt). Die 

Zahlenwerte geben die entsprechenden Aminosäurepositionen wieder. 
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MCD werden die Cluster über die gesamte Membranoberfläche hinweg aufgelöst und das 

StRem1.3 zeigt keine Expression in Aggregaten mehr (Raffaele et al., 2009a). Auch das 

AtRem1.2 (At3g61260) spielt eine Rolle in Pflanzen-Pathogen-Interaktionen. Es wurde als 

eines von vier Proteinen identifiziert, die sich, durch spezifische Induktion, als frühe 

Signalkomponenten in der Antwort gegen den bakteriellen Effektor AvrRpm1 

herausstellten (Widjaja et al., 2009). 

Die Remorine werden nach Proteinlänge und dem Aufbau ihrer N- und C-Termini in 

verschiedene Untergruppen eingeteilt. Die Remorine StRem1.3, AtRem1.2 und 1.3 

werden gemeinsam in die Untergruppe 1b eingeordnet. Sie sind in der jeweiligen ganzen 

Pflanze exprimiert, aber am stärksten im Blatt (Raffaele et al., 2007). Für das StRem1.3 

konnte weiterhin eine sehr starke Expression in älteren und seneszenten Geweben, sowie 

in Blattprimordien, also in den Geweben, in denen auch herangereifte und verzweigte 

Plasmodesmata auftreten, nachgewiesen werden (Lefebvre et al., 2010). AtRem1.2 und 

1.3 sind, wegen ihrer hohen und verbreiteten Expression (Raffaele et al., 2007), in 

Proteomanalysen immer als konstante, Sterol-abhängige DRM-Proteine zu finden 

(Shahollari et al., 2004; Kierszniowska et al., 2008; Minami et al., 2009). Die Behandlung 

von Arabidopsis-Zellkulturen (Kierszniowska et al., 2008) und Blättern (Demir et al., 2013) 

mit MCD führt zu einer Ausschleusung der Remorine aus den DRMs. Die physiologische 

Funktion der Arabidopsis-Remorine ist bisher nicht wirklich klar. Es gibt einerseits 

Hinweise darauf, dass sie an der Regulation der Schließzellöffnung als Antwort auf 

Trockenstress beteiligt sind, andererseits weiß man, dass AtRem1.2 Teil des RIN4-

Komplexes ist, welcher die Aktivität von Membran-ATPasen, als Antwort auf 

Pathogenbefall, reguliert (Liu et al., 2009a). Wahrscheinlich wird die Funktion der 

Remorine durch Pflanzenhormone reguliert, und sie spielen eine Rolle in der Antwort auf 

Pathogenbefall. AtRem1.2 und 1.3, wenn fluoreszent markiert und transient 

überexprimiert, zeigen nicht nur eine Membranexpression in distinkten Clustern, sondern 

sie kolokalisieren auch eindeutig miteinander. Weiterhin kolokalisiert AtRem1.3 mit dem 

zuvor als Membrandomänenmarker etablierten StRem1.3 (Raffaele et al., 2009) und zeigt 

eine geringe Mobilität innerhalb der Plasmamembrandomänen. Deshalb können die 

Remorine AtRem1.2 und vor allem AtRem1.3 als potentielle, pflanzliche 

Membrandomänenmarker angesehen werden (Demir et al., 2013).  
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1.2 Die Signalwege 
 

 

1.2.1 ABA-Signalwege  

 

Bereits in den 1960er Jahren wurde der inhibitorische Effekt des Phytohormons 

Abscicinsäure (ABA), veraltet auch Dormin genannt, auf die Transpiration entdeckt (Little 

und Eidt, 1968; Mittelheuser und Van Steveninck, 1969). ABA kommt in den höheren 

Pflanzen, Laubmoosen, Algen, Flechten, Pilzen und Cyanobakterien, jedoch nicht in 

anderen Bakterien, Archaeen und Lebermoosen vor. Im Gegensatz zu den anderen 

Phytohormonen, handelt es sich bei ABA nicht um eine Stoffgruppe, sondern um einen 

Einzelstoff. Die Biosynthese von ABA wird durch verschiedene Stresssignale, wie 

Trockenstress, Salzstress oder Kältestress induziert. Dies resultiert dann in einem Anstieg 

der ABA-Konzentration in Blättern (Willmer und Fricker, 1996). 

 

1.2.1.1  ABA-Biosynthese, -Transport und -Funktion 

 

Die Biosynthese von ABA wird durch Stress, vor allem durch Trockenstress, im Zuge einer 

Senkung des Zellinnendruckes ausgelöst. ABA ist ein zyklisches Sesquiterpen und wird, 

wie andere Tetraterpene, aus Isopentenylpyrophosphat (IPP) über den 

Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg) in den Chloroplasten der Blätter synthetisiert. 

Als Zwischenprodukte entstehen bei dieser Terpensynthese das Xanthophyll Xanthoxin. 

In anschließenden Spaltungs- und Oxidationsprozessen im Zytoplasma, wird aus dem 

Xanthoxin, mittels der Enzyme ABA2 und der Aldehyd-Oxidase (AAO3), das Phytohormon 

ABA synthetisiert (Seo und Koshiba, 2011). Die Enzyme ABA2 und AAO3 akkumulieren im 

Leitgewebe der Blätter, was die Vermutung nahelegt, dass die Synthese von ABA 

hauptsächlich in diesen Geweben stattfindet (Endo et al., 2008). Diese Vermutung 

wiederspricht aber der früheren Annahme, dass ABA in den Wurzeln gebildet und 

anschließend über das Xylem in die Blätter transportiert wird (Wilkinson und Davies, 

2002). Neuere Erkenntnisse unterstützen aber die Theorie, dass ABA in den Blättern 

synthetisiert wird (Christmann et al., 2005 und 2007; Ikegami et al., 2009). Das momentan 

vorherrschende Model besagt, dass der Trockenstress durch die Wurzel registriert, dieser 

Stimulus über ein hydraulisches Signal an das Leitgewebe der Blätter übertragen und dort 

die Synthese von ABA aktiviert wird. Das gebildete ABA wird dann an die Schließzellen 

transportiert, woraufhin der Stomaschluss ausgelöst wird (Seo und Koshiba, 2011).  

Wie genau der Transport von ABA in der Pflanze erfolgt, konnte bisher nicht vollständig 

geklärt werden. Der polare Transport über spezifische Transporter, wie er zuvor für das 

Phytohormon Auxin beschrieben werden konnte, wäre durchaus eine Möglichkeit (Peer 

et al., 2011). ABA ist mit einem pKa-Wert von 4,7 eine schwache Säure, deshalb käme 

auch die Möglichkeit in Frage, dass protoniertes ABA einfach passiv über 

Diffusionsvorgänge transportiert werden kann. Während aber im Zytoplasma, dem 



1 Einleitung 

 

40 

 

finalen Ort der ABA-Biosynthese, ein pH-Wert von 7,2 - 7,4, dem hingegen im 

apoplastischen Raum aber ein pH-Wert von 5,0 - 6,0 vorherrscht, liegt die Vermutung 

nahe, dass für den Export von ABA ein spezifischer Transporter benötigt wird (Wilkinson, 

1999; Wilkinson und Davies, 2002). Als Reaktion auf Trockenstress konnte ein Anstieg des 

pH-Wertes im Xylem und im apoplastischem Raum beobachtet werden (Bianco-Colomas 

et al., 1991). Dadurch wird auch die passive Aufnahme von ABA in die Zielzellen 

unmöglich und die Existenz von Transportern wahrscheinlich (Windsor et al., 1992; Perras 

et al., 1994). Durch Untersuchungen an einer Arabidopsis-Mutante, welche in ihrer ABA-

Sensitivität eingeschränkt ist, konnte der ABC-Transporter AtABCG25 identifiziert werden 

(Kuromori et al., 2010). Dieser Transporter wird im Leitgewebe exprimiert und 

verschiedene biochemische Analysen konnten bestätigen, dass er ABA aus der Zelle 

heraus transportieren kann (Umezawa et al., 2010). Ein weiterer Transporter, AtABCG40, 

wird in Schließzellen exprimiert und scheint für die Aufnahme von ABA in diese Zellen 

verantwortlich zu sein (Kang et al., 2010). 

Je nach Pflanzenorgan und dessen Entwicklungszustand variiert der ABA-Gehalt in der 

Pflanze. Durchschnittlich beträgt er aber etwa 100µg je kg Frischgewicht. ABA wirkt 

antagonistisch gegenüber anderen wachstumsfördernden Phytohormonen, wie den 

Auxinen, den Gibberellinen und Cytokininen. Im Grunde lässt sich die Wirkung von ABA 

in zwei Gruppen aufteilen. Die eine ist die Auslösung und Aufrechterhaltung der Dormanz 

von pflanzlichen Organen, also die Regulation von Samen- und Knospenruhe, von 

Blütenbildung, Fruchtreifung, Laubfall und anderen Alterungsprozessen. Weiterhin 

reguliert ABA die Reaktionen auf biotischen (Pathogene) und abiotischen Stress. So wird 

als Reaktion auf osmotischen Stress, wie zum Beispiel Kältestress, die Knospenruhe und 

die Einstellung des primären und sekundären Dickenwachstums induziert und als 

Reaktion auf Hitze-, Salz- und vor allem Trockenstress, die Transpiration eingeschränkt 

(Steuer et al., 1988). ABA hat dabei längerfristige und kurzfristige Einflüsse auf 

verschiedene Signaltransduktionsvorgänge. Die längerfristige, intrazelluläre 

Signaltransduktion von ABA und die Genaktivierung sind noch weitgehend unerforscht. 

Man weiß aber bereits, dass es in Pflanzen, neben anderen regulatorischen Sequenzen 

ei  „ABA-Responsive-Ele e t“ AB˃E  i  de  P o ote egio  o  “t ess-induzierten 

Genen gibt (Kim et al., 2011). Zu den, durch Aktivierung dieser Promoterelemente 

gesteuerten längerfristigen Wirkungen, zählt eine Erhöhung der hydraulischen 

Leitfähigkeit der Wurzeln, ebenso wie ein verstärktes Wurzelwachstum. In der 

Pflanzenklasse der Laubmoose, induziert ABA spezifisch die Umwandlung von 

photosynthetisch aktiven Zellen zu vegetativen Dauersporen, den so genannten 

Brachyzyten (Decker et al., 2005). Die funktionelle Inaktivierung von ABA erfolgt über die 

Oxidative Spaltung zu Phaseinsäure und Dihydro-Phaseinsäure. 
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1.2.1.2  Kurzfristige physiologische ABA-Einflüsse - Der Stomaschluss 

 

Die Entstehung von Stomata (griech. στό α stó a „Mu d“, „Mü du g“, „Öff u g“  a  
eine essentielle evolutionäre Anpassung der Pflanzen. Um in der trockenen 

Landatmosphäre zu überleben bildeten die Pflanzen eine wasserundurchlässige 

Epidermis aus. Die Epidermis ist die äußere Zellschicht des Blattes und oft durch eine 

wachsartige Cuticula bedeckt, um das unkontrollierte Austrocknen der Pflanze zu 

verhindern. Diese physikalische Barriere bestehend aus Epidermis und Cuticula dient 

weiterhin dem Schutz der Pflanze vor Pathogenbefall durch, zum Beispiel Bakterien und 

Pilze (Willmer und Fricker, 1996). Mit Entwicklung dieser undurchlässigen Schicht musste 

aber ein Mechanismus ausgebildet werden, der der Aufrechterhaltung von 

Photosynthese und Respiration dient. Dazu bildeten sich durch Spezialisierung 

bestimmter Epidermiszellen die so genannten Stomata. Stomata sind mikroskopisch 

kleine, verschließbare Poren, bestehend aus zwei symmetrischen Schließzellen. Die 

Stomata werden aus anatomischer Sicht in zwei Typen eingeteilt. Der Graminaceae-Typ 

weist hantelförmige Schließzellen auf, während der Helleborus-Typ nierenförmige 

Schließzellen und elliptische Stomata aufweist (Willmer und Fricker, 1996). Diese zweite 

Variante ist auch in der Modelpflanze Arabidopsis thaliana zu finden. Durch eine 

gleichmäßige Verteilung der Stomata über die jeweilige Blattoberfläche, kann ein 

Austausch von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, welcher für die Photosynthese 

essentiell ist, gewährleistet werden (Peterson et al., 2010).  

Verschiedene Umweltfaktoren, wie rotes und blaues Licht, Pathogenbefall, sowie 

Veränderungen der Luftfeuchtigkeit oder der CO2-Konzentration in der Luft, bewirken 

Veränderungen des Zellinnendruckes (Turgor) und somit ein schnelles (einige Sekunden) 

Öffnen oder Schließen der Stomata, um die Aufnahme von CO2 aus der Atmosphäre und 

den damit einhergehenden Verlust von Wasser auszugleichen (Hetherington und 

Woodward, 2003; Schroeder et al., 2001).  

Das Öffnen der Stomata kann durch kurze Lichtimpulse induziert werden. Dabei bewirkt 

vor allem Blaulicht, welches von den pflanzlichen Blaulichtrezeptoren, den 

Phototropinen, wahrgenommen wird, die Stomaöffnung, während rotes Licht als 

zusätzliche Energiequelle fungiert (Zeiger et al., 1983). Die Lichteinwirkung bewirkt eine 

Abgabe von Protonen aus den Schließzellen, was zu einer Hyperpolarisation der 

Zellmembran und zu einer Ansäuerung des externen Mediums führt (Raschke und 

Humble, 1973; Assmann et al., 1985). Die blaulichtinduzierte Protonenpumpe der 

Schließzellen ist die H+-ATPase der Plasmamembran (Schwartz et al., 1991; Amodeo et 

al., 1992). Die H+-ATPase bewirkt eine Hyperpolarisierung der Schließzellmembran, die 

mit -120 bis -180mV, immer leicht negativ vom Aktivierungspotential der K+-Aufnahme-

Kanäle ist (Dietrich et al., 2001). Dieses Spannungspotential genügt, um den Einstrom von 

Kaliumionen (K+) aus dem Apoplasten durch einwärtsgerichtete K+-Kanäle, zu erlauben 

(Blatt, 1992; Roelfsema und Prins, 1998). Diese elektrische Kopplung zwischen H+-ATPase 

und K+-Kanälen wird noch ergänzt durch die Tatsache, dass K+-Kanäle in einer Umgebung 

http://de.wikipedia.org/wiki/Griechische_Sprache
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mit niedrigem pH-Wert verstärkt aktiv sind (Brüggemann et al., 1999; Dietrich et al., 

1998).  

Bei den ersten in Arabidopsis thaliana gefundenen K+-Kanälen handelt es sich um KAT1 

(Anderson et al., 1992) und AKT1 (Sentenac et al., 1992). Die Anreicherung der positiv 

geladenen K+-Ionen in den Schließzellen muss kompensiert werden. Dazu wird Malat2- in 

der Zelle synthetisiert und Chlorid- (Cl-) und Nitrat-Ionen (NO3
-) aus dem Apoplasten 

aufgenommen. Die meisten Pflanzenspezies akkumulieren dabei bevorzugt Malat2- 

(Willmer und Fricker, 1996). Die Mechanismen, die der Aufnahme von Anionen, wie Cl- 

und NO3
-, in Schließzellen dienen, sind bisher noch nicht geklärt. Lediglich die Beteiligung 

des Nitrattransporters NRT1.1 an der Nitrataufnahme und der Öffnung der Stomata 

konnte bisher gezeigt werden (Guo et al., 2003).  

Neben K+ als Osmotikum, spielt auch die Akkumulation von verschiedenen Zuckern eine 

wichtige Rolle für die Öffnung der Stomata. Dabei wird angenommen, dass die Zucker 

und die Kaliumionen während des Nachmittages, wenn die Sonneneinstrahlung 

verhältnismäßig am stärksten ist, den Offenzustand der Stomata aufrechterhalten 

(Tallman und Zeiger, 1988). Ein, für die intrazelluläre Akkumulation von Zuckern 

verantwortlicher Transporter, könnte der Saccharosetransporter AtSUC3 sein. Dieser 

wird spezifisch in den Schließzellen exprimiert und ist in seiner Aktivität wahrscheinlich 

ebenfalls mit der Aktivität der Prononenpumpen gekoppelt (Meyer et al., 2004). Der 

Einstrom von Kaliumionen (Fisher, 1968) und Zuckern (Poffenroth et al., 1992) und der 

damit verbundene Einstrom von Wasser, bewirkt den Anstieg des osmotischen Druckes 

innerhalb der Schließzellen. Durch die asymmetrische Anordnung der Mikrofibrillen in 

der Zellwand, führt dies zu einer Öffnung der Stomata (Abbildung 1.11). Diese 

Volumenzunahme der Zelle geht mit einer Oberflächenvergrößerung der 

Schließzellplasmamembran einher. Um jederzeit kurzfristig über diese zusätzlich 

benötigte Membranoberfläche zu verfügen, besitzen die Schließzellen im geschlossenen 

Zustand eine Vielzahl klei e  Vakuole  Pale itz u d O’Ka e, . Wäh e d des Öff e s 
fusionieren diese kleinen Vakuolen zu einigen größeren, welche dann, zur 

Oberflächenvergrößerung, in die    Plasmamembran eingebaut werden können (Gao et al., 

2005).  
Abbildung 1.11: Blaulicht-
induziertes Öffnen der Stomata 
Die Detektion von blauem Licht führt 

zu einer Aktivierung der H+-ATPase. 

Die damit einhergehende 

Hyperpolarisation der 

Plasmamembran führt zu einer 

Aktivierung der einwärts gerichteten 

Kaliumkanäle. Dem Einstrom von 

Kalium folgt Wasser. Dies hat einen 

Anstieg des Turgors und ein Öffnen 

der Stomata zur Folge. 
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Umweltfaktoren wie Trockenstress, eine erhöhte CO2- oder Ozonkonzentration, sowie 

Pathogenbefall führen zu Stomaschluss (Schroeder et al., 2001; Ahlfors et al., 2004). Auch 

endogene Stimuli, wie die Anwesenheit von ABA, können zum Stomaschluss führen 

(MacRobbie, 1998). Diese Reduktion der Stomaöffnung dient dem Schutz vor 

Pathogenbefall und den schädigenden Einfluss von Ozon und dem Bestreben bei einem 

Anstieg der CO2-Konzentration in der Atmosphäre, weiterhin einen konstanten 

Gasaustausch aufrecht zu erhalten. Vor allem unter Trockenstressbedingungen ist es für 

die Pflanze wichtig, so wenig Wasser wie möglich über ihre Blätter zu verlieren. Der 

zentrale Regulator in dieser abiotischen Stressantwort stellt das Phytohormon ABA dar. 

Das Phytohormon ABA kann ein sehr komplexes Netzwerk an regulatorischen 

Signalkaskaden kontrollieren, die es dann der Pflanze erlauben mit der geringen 

Wasserverfügbarkeit zurechtzukommen. Nicht nur das Schließen der Stomata kann durch 

eine gesteigerte Anwesenheit von ABA reguliert werden, sondern auch Veränderungen 

der Genexpression und die Akkumulation von osmotisch kompatiblen Substanzen kann 

ausgelöst werden. Somit ist die Pflanze in der Lage, besser mit den Stressbedingungen 

umgehen zu können (Cutler et al., 2010; Kim et al., 2010). Die Senkung des Turgors und 

somit der Schluss der Schließzellen wird durch die Aktivität von Anionenkanälen und dem 

damit verbundenen Ausstrom von Anionen und Kaliumionen, gesteuert (siehe 

1.2.1.2.4.1). Anionenkanäle, die an Stomabewegungen teilhaben, zeigen eine ca. 21-fach 

höhere Permeabilität für NO3
- gegenüber Cl- (Geiger et al., 2011; Schmidt und Schroeder, 

1994).  

 

1.2.1.2.1  ABA-Rezeptoren und die ABA-Signalkaskade 

 

Die ersten ABA-bindenden Proteine wurden bereits vor 25 Jahren im Zytoplasma von 

Vicia faba entdeckt und beschrieben (Hornberg und Weiler, 1984). In Arabidopsis 

thaliana konnten daraufhin 3 verschiedene Arten von Proteinen als potenzielle ABA-

Rezeptoren identifiziert werden. Die GPCR-Typ-G-Proteine sind in der Plasmamembran 

lokalisiert. Die Mg-Chelatase ist in den Plastiden zu finden. Die START-Proteine liegen in 

gelöster Form im Zytoplasma vor (Ma et al., 2009; Pandey et al., 2009; Shen et al., 2006). 

Die meisten, der durch ABA ausgelösten, physiologischen Reaktionen werden durch die 

löslichen Rezeptoren der RCAR/PYR/PYL-Familie vermittelt (Park et al., 2009). In 

Arabidopsis beinhaltet diese Proteinfamilie 14 Mitglieder. Diese sind funktionell 

hochgradig redundant und blieben vermutlich deshalb so lange unentdeckt. PYR1 

„P a a ti  esista e “) wurde durch einen genetischen Screen von Pflanzen, die trotz 

hoher Konzentration von Pyrabaktin keimen konnten, entdeckt. Pyrabaktin kann, durch 

Bindung an mehrere ABA-Rezeptoren, den inhibitorischen Effekt von ABA auf 

Samenkeimung und Genexpression nachahmen (Park et al., 2009).  
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Durch Interaktionsanalysen, konnten verschiedene ABA-abhängige Interaktionspartner 

für PYR1 aus der PP2C- (Proteinphosphatase 2C) Familie (siehe 1.2.1.2.2), vor allem die 

Phosphatase  ABI  „ABA-i se siti e “ , ABI  „ABA-insensiti e “  u d HAB  
„ho olog  to ABI “ , ide tifizie t e de  Me e  et al., 1994; Leung et al., 1994; Leung 

et al., 1997; Leonhardt et al., 2004; Saez et al., 2004; Santiago et al., 2009). Weiterhin 

ko te das P otei  ˃ CA˃ /PYL  „ egulato  o po e t of ABA e epto  / PY˃  like “ , 
welches mit ABI1 und ABI2 interagieren kann, identifiziert werden (Ma et al., 2009). In 

Abwesenheit von ABA liegt der Rezeptor RCAR1/PYL9 als asymmetrisches Dimer vor. 

Beide Untereinheiten besitzen zentrale Bindetaschen (Nishimura et al., 2009). Bindet ABA 

an diese Taschen, wird eine Konformationsänderung ausgelöst, wodurch letztlich das 

Dimer in zwei Monomere zerfällt. Diese Monomere können nun mit den Vertretern der 

PP2C-Familie interagieren. Die Affinität der Rezeptoren zu ABA ist sehr gering, kann aber 

durch die Anwesenheit kompatibler PP2C-Phosphatasen gesteigert werden 

(Raghavendra et al., 2010; Szostkiewicz et al., 2010). Diese Tatsache lässt vermuten, dass 

aus der Verbindung von Rezeptor und Phosphatase eine Art Co-Rezeptorkomplex für ABA 

entsteht und durch verschiedene Kombinationen der unterschiedlichen 

Rezeptorkomplex-Komponenten, die Antwort auf Trockenstress sehr differenziert 

ausgelöst werden kann (Szostkiewicz et al., 2010). 

 

1.2.1.2.2  Die Rolle von Phosphatasen in der ABA-Antwort 

 

ABA spielt nicht nur eine Rolle in der Stressantwort, sondern reguliert auch das 

Pflanzenwachstum und die Entwicklung. Um also eine konstitutive Antwort auf 

endogenes ABA zu verhindern, muss dieser ABA-Signalweg streng kontrolliert werden. 

Dies geschieht durch die Repression der Signalweiterleitung durch Phosphatasen. Man 

unterteilt die Phosphatasen in Hinsicht auf ihre Substratspezifität in Ser/Thr-, Tyr- und 

Phosphatasen mit dualer Spezifität. Die Ser/Thr-Phosphatasen werden abhängig von 

ihren biochemischen und strukturellen Eigenschaften in die Gruppen PP1, PP2A und PP2C 

eingeteilt (Luan, 2003). Die PP2Cs, vor allem ABI1 (At4g26080) und ABI2, gelten als die 

generellen Regulatoren in ABA-Signalwegen. Diese beiden Phosphatasen zählen 

innerhalb der Gruppe der pflanzlichen PP2C-Phosphatasen zu der Untergruppe A, welche 

in Arabidopsis thaliana, aus neun Mitgliedern besteht (Schweighofer et al., 2004). 

Mittlerweile konnten auch HAB1 und HAB2, über ihre Sequenzhomologie zu ABI1, als 

Mitglieder dieser Kategorie identifiziert werden (Saez et al., 2004). Des Weiteren konnten 

die PP2C-Phosphatase  AHG  „ABA-h pe se siti e ge i atio  “  u d AHG /AtPP CA 
durch genetische Untersuchungen (Kuhn et al., 2006; Nishimura et al., 2007; Yoshida et 

al., 2006b) und durch Komplementationsanalysen in Hefen (Kuromori und Yamamoto, 

1994) als Komponenten des ABA-Signalweges identifiziert werden. Die PP2C-

Phosphatasen stellen wichtige negative Regulatoren des ABA-Signalweges dar. Das wird 

dadurch deutlich, das alle Verlustmutanten der PP2Cs aus der Untergruppe A signifikant 

hypersensitiv auf ABA reagieren (Hirayama und Shinozaki, 2007). In Doppel- oder 
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Dreifach-PP2C-verlustmutanten konnte die hypersensitive Reaktion auf ABA, im 

Vergleich zu den Einzelmutanten, sogar noch gesteigert werden. Dies beweist eine 

funktionelle Redundanz dieser Phosphatasen (Nishimura et al., 2007; Rubio et al., 2009).  

Die PP2Cs zeigen charakteristische Expressionsmuster. Die Expression von ABI kann in 

verschiedenen Geweben, vor allem aber in Samen und Schließzellen nachgewiesen 

werden. AHG1 und AHG3/AtPP2CA werden ausschließlich im Samen exprimiert (Yoshida 

et al. 2006b; Nishimura et al., 2007; Umezawa et al., 2009). Auch die subzelluläre 

Lokalisation der verschiedenen PP2Cs unterscheidet sich deutlich. Während AHG1 und 

AHG3 bevorzugt im Nukleus exprimiert werden, wird ABI1 sowohl im Nukleus, als auch 

im gesamten Zytoplasma exprimiert (Umezawa et al., 2009).  

Im Falle des ABA-Signalweges interagieren die PP2C-Phosphatasen mit den Vertretern 

der RCAR/PYR/PYL-Familie. Diese Rezeptorporteine binden in Anwesenheit von ABA an 

die Phosphatasen und hemmen somit deren dephosphorylierende Aktivität (Abbildung 

1.16; Ma et al., 2009; Park et al., 2009; Santiago et al., 2009). 

 

1.2.1.2.3  Die Rolle von Kinasen in der ABA-Antwort 

 

Mit Hilfe eines Hefe-2-Hybridscreens konnten verschiedene Interaktionspartner, die 

innerhalb der ABA-Signalkaskade mit den PP2C-Phosphatasen interagieren, identifiziert 

werden. Neben diversen Transkriptionsfaktoren, handelt es sich dabei vor allem um 

Proteinkinasen. Darunter befinden sich sowohl Calcium-abhängige, als auch Calcium-

unabhängige Proteinkinasen (Himmelbach et al., 2002). 

 

1.2.1.2.3.1   Calcium-abhängige Proteinkinasen 

 

Die Rolle von Calcium (Ca2+) als sekundärer Botenstoff ist schon lange akzeptiert, nur die 

molekularen Mechanismen, die die intrazellulären Ca2+-Konzentrationsänderungen in 

spezifische Signale umwandeln, sind noch weitestgehend unklar. Im pflanzlichen System 

existieren verschiedene Ca2+-Sensoren, welche die sich verändernden Ca2+-Konzentration 

mit bestimmten Antworten verbinden können. Dazu zählen die Calmoduline (CaMs), die 

Calmodulin-äh li he  P otei e CaMLs, „Cal oduli -like p otei s“  so ie die Fa ilie de  
CBLs „Cal i eu i -B like p otei s“ . Diese kö e  Ca2+ binden und danach mit Proteinen 

der CIPK-Fa ilie „CBL-i te a ti g p otei  ki ases“  i te agie e  u d de e  Akti ität 
modulieren. Die CBLs nehmen somit die Rolle von Ca2+-Sensoren ein.  

Im Genom von Arabidopsis thaliana existieren zehn Gene, die für die Mitglieder der CBL-

Familie und 26 Gene, die für die Familie der CIPKs kodieren. Bestimmte CBLs können mit 

verschiedenen CIPKs interagieren, wodurch unterschiedliche abiotische Stressfaktoren 

auf molekularer Basis mit Phytohormon-Signalwegen verknüpft werden können 
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D’A gelo et al., 2006). So kann CBL9 sowohl mit CIPK3 interagieren und die ABA-Antwort 

während der Samenentwicklung steuern (Kim et al., 2003), als auch neben CBL1 ein 

Interaktionspartner der CIPK23 sein. Beide CBLs können also an die Kinase CIPK23 binden 

und somit deren Lokalisierung an der Plasmamembran bewirken, wo diese dann durch 

Aktivierung von einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanälen, die ABA-Signaltransduktion 

negativ regulieren kann (Cheong et al., 2007). 

Die CDPKs „Cal iu -depe de t p otei  ki ases“, i  Arabidopsis auch CPKs genannt) sind 

einzigartig unter den Ca2+-Sensoren, denn sie vereinen die Bindung von Ca2+ und die 

Kinaseaktivität in einem einzigen Protein (Cheng et al., 2002; Harper et al., 2004). 

Innerhalb dieser Proteine können 4 unterschiedliche Domänen unterschieden werden 

(Abbildung 1.12): eine variable N-terminale Domäne (N-VD), eine Proteinkinasedomäne 

(PK-D), eine autohinbitorische Verzweigungsstelle (AJ) und eine Ca2+-Bindedomäne 

(CBD). Der C-Terminus (CT) ist variabel, kürzer als der N-Terminus und wird nicht als 

distinkte Domäne gesehen. (Harmon et al., 2001).  

 

 

 

Die AJ-Domäne kann auch als autoinhibitorische Domäne bezeichnet werden, da sie als 

Pseudosubstrat fungieren und durch die Interaktion mit der Kinasedomäne, deren 

Aktivität gegenüber dem eigentlichen Substrat inhibieren kann. Das aktuell gültige 

Modell zur Beschreibung der Regulation der Ser/Thr-Kinasen, besagt, dass der C-

terminale Bereich der CBD schon bei geringen zytoplasmatischen 

Calciumkonzentrationen Ca2+ binden und mit der AJ-Domäne interagieren kann (Harper 

et al., 2004). Die Ca2+-Bindung erfolgt an der CBD, welche ein bis fünf (typischerweise 

vier) EF-Hand-Motive aufweist (Cheng et al., 2002). Jedes der EF-Hand-Motive ist 12 

Aminosäuren lang und wird o  z ei α-Helices flankiert, wodurch eine Helix-Loop-Helix-

Konformation entsteht (Cheng et al., 2002; Grabarek, 2006). Die PK-Domäne besitzt 

Phosphorylierungsstellen, die für Ser/Thr-Kinasen charakteristisch sind (Hardie, 1999) 

und nur nach einer Konformationsänderung in der AJ- und CBD-Domäne nach Bindung 

weiterer Ca2+-Ionen entstehen (Wernimont et al., 2010). Nun kann eine intramolekulare 

Autophosphorylierung der CPK stattfinden, welche in einer Aktivierung der Kinase 

resultiert (Chandran et al., 2006; Ludwig et al., 2004).  

Abbildung 1.12: Charakteristische Proteinstruktur der CPKs 
N-VD ist eine variable N-terminale Domäne, PK-D ist eine katalytische 

Proteinkinasedomäne, AJ ist eine autohinbitorische Verzweigungsstelle und CBD ist eine 

Ca2+-Bindedomäne mit vier EF-Hand-Motiven. CT ist eine C-terminale variable Region (© 
Plant & Cell Physiology; Valmonte et al., 2013). 



1 Einleitung 

 

47 

 

Man vermutet, dass die CPKs myristoyliert und palmitoyliert werden (Cheng et al., 2002; 

Hrabak et al., 2003), was zu einer Assoziation mit der Plasmamembran führt (Martin und 

Busconi, 2000). CPKs werden durch eine große Genfamilie in den meisten Reichen, wie 

auch in Pflanzen exprimiert (Harmon et al., 2001; Li et al., 2008b; Asano et al., 2010; 

Kiselev et al., 2010), jedoch nicht im tierischen oder pilzlichen Genom (Zhang und Choi, 

2001; Hrabak et al., 2003). Die meisten Pflanzen besitzen zwischen 20 und 40 CPKs und 

in Arabidopsis gibt es 34 CPK-Gene. Durch genetische Untersuchungen konnte vier CPKs 

eine Funktion in Schließzellen und in der ABA-Signaltransduktion zugeordnet werden 

(Mori et al., 2006; Zhu et al., 2007). CPK4 und CPK11 wurden als positive Regulatoren des 

Ca2+-abhängigen ABA-Signalweges beschrieben. Diese beiden CPKs lokalisieren vor allem 

im Z toplas a u d i  Nukleus u d phospho lie e  die z ei ABFs „ABA-responsive 

ele e t i di g fa to “  ABF  u d ABF  in vitro (Zhu et al., 2007). CPK5 wurde kürzlich 

als ein positiver Regulator der Immunantwort in Pflanzen gezeigt. Dabei vermittelt CPK5 

eine schnelle, PAMP-induzierte Signalweiterleitung und die Induktion einer 

ausgedehnten transkriptionell und Phytohormon-gesteuerten Pathogenabwehr, in Form 

der ROS-Synthese nach direkter Interaktion mit und Phosphorylierung der endogenen 

NADPH-Oxidase AtrbohD (siehe 1.2.1.2.4.2; Dubiella et al., 2013).  

Interaktionsstudien belegen, dass die Kinase CPK21, genau wie CPK23 mit den beiden 

Phosphatasen ABI1 und ABI2 interagieren und dadurch in ihrer Aktivität negativ reguliert 

werden können (Abbildung 1.16). Diese Tatsache lässt den Schluss zu, dass diese beiden 

Kinasen an der ABA-Signaltransduktion beteiligt sind. Weiterhin zeigen beide Kinasen in 

in-vitro-Kinase Studien, stark unterschiedliche Ca2+-Sensitivitäten. CPK21 besitzt eine 

hohe Ca2+-Affinität mit K0,5=277 ± 24nM. CPK23 dagegen besitzt lediglich eine Basis-

Kinaseaktivität, welche durch eine Erhöhung der Ca2+-Konzentration nur noch um 40% 

gesteigert werden kann (Geiger et al., 2010; Scherzer et al., 2012).  

 

1.2.1.2.3.2   Calcium-unabhängige Proteinkinasen 

 

Eine weitere Klasse von Pflanzen-spezifis he  Ki ase  si d die „“NF - elated ki ases“, 
die Snrk2-Kinasen. Arabidopsis thaliana besitzt 38 Proteinkinasen, die zu den Snrk2-

Kinasen gezählt werden. Diese werden, abhängig von Sequenzähnlichkeiten und ihrer 

Domänenstruktur, in drei Untergruppen unterteilt. Die Snrk1-Untergruppe ist dabei den 

SNF1-Ki ase  i  Hefe  u d de  AMPKs „AMP-a ti ated ki ase“  i  “äugetie e  a  
ähnlichsten. In Arabidopsis gibt es nur drei Snrk-Sequenzen, die zu der Snrk1-Gruppe 

gezählt werden. Dabei handelt es sich um die größten der Snrk-Proteine mit 

Molekülmassen zwischen 56,7 und 58,7kDa. Biochemische und physiologische Analysen 

ergaben, dass die Snrk1-Proteine, genau wie die SNF-Kinasen und die AMPKs, den 

globalen Metabolismus und Energiestatus der Zelle in Abhängigkeit von 

Nährstoffhaushalt und Umweltstress regulieren (Halford und Hardie, 1998; Halford et al., 

2003; Halford und Hey, 2009; Polge und Thomas, 2006).  
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Zahlreiche Interaktionspartner für die Snrk1-Proteine konnten bereits identifiziert 

werden. Darunter befinden sich einige Enzyme, die den basalen Metabolismus 

beeinflussen (z.B. Nitratreduktasen, HMG-CoA-Reduktasen usw.) und von den Snrk1-

Kinasen direkt phosphoryliert und reguliert werden. Nicht ungewöhnlich ist, dass viele 

Vertreter der Snrk1-Familie mit pflanzlichen Orthologen von Proteinen, die in Hefen die 

SNF1-Proteine regulieren, interagieren. Man schließt daraus, dass Snrk1-Kinasen, ähnlich 

wie ihre tierischen und pilzlichen Orthologen, heterotrimere Komplexe bilden und durch 

den Einfluss von Glukose reguliert werden (Bhalerao et al., 1999; Bouly et al., 1999; 

Ferrando et al., 2001).  

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Snrk1-Kinasen mit dem 26S-Proteasom, verschiedenen 

Proteasomuntereinheiten (Farras et al., 2001) und einer Protein-Tyrosin-Phosphatase 

(Fordham-Skelton et al., 2002) interagieren können. Snrk1-Kinasen spielen also eine 

zentrale Rolle in der Regulation des Energiehaushaltes und sie kontrollieren sogar eine 

große Zahl von Genen, die für Transkriptionsfaktoren kodieren, sie kontrollieren 

weiterhin Chromatin-remodellierende Proteine und Komponenten verschiedener 

Signaltransduktionswege (Baena-Gonzalez, 2010). Die Snrk2- und die Snrk3-Kinasen 

haben sich entwicklungsgeschichtlich weiter von den SNF1/AMPK-Kinasen entfernt und 

sind ausschließlich im pflanzlichen System zu finden. 

In Arabidopsis gehören 26 Proteine zur Familie der Snrk3-Kinasen. Diese Gruppe wird 

durch Proteine repräsentiert, die zuvor von drei Arbeitsgruppen unabhängig, als CIPKs 

(CBL-interagierenden Proteinkinasen, Kudla et al., 1999; Shi et al., 1999; Kim et al., 2000; 

Albrecht et al., 2001), als SOS2-äh li he Ki ase  „salt o e l  se siti e “, Halfte  et al., 

2000), und als PKS (Proteinkinase S, Guo et al., 2001) identifiziert wurden. Diese Kinasen 

interagieren mit Calcium-bindenden Proteinen, die als SOS3, SCaBPs oder CBLs (siehe 

1.2.1.2.3.1) bezeichnet werden und der regulatorischen B-Untereinheit der 

Proteinphosphatase Calcineurin (Liu und Zhu, 1998; Kudla et al., 1999; Kim et al., 2000; 

Albrecht et al., 2001; Guo et al., 2001). Diese Kinasen spielen eine wichtige Rolle in den 

Antworten auf Trockenstress, Kälte, ABA, Zucker, Salz und pH-Änderungen (Coello et al., 

2011; Gong et al. 2004; Hrabak et al., 2003; Luan, 2009). SOS2, zum Beispiel, reguliert die 

Aktivitäten der zwei vakuolären Membrantransporter AtNHX1 (einem Na+/H+-Antiporter) 

und CAX1 (einem Ca2+/H+-Antiporter) positiv und die Aktivität des hoch-selektiven Na+-

Transporters AtHKT1 negativ (Rus et al., 2001). 

Bis zum Jahr 2000 wurde dieser Unterfamilie kaum Aufmerksamkeit geschenkt, weshalb 

bis zu diesem Zeitpunkt so gut wie keine Informationen über die Funktion der Snrk2-

Familie vorlagen. Im Jahr 2000 identifizierte man die Snrk2-Proteine, in Nicotiana 

tabacum und Vicia faba, als Enzyme, die an abiotischen Stressantworten beteiligt sind 

(Mikolajczyk et al., 2000; Li et al., 2000). In den folgenden Jahren sollten zahlreiche 

Untersuchungen dazu führen, dass man die Struktur, die Aktivierungsmechanismen und 

die Funktion der Snrk2-Kinasen heute besser versteht. So wurde 2009, dem selben Jahr, 

in dem die zytoplasmatischen ABA-Rezeptoren entdeckt wurden, die Dreifachmutante 
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snrk2.2/3/6 generiert, die es ermöglichte, die Funktion von ABA-abhängigen Snrk2-

Kinasen in der Reaktionen auf Wasserstress und Samenkeimung zu verstehen (Fuji und 

Zhu, 2009; Fujita et al., 2009; Nakashima et al., 2009). Heutzutage weiß man, dass die 

Snrk2-Kinasen die Hauptakteure der pflanzlichen Antwort auf osmotischen Stress und der 

ABA-abhängigen Entwicklung sind (Boudsocq und Lauriere, 2005; Fujii et al., 2011).  

Die Snrk2-Kinasen wurden in allen Pflanzen, die dahingehend untersucht wurden, 

gefunden. In Arabidopsis thaliana besteht diese Proteinfamilie aus zehn Mitgliedern 

(Snrk2A-J oder Snrk2.1-10; Boudsocq et al., 2004), welche ausgehend von 

phylogenetischen Analysen, in drei weitere Untergruppen eingeteilt werden können 

(Abbildung 1.13). Die Gruppe I beinhaltet dabei die Kinasen, die nicht durch ABA aktiviert 

werden können. Die Mitglieder der Gruppe II können nur schwach durch ABA aktiviert 

werden (ist abhängig von der untersuchten Pflanzenspezies) und die Gruppe III wird sehr 

stark durch ABA aktiviert (Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002 und 2006; Fujii et al., 

2007). Die meisten dieser Kinasen (außer Snrk2.9) können durch die Behandlung mit 

verschiedenen Osmolyten, wie NaCl, Saccharose, Mannitol, Sorbitol oder ABA, aktiviert 

werden, was darauf schließen lässt, dass sie eine generelle Antwort auf osmotischen 

Stress vermitteln (Boudsocq et al., 2004).  

 

 

 

Die Kinasen der Snrk2-Familie sind monomere Ser/Thr-Proteinkinasen mit einem 

Molekulargewicht von etwa 40kDa (Hardie, 1999). Die Aminosäuresequenz aller Snrk2-

Kinasen kann in zwei Regionen unterteilt werden. Die N-terminale Kinasedomäne ist 

hochgradig konserviert und ähnlich der von SNF1 und AMPK. Die C-terminale Domäne 

weist saure Aminosäuren auf. In der Gruppe I handelt es sich dabei um die Aminosäure 

Glutamat und in den Gruppen II und III um Aspartat. Weiterhin besteht die C-terminale 

Domäne aus zwei Subdomänen (Abbildung 1.14). Die Domäne I (etwa 30 Aminosäuren 

lang) ist charakteristisch für alle Mitglieder der Snrk2-Familie und wird für die ABA-

unabhängige Aktivierung der Kinase durch osmotischen Stress benötigt. Die Domäne II 

(etwa 40 Aminosäuren lang) ist spezifisch für ABA-abhängige Snrk2-Kinasen und ist 

entscheidend für die ABA-Antwort (Kobayashi et al., 2004; Belin et al., 2006; Yoshida et 

al., 2006). Kürzliche Untersuchungen haben gezeigt, dass die ABA-abhängigen Snrk2-

Kinasen der Gruppe III mit einigen PP2C-Phosphatasen, darunter ABI1, interagieren 

Abbildung 1.13: Phylogenetische Abstammung 
der Snrk2-Kinasen aus Arabidopsis thaliana.  
Gruppe I (grün): ABA-unabhängige Kinasen, 

Gruppe II (rot): schwach ABA-abhängige 

Kinasen, Gruppe III (blau): ABA-abhängige 

Kinasen (Mizoguchi et al., 2010). 
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können und durch diese Interaktionen negativ reguliert werden (Umezawa et al., 2009; 

Vlad et al., 2009). 

Für die Regulierung der Snrk2-Aktivität ist eine reversible Phosphorylierung der 

Kinasedomäne notwendig. Alle bisher untersuchten Kinasen wurden, als Reaktion auf 

osmotischen Stress, phosphoryliert, wobei phosphorylierungsbedingte Änderungen der 

Kinaseaktivität unterschiedlich und von der jeweiligen Kinase abhängig waren. Weiterhin 

war die Zunahme des durch ABA induzierten Phosphorylierungsstatus niedriger, als im 

Falle von osmotischem Stress, was zu der Annahme führt, dass unterschiedliche 

Phosphorylierungsmechanismen die Snrk2-Aktivierung bewirken (Boudsocq et al., 2007).  

 

 

 

 

Bisher wurden für zwei Snrk2-Kinasen die Phosphorylierungsunterschiede, durch den 

Einfluss von ABA und osmotischem Stress, sehr ausführlich untersucht. Zwei wichtige 

Phosphorylierungstellen konnten in der Kinase Snrk2.6/OST1 (Gruppe III) und in Snrk2.10 

(Gruppe I) identifiziert werden. Eine davon ist essentiell für die katalytische Aktivität der 

jeweiligen Kinase und beide zusammen sind wichtig für die vollständige Aktivierung durch 

osmotischen Stress und ABA. Es konnte auch gezeigt werden, dass OST1 durch die 

unabhängige Phosphorylierung beider Phosphorylierungsstellen aktiviert wurde, 

während Snrk2.10 sequentiell, das heißt die Phosphorylierung der einen Stelle war 

notwendig, damit im Anschluss auch die zweite phosphoryliert werden konnte, aktiviert 

wurde (Boudsocq et al., 2007; Vlad et al., 2010). Eine übergeordnete Kinase, die die Snrk-

Kinasen phosphorylieren und aktivieren könnte, ist bisher noch nicht bekannt. Eventuell 

können die Snrk2-Kinasen durch Autophosphorylierung aktiviert werden (Fujii et al., 

2009), aber diese Annahme konnte bisher nicht bestätigt werden und wird deshalb 

kontrovers diskutiert. 

Obwohl bisher keine übergeordnete Kinase bekannt ist, die die Snrk2-Kinasen aktivieren 

könnte, konnten einige Negativregulatoren der Snrk2-Aktivität identifiziert werden. 

Einige Mitglieder der Gruppe A der PP2C-Proteinphosphatasen interagieren mit den ABA-

abhängigen Snrk2-Kinasen und deaktivieren sie sehr effizient durch Dephosphorylierung 

der Serin- und Threoninreste in der Kinasedomäne (Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 

2009). Diese Erkenntnisse konnten zur selben Zeit gewonnen werden, zu der auch die 

ABA-Rezeptoren der RCAR/PYR/PYL-Familie identifiziert wurden (Cutler et al., 2010; 

Abbildung 1.14: Proteinstruktur der Snrk2-Kinasen aus Arabidopsis thaliana  
Eine N-terminale Ser/Thr-Kinasedomäne wird gefolgt von der C-terminalen Domäne I, 

welche für die ABA-unabhängige Antwort auf osmotischen Stress benötigt wird und einer 

Domäne II, welche für die ABA-abhängige Aktivierung der Snrk2-Kinasen benötigt wird. 
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Hubbard et al., 2010; Klingler et al., 2010; Umezawa et al., 2010). Die PP2C-Phosphatasen 

der Gruppe A bilden in Anwesenheit von ABA, einen Komplex mit den RCAR/PYR/PYL-

Proteinen, wodurch die Phosphatasen inaktiviert werden. Diese können somit nicht mehr 

an die Kinasedomäne der Kinasen binden, und folglich können die Kinasen aktiviert 

werden. In Abwesenheit von ABA, interagieren die PP2C-Phosphatasen mit den ABA-

abhängigen Snrk2-Kinasen (der Gruppe III), dephosphorylieren diese und halten sie somit 

in einer inaktiven Form (Park et al., 2009; Melcher et al., 2009; Santiago et al., 2009; Vlad 

et al., 2009; Ma et al., 2009; Hirayama und Umezawa, 2010; Nishimura et al., 2009 und 

2010; Umezawa et al., 2009 und 2010; Joshi-Saha et al., 2011). Dieser Mechanismus kann 

bisher aber nur für die Snrk2-Kinasen der Gruppe III als gültig angesehen werden. Die 

Kinasen der Gruppe II (Arabidopsis Snrk2.7 und Snrk2.8) interagieren zwar auch mit den 

PP2C-Phosphatasen (Umezawa et al., 2009), aber ob sie ebenfalls von den PP2C-

Phosphatasen in vivo inaktiviert werden, konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Die 

Snrk2-Kinasen der Gruppe I interagierten in einem Hefe-2-Hybridscreen nicht mit den 

PP2C-Phosphatasen (Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2010).  

Ein weiterer Negativregulator der Snrk2-Kinasen ist der Snrk2-interagierende Calcium-

Sensor (SCS). SCS ist ein pflanzenspezifisches, Calcium-bindendes Protein, welches 

sowohl ABA-abhängig als auch ABA-unabhängig mit den Snrk2-Kinasen interagiert. Mit 

der Entdeckung des SCS kann nunmehr eine Verbindung zwischen der Funktion der Snrk2-

Kinasen und den Calcium-abhängigen Signalwegen hergestellt werden (Bucholc et al., 

2011). Neben der Phosphorylierung, können vielleicht auch andere posttranslationale 

Modifikationen die Snrk2-Aktivität in Pflanzenzellen regulieren. So wurde die Kinase 

Snrk2.10 als eines von vielen Proteinen identifiziert, welches mit der Phosphatidylsäure 

(PA) interagieren kann und durch dieses Phospholipid reguliert wird (Testerink et al., 

2004).  

Die Snrk2-Kinasen werden vorrangig auf der posttranslationalen Ebene, durch 

Phosphorylierung reguliert, aber  die Expression der Gene, die für diese Kinasen kodieren, 

kann ebenfalls als Antwort auf sich ändernde Umweltverhältnisse reguliert werden. Die 

Expression von verschiedenen Snrk2-Kinasen aus Oryza sativa, dem asiatischen Reis, 

kann differentiell durch ABA, Mannitol und NaCl reguliert werden (Kobayashi et al., 

2004). Die Expression des Genes W55a, das für ein Protein kodiert, das zur Familie der 

Snrk2-Kinasen in Weizen gehört, ist durch Trockenstress, exogen appliziertes ABA, 

Salizylsäure, Ethylen und Methyljasmonat hochreguliert (Xu et al., 2009). Die Expression 

einiger Snrk2-Gene in Mais (Zea mays) wurde als Antwort auf NaCl (ZmSnrk2.3, 

ZmSnrk2.6 und ZmSnrk2.4), ABA (ZmSnrk2.2, ZmSnrk2.4, ZmSnrk2.5, ZmSnrk2.7) und 

Kältestress (ZmSnrk2.3, ZmSnrk2.7) gesteigert und als Antwort auf Hitze (ZmSnrk2.5, 

ZmSnrk2.6) reprimiert (Huai et al., 2008; Zou et al., 2006). Hyperosmolarität induziert die 

Expression von vier Snrk2-Genen (SPK1, SPK2, SPK3, SPK4) in der Sojabohne Glycine max 

(Monks et al., 2001; Yoon et al., 1997). Außerdem kann auch der Licht-Dunkel-Rhythmus 

die Expression einiger Snrk2-Kinasen (Snrk2.4, Snrk2.1) regulieren (Park et al., 1993). 
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Ausführliche Analysen implizieren, dass die Snrk2-Kinasen positive Regulatoren der 

A t o t auf T o ke st ess si d. Die Ki ase AAPK „ABA-a ti ated p otei  ki ase“  i  de  
Schließzellen von Vicia faba, wird durch ABA, als Antwort auf Trockenstress aktiviert und 

reguliert so Anionenkanäle und den Schluss der Stomata (Li und Assmann, 1996). Die 

höchste Homologie zu AAPK hat die Kinase Snrk2.6, auch OST1 genannt, in Arabidopsis 

thaliana. OST1 ist die bisher am eingehendsten, in Bezug auf ihre Rolle in der pflanzlichen 

Antwort auf Umweltstress, untersuchte Snrk2-Kinase. Die ost1-Mutante ist nicht mehr in 

der Lage auf eine schnelle Senkung der Luftfeuchtigkeit zu reagieren und zeigt im Großen 

und Ganzen einen welken Phänotyp (Yoshida et al., 2002). Der Verlust dieser Kinase führt 

zu einem Stomaphänotyp, der unempfindlich auf die Anwesenheit von ABA reagiert. Es 

konnte gezeigt werden, dass OST1 das ABA-vermittelte Schließen der Stomata reguliert 

und übergeordnet in den Signalwegen wirkt, die zur Bildung von ROS führen (Mustilli et 

al., 2002).  

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind wichtige Intermediate in den ABA-Signalwegen in 

Schließzellen, denn sie regulieren den Ca2+-Einstrom durch die Aktivierung von Ca2+-

Kanälen, eine wichtige Komponente des ABA-vermittelten Stomaschlusses (Kwak et al., 

2003; Murata et al., 2001). Zwei homologe NADPH-Oxidasen (AtrbohD und F, siehe 

1.2.1.2.4.2) sind entscheidend in der ROS-abhängigen ABA-Antwort (siehe 1.2.1.2) in 

Arabidopsis (Kwak et al., 2003). Deswegen ist es sehr wahrscheinlich, dass die ABA-

abhängige Regulation der ROS-Produktion durch diese membranständigen NADPH-

Oxidasen bewirkt wird. Im Falle der AtrbohD konnte gezeigt werden, dass diese sowohl 

phosphoryliert als auch durch Ca2+-Bindung aktiviert werden muss (Ogasawara et al., 

2008). Die N-terminale Hälfte der rekombinanten, im bakteriellen System produzierte, 

AtrbohF interagiert mit der Kinase OST1 und wird weiterhin durch diese phosphoryliert. 

Diese Tatsache impliziert, dass die NADPH-Oxidase AtrbohF ein Substrat der Kinase OST1 

in vivo sein könnte. Bisher gibt es aber noch keine direkten Daten, die die 

Phosphorylierung und die Regulierung der Atrboh-Aktivität durch die Snrk2-Kinasen in 

planta darstellen und beweisen.  

Spezifische Ionenkanäle (siehe 1.2.1.2.4.1) der Plasmamembran von Schließzellen, 

werden ABA-abhängig reguliert und vermitteln so den ABA-abhängigen Stomaschluss. 

Einer dieser Kanäle wurde bereits auf molekularer Ebene identifiziert und charakterisiert. 

SLAC  „slo -a io  ha el “  e ittelt die A t o t auf ABA u d hohe CO2-

Konzentrationen und ist somit einer der wichtigsten, in Schließzellen lokalisierten Kanäle 

(Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008). Sowohl OST1, als auch die Ca2+- abhängigen 

Kinasen CPK3, CPK6, CPK21 und CPK23 können SLAC1 phosphorylieren und somit 

aktivieren (Abbildung 1.16; Lee et al., 2009; Geiger et al., 2009 und 2010; Brandt et al., 

2012; Scherzer et al., 2012). Ein weiterer Ionenkanal, der durch Phosphorylierung 

aktiviert wird, ist der einwärtsgerichtete Kaliumionenkanal KAT1. Die Aktivierung dieses 

Kanals geht einher mit einem Stomaschluss und wird ebenfalls durch Phosphorylierung, 

katalysiert durch die Kinase OST1 und durch diverse CPKs, bewirkt (Pilot et al., 2001). 
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OST1 phosphoryliert also sowohl Anionenkanäle (SLAC1) als auch Kationenkanäle (KAT1) 

und trägt somit zur ABA-abhängigen Regulation von Stomaöffnung und Stomaschluss bei.  

Eine teilweise funktionelle Redundanz wurde für die ABA-abhängigen Snrk2-Kinasen der 

Untergruppe III, Snrk2.2, Snrk2.3 und OST1, beschrieben. Die Arabidopsis-

Dreifachmutante snrk2.2/snrk2.3/snrk2.6 ist extrem unempfindlich gegenüber der 

Wirkung von ABA und zeigt eine stark reduzierte Toleranz gegenüber Trockenstress, nicht 

nur weil die Mechanismen, die zum Stomaschluss führen würden, gestört sind, sondern 

weil auch die ABA- und Wasserstress-induzierten Gene herunter reguliert sind (Fujii und 

Zhu, 2009; Fujita et al., 2009). Diese Tatsachen bestätigen, dass die drei Snrk2-Kinasen 

Snrk2.2, Snrk2.3 und OST1, die Hauptregulatoren der ABA-Signalwege als Antwort auf 

Wasserstress (NaCl oder ABA-Behandlung) sind. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die 

snrk2.2/snrk2.3-Doppelmutante unempfindlicher gegenüber ABA und auch weniger stark 

betroffen von Wasserverlust in den Blättern war als die snrk2.6-Mutante (Fujii et al., 

2007; Yoshida et al., 2002). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Snrk2.2 und 

Snrk2.3, im Gegensatz zu OST1, lediglich eine untergeordnete Funktion bei der Kontrolle 

von Stomatabewegungen und der Antwort auf Trockenstress spielen (Fujii et al., 2007). 

Dennoch zeigt der Phänotyp der Dreifachmutante ganz klar, dass alle drei Snrk2-Kinasen 

partiell redundante Funktionen in der ABA-vermittelten Antwort auf Wasserstress und 

auch auf verschiedene Entwicklungsprozesse haben müssen (Fujii und Zhu, 2009; Fujita 

et al., 2009; Nakashima et al., 2009).  

Über die Funktion der Snrk2-Kinasen der Gruppe II (Snrk2.7 und Snrk2.8) ist weniger 

bekannt. Mutanten von Arabidopsis, in denen Snrk2.8 ausgeschaltet war, zeigten eine 

hypersensitive Antwort auf Trockenstress und transgene Pflanzen, die Snrk2.8 

überexprimierten, waren signifikant toleranter gegenüber Trockenheit als Wildtyp-

Pflanzen (Umezawa et al., 2004). Die kürzlich analysierten Expressionsprofile einer 

snrk2.7/snrk2.8-Doppelmutante, im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen, die man 

Trockenstress ausgesetzt hatte, bestätigte die Annahme, dass diese beiden Kinasen der 

Untergruppe II eine wichtige Rolle in der Antwort auf Trockenstress spielen (Mizoguchi 

et al., 2010). Trotz dieser Erkenntnisse, konnte bisher nicht gezeigt werden, dass die 

Snrk2-Kinasen der Untergruppe II eine ABA-vermittelte Stressantwort regulieren. Es gibt 

aber Hinweise darauf, dass diese Kinasen an der Regulation von Stoffwechselprozessen 

beteiligt sind. Snrk2.8 wurde als ein positiver Regulator von pflanzlichen 

Wachstumsprozessen, wahrscheinlich durch die Phosphorylierung verschiedener 

Enzyme, die an grundlegenden metabolischen Prozessen beteiligt sind, identifiziert. Es 

gibt Hinweise darauf, dass die Expression von Snrk2.8 durch einen Mangel an Stickstoff, 

Kalium und/oder Phosphor runterreguliert wird, was zu einem verminderten Wachstum 

der Pflanzen führt. Die Überexpression dieser Kinase führt zu einem verbesserten 

Wachstum von Arabidopsis, sowohl bei normalen Nähstoffbedingungen, als auch bei 

Mangelbedingungen. Es wurden bereits verschiedene Zielproteine der Snrk2.8 

identifiziert. Darunter befinden sich 14-3-3-Proteine, die bisher unbekannte Proteine 

regulieren, sowie die Glyoxylase I und die Ribose-5-Phosphat-Isomerase, die 
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Nebenprodukte der Glykolyse entgiften und einen finalen Schritt der Kohlenstofffixierung 

katalysieren (Shin et al., 2007). Noch weniger Informationen sind über die Funktionen der 

ABA-unabhängigen Snrk2-Kinasen der Untergruppe I vorhanden. In Reis konnte gezeigt 

werden, dass die Überexpression einer solchen Kinase (SAPK4) zu einer gesteigerten 

Toleranz gegenüber Salz- und oxidativem Stress führt (Diédhiou et al., 2008). In Medicago 

truncatula konnte eine Snrk2-Kinase der Untergruppe I identifiziert werden, die in der 

Induktion der somatischen Embryogenese beteiligt ist (Nolan et al., 2006). Dennoch gibt 

es deutlich zu wenige Erkenntnisse über die Funktionen der ABA-unabhängigen Snrk2-

Kinasen, so dass keine generellen Aussagen darüber gemacht werden können.  

 

1.2.1.2.4  Phosphorylierungsziele der ABA-aktivierten Kinasen 

 

Die initialen Schritte für die kurzfristige, schnelle Aktivierung von Anionenkanälen in 

Schließzellen, können in Calcium-abhängiger (siehe 1.2.1.2.3.1) und Calcium-

unabhängiger Weise erfolgen (siehe 1.2.1.2.3.2; Levchenko et al., 2005; Marten et al., 

2007). Über solche selektiven Anionenkanäle werden Anionen, wie z.B NO3
- und Cl-, aus 

dem Zytoplasma in den Apoplasten ausgeschleust, was letztendlich zum Stomaschluss 

führt (Van Kirk und Raschke, 1978; Roelfsema und Hedrich, 2005). Der Transport solcher 

Anionen erfolgt dabei entlang des elektrochemischen Gradienten (dem Konzentrations- 

und Potentialgefälle). 

 

1.2.1.2.4.1   Anionenkanäle 

 

Durch Patch-Clamp-Messungen an Schließzellprotoplasten von Vicia faba, konnten zwei 

verschiedene Anionenkanaltypen mit unterschiedlichen Charakteristika identifiziert 

werden. Die Anionenkanäle vom R (rapid)-Typ werden innerhalb von wenigen 

Millisekunden aktiviert, deaktiviert und inaktiviert und zeigen eine ausgeprägte 

Spannungsabhängigkeit. Sie sind inaktiv in hyperpolarisierten Membranen und werden 

durch Depolarisierung aktiviert (Hedrich und Marten, 1993; Kolb et al., 1995). Die 

maximale Aktivität dieses Kanaltypus liegt bei -50mV. Die Aktivierung von 

Anionenkanälen vom S (slow)-Typ dauert mehrere Sekunden (Lindner und Raschke, 1992) 

und ist nur geringfügig spannungsabhängig (Hedrich et al., 1990). Beide Ionenkanaltypen 

sind direkt am Stomaschluss beteiligt, jedoch variiert ihr Beitrag unter dem Einfluss von 

verschiedenen Umweltreizen. Zum Beispiel werden durch Trockenstress sowohl die S-

Typ- als auch die R-Typ-Anionenkanäle durch ABA aktiviert (Roelfsema et al., 2004). Eine 

Erhöhung des CO2-Partialdruckes führt zu einer stetigen Aktivierung der S-Typ-

Anionenkanäle, während die R-Typ-Anionenkanäle dadurch sowohl aktiviert als auch 

deaktiviert werden können (Raschke et al., 2003).  
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In den Schließzellen von Arabidopsis thaliana sind schon seit den achtziger Jahren S-Typ-

Anionenströme dokumentiert worden (Schroeder und Hagiwara, 1989; Schroeder und 

Keller, 1992). Das Gen, das für diesen Anionenkanal kodiert, konnte aber lange Zeit nicht 

identifiziert werden. Im Jahre 2005 konnte dann, in zwei unabhängigen Studien 

gleichzeitig, das Gen, welches für den S-Typ-Anionenkanal kodiert, durch 

Untersuchungen verschiedener Arabidopsis-Mutanten genetisch isoliert werden. Man 

suchte damals einerseits nach Ozon-se siti e  Muta te  d, „ adi al i du ed ell 
death“; Ka gasjä i et al., 2005) und andererseits nach CO2-insensitiven Mutanten (cdi, 

„ a o  dio ide i se siti e“; Negi et al., 2005). Die identifizierten Mutanten rcd3 und cdi3 

trugen die verantwortliche Mutation in dem Gen At1g12480 und wurden später in slac1-

1 „slo  a io  ha el asso iated “; Vahisalu et al., 2008) und slac 1-2 (Negi et al., 2008) 

umbenannt.  

SLAC1 kodiert für einen, ausschließlich in Schließzellen exprimierten, Plasmamembran-

ständigen, nitratpermeablen S-Typ Anionenkanal mit einem [P(NO3
-)/P(Cl-)]-Verhältnis 

von ~10 (Geiger et al., 2009). SLAC1 wird durch das Phytohormon ABA aktiviert. Dabei 

wird die Phosphorylierung von SLAC1 durch die Ca2+-unabhängige Kinase OST1 oder 

durch Ca2+-abhängigen Kinasen der AtCPK-Familie (CPK3, CPK6, CPK21 und CPK23) 

stimuliert (Abbildung 1.16; Lee et al., 2009; Geiger et al., 2009; Geiger et al., 2010; Brandt 

et al., 2012; Scherzer et al., 2012). Funktionsmutanten von SLAC1, deren Aktivität in 

Chlorid-haltigen Puffern gemessen wurde, zeigten reduzierte S-Typ-Anionenströme. 

Pflanzen, denen ein funktionelles SLAC1-Gen fehlt, zeigen einen gestörten Stomaschluss 

in Bezug auf alle essentiellen endogenen Stimuli, wie ABA, Ca2+ oder NO, genau wie auf 

alle Umweltfaktoren, wie CO2, Dunkelheit, Luftfeuchtigkeit und Ozon (Negi et al., 2008; 

Saji et al., 2008; Vahisalu et al., 2008).  

Neben SLAC1, kodiert das Genom von Arabidopsis thaliana noch für vier weitere S-Typ-

Anionankanäle. Diese werden auf Grund ihrer Homologie zu SLAC1 als SLAH1-SLAH4 

„“LAC -Ho ologe“  ezei h et Che  et al., 2010; Negi et al., 2008). SLAH1 und SLAH2 

konnten bisher nur in den Wurzeln exprimiert, gefunden werden. Der S-Typ Anionenkanal 

SLAH3 (At5g24030) wird ähnlich wie SLAC1 ebenfalls in Wurzeln und in den Blättern, da 

nur schwach in den Schließzellen und wesentlich stärker im Mesophyll exprimiert 

(Abbildung 1.15; Zheng et al., 2014). Auf subzellulärer Ebene konnte für die Kanäle SLAH1, 

2 und 3 eine Lokalisation in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Negi et al., 

2008).  

Die Überexpression von SLAH3 unter dem SLAC1-Promoter, resultierte in einer 

Aufhebung des Phänotyps der slac1-Mutante. Beide Proteine können also funktionelle 

Anionenkanäle ausbilden. Beide Kanäle werden durch verschiedene Sets von Kinasen 

phosphoryliert und aktiviert, um den Transport von Anionen über die Plasmamembran 

zu ermöglichen. Es gibt aber einige grundlegende Unterschiede zwischen beiden 

Ionenkanälen. In einem Chlorid-haltigen Medium zeigen Schließzellen, die nur SLAH3 und 

nicht SLAC1 überexprimieren, keine typischen S-Typ-Anionenströme. Bei Experimenten 
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mit Schließzellen in Nitrat-haltigen Puffern, konnten typische Anionenströme gemessen 

werden (Geiger et al., 2011). SLAH3 ist im Gegensatz zu SLAC1 ein spannungsabhängiger, 

durch Nitrat aktivierter Anionenkanal mit einem [P(NO3
-)/P(Cl-)]-Verhältnis von 20.  

 

 

Experimente mit den ABA-unempfindlichen Mutanten abi1-1 und abi2-1 zeigten, dass die 

Typ-2C-Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2 (siehe 1.2.1.2.2) untergeordnet von 

Stickstoffmonoxid (NO) an der ABA-Signalkaskade teilhaben (Desikan et al., 2002). Um 

die Interaktion von SLAH3 mit den ABA-Signalkomponenten zu untersuchen, nutzte man 

die BiFC-Technik. Sowohl im pflanzlichen System der Mesophyllprotoplasten, als auch im 

heterologen Expressionssystem der Xenopus-Oozyten, konnte gezeigt werden, dass 

SLAH3 direkt mit der Calcium-abhängigen Kinase CPK21 an der Plasmamembran 

interagiert. Ebenfalls interagiert CPK21 mit den Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2 an 

der Plasmamembran. Wurden die Kinase CPK21 und die Phosphatase ABI1 zusammen mit 

dem Anionenkanal SLAH3 in Oozyten überexprimiert, ließen sich keine SLAH3-

vermittelten Anionenströme mehr messen (Geiger et al., 2011). Das heißt die 

Stimulierung der beiden Kanäle, SLAC1 und SLAH3 erfolgt auf gleicher Weise, durch den 

Einfluss von ABA, genauer durch die Bildung des Rezeptor-Phosphatase-Komplexes 

RCAR1-ABI1. Die Bindung von ABA an diesen Rezeptor-Phosphatase-Komplex inhibiert 

die Aktivität der Typ-2C-Proteinphosphatase ABI1, wodurch SLAH3, genauso wie SLAC1 

durch interagierende und phosphorylierende Kinasen aktiviert werden kann (Abbildung 

1.16; Ma et al., 2009; Park et al., 2009, Geiger et al., 2011). Da die SLAH3-Aktivierung von 

Nitrat und dessen Stimulierung von ABA abhängig ist, geht man davon aus, dass SLAH3 in 

den Schließzellen die Stomaantwort auf Trockenstress mit dem Nitratmetabolismus und 

den Nitrat-abhängigen Signalwegen verbindet (Geiger et al., 2011). 

 

Abbildung 1.15: Quantifizierung 
der Abundanz verschiedener 
Transkripte in Mesophyll und 
Schließzellen 
Die Transkriptanzahl wurde 

normalisiert auf 10.000 Moleküle 

Aktin. SLAC1 wird fast 

ausschließlich in Schließzellen 

exprimiert. SLAH3 wird auch in 

Schließzellen, aber wesentlich 

stärker noch im Mesophyll 

exprimiert. n = 4 Experimente, 

Mittelwert ± SD; n.d: nicht 

definiert (modifiziert, © Science 

Signaling AAAS; Geiger et al., 
2011) 
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1.2.1.2.4.2   NADPH-Oxidasen   

 

Seit der Entstehung von molekularem Sauerstoff in unserer Erdatmosphäre durch 

Sauerstoff-produzierende, photosynthetisch aktive Organismen vor etwa 2,7 Milliarden 

Jahren, sind reakti e “aue stoffspezies „˃ea ti e O yge e “pe ies“, ˃O“  die 
unwillkommenen Begleiter von aerobem Leben (Halliwell und Gutteridge, 2007). Im 

Gegensatz zu Sauerstoff, sind diese teilweise reduzierten oder aktivierten Derivate von 

Sauerstoff (Singulett-Sauerstoff 1O2; Superoxid-Anion O2
-; Wasserstoffperoxid H2O2; 

Hydroxylradikal HO·) hochgradig reaktiv und toxisch und können zur oxidativen 

Zerstörung von Zellen führen (Asada und Takahashi, 1987). Als Konsequenz dessen, war 

und ist die Evolution von aeroben Organismen von effektiven, ROS beseitigenden 

Mechanismen abhängig. In den letzten Jahren wurden zahlreiche neue Funktionen für 

ROS gefunden: Die Kontrolle und Regulation von biologischen Prozessen, wie Wachstum, 

Zellzykluskontrolle, des programmierten Zelltodes, Hormonhaushalt, die Reaktion auf 

biotischen und abiotischen Stress, sowie die generelle morphologische Entwicklung (Van 

Breusegem und Dat, 2006; Torres et al., 2006; Carol und Dolan, 2006; Gapper und Dolan, 

Abbildung 1.16: Schematische Darstellung der schnellen ABA-Signalwege, die zu einer 
Aktivierung von SLAC1 und SLAH3 in Schließzellen führen 
In Abwesenheit von ABA wird die Autophosphorylierung der CPK-Kinasen und OST1 

durch Interaktion mit den Proteinphosphatasen AB1 und ABI2 inhibiert, wodurch diese 

inaktiv gehalten werden und ihre Zielproteine nicht phosphorylieren können. Nach 

Perzeption von ABA mittels der zytoplasmatischen RCAR/PYR/PYL-Rezeptoren (hier mit 

RCAR dargestellt), werden die Phosphatasen gebunden und inaktiviert. Die Inhibierung 

der Kinasen wird dadurch aufgehoben. Der Anionenkanal SLAH3 kann dann durch die 

Kinase CPK21 phosphoryliert und aktiviert werden. SLAC1 kann durch die Kinasen OST1 

und durch mehrere CPKs aktiviert werden. Die Aktivierung von SLAH3 wird zusätzlich, 

durch die Anwesenheit von extrazellulärem Nitrat, gesteigert. OST1 inhibiert die Aktivität 

des Spannungs-abhängigen einwärtsgerichteten Kaliumkanals KAT1 (Sato et al., 2009). 

Der Anionenausstrom durch SLAH3 und SLAC1 führt zu einer Depolarisierung der 

Schließzellmembran (Levchenko et al., 2005) und zu einem Kaliumausstrom (Ache et al., 

2000; Hosy et al., 2003). Dies bewirk eine Abnahme des Turgors und resultiert im 

Stomaschluss (modifiziert, © Science Signaling AAAS; Geiger et al., 2011). 
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2006). Diese Studien haben das generelle Verständnis von einer dualen Rolle von ROS in 

der Pflanzenbiologie als toxisches Nebenprodukt von aerobem Stoffwechsel und als 

Regulator von essentiellen physiologischen Prozessen, erweitert. Die Verwendung von 

ROS als Signalmolekül durch Pflanzen setzt voraus, dass diese während der Evolution ein 

hochgradiges Netzwerk an Kontrollmechanismen entwickelt haben müssen, um mit den 

ROS und ihrer Toxizität umgehen zu können (Mittler et al., 2004). In Pflanzen wird die 

Produktion von ROS vor allem durch die Erkennung bestimmter Signale, wie 

PAMPs/MAMPs „pathoge / i o e-asso iated ole ula  patte s“  ode  
verschiedener Elicitoren ausgelöst. Die Elicitor-induzierte ROS-Produktion geht mit 

ansteigenden zytoplasmatischen Ca2+-Konzentrationen einher (Blume et al., 2000; 

Kadota et al., 2004; Zhao et al., 2005). Dieser intrazelluläre Ca2+-Anstieg kann durch 

verschiedene Chelatoren (z.B. EGTA und BAPTA) und durch Ca2+-Kanalblocker (z.B. La3+) 

inhibiert werden. Die Elicitor-induzierte ROS-Produktion kann auch durch den Stoff 

Diphenyleniodonium (DPI), der die Aktivität von NADPH-Oxidasen hemmt, inhibiert 

werden (Zhao et al., 2005; Yoshioka et al., 2001). Es konnte zudem gezeigt werden, dass 

die Aktivität der NADPH-Oxidasen in mikrosomalen Membranfraktionen von Tomate und 

Tabak durch Ca2+-Behandlung in vitro gesteigert werden konnte (Sagi und Fluhr, 2001). 

Eine molekulare Analyse hat gezeigt, dass zwei NADPH-Oxidasen, die im Arabidopsis-

Genom kodiert sind, AtrbohD (At5g47910) und AtrbohF (At1g64060), für die ABA-

vermittelte ROS-Produktion und den daraus resultierenden Stomaschluss verantwortlich 

sind. Zehn dieser plasmamembranständigen (Keller et al., 1998) NADPH-Oxidasen sind im 

Genom von Arabidopsis thaliana kodiert. Genchipexperimente mit hochaufgereinigter 

˃NA aus “ hließzelle  % ei  u d Mesoph ll % ei  ide tifizie te  die eide  
homologen Oxidasen AtrbohD und AtrbohF. Die Oxidasen AtrbohA, AtrbohC, AtrbohE 

und AtrbohI konnten nicht in Schließzellen nachgewiesen werden. Die AtrbohB wird zwar 

in geringen Mengen in Schließzellen exprimiert, aber die Behandlung dieser Zellen mit 

ABA, hob die Genexpression von AtrbohB in Schließzellen wieder auf. Die beiden 

Oxidasen AtrbohH und AtrbohJ waren auf den eingesetzten Genchips gar nicht zu finden. 

Die Expression von AtrbohD und AtrbohF war nach ABA-Behandlung in Schließzellen 

hochreguliert. Die Oxidase AtrbohD war, mit und ohne ABA-Behandlung, ebenfalls im 

Mesophyll exprimiert. Dem hingegen war AtrbohF vor der Behandlung mit ABA nicht im 

Mesophyll lokalisiert und nach ABA-Gabe nur in geringsten Mengen (Abbildung 1.17; 

Kwak et al., 2003).  

Um zu untersuchen, ob die NADPH-Oxidasen eine Rolle in ABA-vermittelten 

Signalprozessen spielen, wurden dSpm-Insertionen in die entsprechenden Gene 

eingefügt um deren Expression auszuschalten (Tissier et al., 1999; Torres et al., 2002). Da 

die NADPH-Oxidasen nicht die einzigen möglichen ROS-Produzenten sind, wurden 

Versuche zum ABA-induzierten Stomaschluss zuerst an den Einzelmutanten 

durchgeführt. Die Mutante atrbohD zeigt im Vergleich zum Wildtyp keinen Unterschied 

in Bezug auf den Stomaschluss. Der ABA-vermittelte Stomaschluss in der Einzelmutante 

atrbohF war dagegen leicht beeinträchtigt. Die Doppelmutante atrbohD/F zeigte dagegen 
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eine deutliche, starke Einschränkung des Stomaschlusses im Vergleich zum Wildtyp und 

der Mutante atrbohF. Kontrollmutanten (atrbohE und atrbohD/E) offenbarten keinerlei 

veränderte ABA-Antwort, woraus sich schließen lässt, dass die Mutation atrbohD an einer 

gesteigerten Unempfindlichkeit gegen ABA in der Doppelmutante verantwortlich ist und 

die beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF teilweise überlappende Funktionen bezüglich 

der ABA-vermittelten Schließzellantwort haben müssen. Weiterhin zeigten die 

Schließzellen der Doppelmutante eine verringerte ROS-Produktion, die Folge einer 

Behandlung mit ABA wäre. Diese Beobachtung lässt den Schluss zu, dass die NADPH-

Oxidasen, im Besonderen AtrbohD und AtrbohF, die hauptsächlichen enzymatischen 

Quellen der ABA-induzierten ROS-Produktion in Schließzellen sind (Kwak et al., 2003).  

 

Eine weitere interessante Untersuchung mit Hilfe des zytoplasmatischen Ca2+-Reporters 

„Yello  Ca eleo  . “ Mi a aki et al., 1997; Allen et al., 1999), diente dazu 

festzustellen, ob die, von den NADPH-Oxidasen produzierten ROS einen Einfluss auf die 

ABA-vermittelte Steigerung der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration haben. Nach der 

Behandlung mit 5µM ABA zeigten 85,7% der Wildtyp-Schließzellen, einen Anstieg der 

zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration. Im Gegenteil dazu, zeigten nur 45,5% der 

Schließzellen der Doppelmutante atrbohD/F eine Reaktion auf ABA im Sinne eines 

Anstiegs der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration. Das bedeutet, dass diese NADPH-

Oxidasen die Schließzellantwort, durch Regulation der ABA-induzierten 

zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration, beeinflussen (Kwak et al., 2003).  

Die rboh-Proteine in Pflanzen besitzen zwei putative EF-Hand-Motive (Abbildung 1.18; 

Torres und Dangl, 2005). Ein immobilisiertes, synthetisches Peptid, das die beiden EF-

Hand-Motive der Oxidase AtrbohF beinhaltet, konnte 45Ca2+ binden (Keller et al., 1998). 

Dies legt die Vermutung nahe, dass die Bindung von Ca2+ für die Regulierung der Oxidasen 

notwendig ist. Die Behandlung von Zellen, die transient die NADPH-Oxidase AtrbohD 

überexprimierten, mit Ionomycin, einem Ca2+-Ionophor, zeigte eine schnelle, aber nur 

kurz messbare Induktion der ROS-Produktion. Es konnte jedoch keine ROS-Produktion 

verzeichnet werden, wenn kein extrazelluläres Ca2+ vorhanden war. Diese 

Abbildung 1.17: AtrbohD und AtrbohF sind 
nach ABA-Behandlung in Schließzellen 
hochreguliert 
Die RNA für die Genchipexperimente wurde 

aus Schließzellen und Mesophyllzellen von 

Pflanzen gewonnen, die 4h zuvor mit 100µM 

ABA oder Wasser besprüht wurden. Beide 

Oxidasen sind nach ABA-Behandlung deutlich 

höher in Schließzellen exprimiert als ohne ABA. 

Die Oxidase AtrbohD ist auch ohne ABA-

Behandlung deutlich höher im Mesophyll 

lokalisiert als AtrbohF (modifiziert, © EMBO 

Journal, Kwak et al., 2003). 
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Beobachtungen deuten darauf hin, dass die AtrbohD-vermittelte ROS-Produktion 

hauptsächlich eine Ca2+-abhängige Enzymaktivität ist (Ogasawara et al., 2008). Eine 

Analyse der Aminosäurezusammensetzung der beiden EF-Hand-Motive von AtrbohD 

zeigten einen Asparaginrest an der zwölften Position des zweiten EF-Hand-Motives im 

Gegensatz zu einem zweizähnigen Aspartat- oder Glutaminrest, den auch die meisten EF-

Hand-Motive in anderen untersuchten Proteinen aufweisen (Tanokura und Yamada, 

1984; Gutierrez-Ford et al., 2003; Ogasawara et al., 2008). Um zu testen, ob diese 

Unterschiede in der Aminosäurezusammensetzung der EF-Handmotive, eine Auswirkung 

auf deren Fähigkeit zur Ca2+-Bindung haben, wurde die Affinität von Ca2+ an die beiden 

Wildtyp-EF-Hand-Motive zu binden mit der der mutierten EF-Hand-Motive, mit jeweils 

einem Aminosäureaustausch in der zwölften Position, verglichen. Die zwölfte 

Aminosäure (Glutaminsäure) im ersten EF-Hand-Motiv wurde mit einer nicht-

zweizähnigen Aminosäure (Glutamin) ausgetauscht und zeigte daraufhin eine verringerte 

Affinität zur Bindung von Ca2+. Die zwölfte Aminosäure (Asparagin) in dem zweiten EF-

Hand-Motiv wurde zu einer zweizähnigen Aminosäure (Glutaminsäure) ausgetauscht, 

wodurch das zweite EF-Hand-Motiv im Anschluss eine erhöhte Affinität zur Ca2+-Bindung 

aufwies. Das erste EF-Hand-Motiv trägt also wesentlich stärker zur Bindung von Ca2+ bei 

als das zweite.  

Ähnliche Erkenntnisse konnten drei Jahre später auch für die Oxidase AtrbohF gewonnen 

werden. Auch dieses Enzym besitzt eine Ca2+-abhängige ROS-produzierende NADPH-

Oxidaseaktivität und auch das erste EF-Hand-Motiv von AtrbohF wird für die Bindung von 

Ca2+ benötigt und trägt somit stärker zur Aktivierung der AtrbohF bei, als das zweite EF-

Hand-Motiv (Kimura et al., 2011).  

Ebenso konnte gezeigt werden, dass der Kinase-Inhibitor K-252a, die Elicitor-induzierte 

ROS-Synthese, vermittelt durch die beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF, unterbindet 

(Chandra und Low, 1995; Rajasekhar et al., 1999; Kadota et al., 2004) und der Ser/Thr-

Phosphatase-Inhibitor Calyculin A diese induziert (Felix et al., 1994; Kuchitsu et al., 1995; 

Takahashi et al., 1999; Kojo et al., 2006). Dies zeigt, dass auch eine Phosphorylierung der 

NADPH-Oxidasen für deren Aktivierung notwendig ist. Die ROS-produzierende Aktivität 

der beiden NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF konnte durch Calyculin A, aber auch 

in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ aktiviert werden, was beweist, dass die durch 

Phosphorylierung induzierte ROS-Produktion beider Oxidasen also auch unabhängig von 

Ca2+ sein kann (Kimura et al., 2011). Dies wird in einer kürzlich veröffentlichten Arbeit 

bestätigt, in welcher gezeigt wurde, dass die P˃˃ „patte  e og itio  e epto s“ -

assoziierte Kinase BIK1 nicht nur mit der Oxidase AtrbohD interagieren und diese in 

Elicitor-abhängiger Weise phosphorylieren kann, sondern die Aktivierung der Kinase und 

die anschließende Phosphorylierung der Oxidase unabhängig von Ca2+ erfolgt (Kadota et 

al., 2014).  

Nach einer Behandlung der beiden Oxidasen mit K-252a, konnte die Ionomycin-induzierte 

ROS-Produktion in einer Dosis-abhängigen Weise unterbunden werden. Das bedeutet, 
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dass die Ca2+-induzierte Aktivierung der beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF von einer 

zuvor erfolgten Phosphorylierung der beiden Proteine abhängig ist (Kimura et al., 2011). 

In einem weiteren Versuch, bei dem zuerst eine Behandlung mit Calyculin A und erst 

danach eine Induktion der ROS-Produktion durch Gabe von Ionomycin erfolgte, konnte 

gezeigt werden, dass AtrbohF genau wie AtrbohD synergistisch durch Phosphorylierung 

und Ca2+-Bindung aktiviert wird. Die Quantifizierung der, durch die aktiven Oxidasen 

produzierten ROS ergab, dass AtrbohD generell aktiver ist und signifikant mehr ROS 

produziert (Ogasawara et al., 2008; Kimura et al., 2011).  

Alle Atrboh-Proteine haben eine ähnliche Domänenstruktur (Abbildung 1.18), weshalb 

man vermuten könnte, dass sie auch alle durch einen ähnlichen Mechanismus aktiviert 

werden. Insbesondere aber die Aminosäuresequenzen der N-terminalen, 

zytoplasmatischen Region der Atrboh-Oxidasen sind sehr variabel, weshalb in der Zukunft 

unbedingt weitere vergleichende Analysen durchgeführt werden müssen. Obwohl die 

beiden NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF auf ähnliche Weise aktiviert werden, 

zeigen die Mutanten atrbohD und atrbohF dennoch unterschiedliche Phänotypen. Zum 

Beispiel akkumulieren, durch avirulente Bakterien induziert, gebildete ROS, in 

Wildtyppflanzen und in der Mutante atrbohF, nicht aber in der atrbohD. Auch weil die 

Quantität der durch AtrbohD gebildeten ROS größer ist, kann man davon ausgehen, dass 

diese NADPH-Oxidase vor allem für die Produktion des Großteils, der in Abwehrreaktion 

benötigten ROS, verantwortlich ist. Für AtrbohF wird eher eine Beteiligung am 

hypersensitiven Zelltod angenommen (Torres et al., 2002). Der ABA-induzierte 

Stomaschluss ist in der Mutante atrbohF beeinträchtigt, nicht aber in der atrbohD (Kwak 

et al., 2003). Ethylen induziert die ROS-Produktion und den Stomaschluss in den 

Schließzellen der atrbohD-Mutante, nicht aber in der atrbohF (Desikan et al., 2006). Diese 

signifikanten Unterschiede in der Aktivität beider Oxidasen, könnte eine zumindest 

teilweise funktionelle Diversität zwischen AtrbohD und AtrbohF bedeuten (Kimura et al., 

2011). 

Nachdem die Oxidasen AtrbohD und F durch Ionomycin und den damit verbundenen 

kurzzeitigen zytoplasmatischen Ca2+-Anstieg aktiviert wurden, zeigte sich keine 

kontinuierliche Aktivierung der beiden Oxidasen, stattdessen erfolgte eine schnelle 

Inaktivierung (Ogasawara et al., 2008; Kimura et al., 2011). Diese Tatsache suggeriert die 

Anwesenheit eines inhibitorischen Mechanismus, der die ROS-produzierende Aktivität 

der Oxidasen direkt nach deren Aktivierung wieder unterdrückt. Die physiologische 

Relevanz eines solchen inhibitorischen Mechanismus liegt in der hohen Toxizität von ROS, 

die vorwiegend darin besteht prinzipiell jedes Protein oxidieren zu können. So könnten 

auch die beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF durch die von ihnen gebildeten ROS 

inaktiviert werden. Diese Annahme wird aber dadurch wiederlegt, dass die, durch 

Calyculin A induzierte, ROS-Produktion auch noch nach der transienten Aktivierung der 

Oxidasen durch Ionomycin messbar war (Kimura et al., 2011).  
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Für die in Wurzelhaarspitzen lokalisierte, Oxidase AtrbohC wurde ein positiver 

Regelmechanismus durch die Wirkung von ROS und Ca2+ beschrieben. Die Oxidase wird 

phosphoryliert und produziert ROS, wodurch benachbarte Ca2+-Kanäle aktiviert werden 

und der Ca2+-Einstrom in die Zelle erfolgt. Ca2+ bindet dann direkt an die EF-Hand-Motive 

der Oxidase, wodurch die Synthese von ROS noch gesteigert wird (Abbildung 1.19; Takeda 

et al., 2008). Der Auslöser für diesen Mechanismus ist bisher unbekannt. Auch ob die 

beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF ebenfalls auf diese Weise wirken, ist bisher unklar. 

Die Doppelmutante atrbohD/atrbohF zeigt keine ABA-induzierte ROS-Produktion, keine 

Aktivierung von Ca2+-permeablen Kanälen und einen gestörten Ca2+-Einstrom in die 

Schließzellen (Kwak et al., 2003), was nahelegt, dass ein positiver Regelmechanismus, der 

durch die beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF reguliert wird, ebenfalls eine Rolle in 

ABA-Signalwegen spielt.   

 

 

 

 

 

Abbildung 1.18: Putative Proteinstruktur der beiden NADPH-Oxidasen AtrbohD und 
AtrbohF 
Der C-Terminus ist hoch konserviert, trägt eine FAD- und eine NAD-bindende Domäne, 

u d i d zu se hs T a s e a do ä e  i  Fo  o  α-Helices organisiert. Der N-

Terminus unterscheidet sich zwischen den einzelnen Atrbohs und weist jeweils zwei EF-

Hand-Motive (blau) auf (Diese Darstellungen beziehen sich auf Analysen die mit dem 

„Co se ed Do ai s“-We kzeug de  I te etseite „NCBI“ du hgefüh t u de . Mit 
dunkelgrünen Pfeilen sind die bisher bekannten Phosphorylierungsstellen angedeutet 
(Sirichandra et al., 2009; Dubiella et al., 2013; Kadota et al., 2014). 
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Die Aktivität der NADPH-Oxidasen wird durch Phosphorylierung reguliert, aber 

Proteinkinasen, die die NADPH-Oxidasen phosphorylieren können, waren lange Zeit nicht 

bekannt. Zuvor wurden zwei Calcium-abhängige Kinasen, StCDPK4 und StCDPK5, in der 

Kartoffel identifiziert, die die Oxidase StrbohB aktivieren können (Kobayashi et al., 2007). 

In Arabidopsis konnten Mitglieder der CDPK- und der Snrk2-Kinasen identifiziert werden, 

die eine Rolle in ABA-vermittelten Signalprozessen spielen (Mustilli et al., 2002; Yoshida 

et al., 2002; Mori et al., 2006; Zhu et al., 2007). Eine Mutation in dem Gen der Snrk2-

Kinase OST1 beeinträchtigt die ABA-vermittelte ROS-Produktion in Schließzellen. 

Tatsächlich konnte durch die BiFC-Methode gezeigt werden, dass OST1 mit AtrbohF an 

der Plasmamembran interagiert. Weiterhin konnte durch spektrometrische Analysen 

gezeigt werden, dass die Kinase OST die zwei Serinreste S13 und S174 der Oxidase 

AtrbohF phosphoryliert (Sirichandra et al., 2009). Der Serinrest S174 ist auch in der 

Oxidase AtrbohD als S163 konserviert und wird in diesem Protein als Antwort auf flg22 

phosphoryliert (Benschop et al., 2007).  

Der Elicitor flg22 induziert den Stomaschluss in Wildtyppflanzen, aber nicht in der 

Mutante ost1 (Melotto et al., 2006). Diese Tatsache beweist, dass OST1 sowohl die ABA- 

als auch Pathogen-vermittelten Signalprozesse, die den Stomaschluss durch die 

Aktivierung der NADPH-Oxidasen, zumindest von AtrbohF, induzieren, miteinander 

verbindet. Auch einige CPKs bewirken die Ca2+-vermittelte Proteinphosphorylierung 

während pflanzlicher Verteidigungsantworten (Harmon et al., 2000; Harper und Harmon, 

2005). CPK4, 5, 6 und 11 wurden als Enzyme identifiziert, deren Funktionen mit 

Immunsignalprozessen, die durch den PAMP-Rezeptor FLS2 ausgelöst werden, korreliert 

sind (Boudsocq et al., 2010). Die Oxidase AtrbohD wird ebenfalls als Antwort auf das 

bakterielle PAMP-Molekül Flagellin in vivo phosphoryliert. Davon ausgehend wurde die 

Abbildung 1.19: Hypothetisches Model über die rboh-Aktivierung durch 
Phosphorylierung als Auslöser für einen positiven Regelmechanismus durch Ca2+ und 
ROS 
Die Phosphorylierung der Oxidase durch eine interagierende Kinase ist die Voraussetzung 

für die Ca2+-induzierte ROS-Produktion von AtrbohD und AtrbohF (rot). Im Gegensatz 

dazu ist die Phosphorylierungs-induzierte ROS-Produktion unabhängig von Ca2+. Die 

Kinase-vermittelte (orange) Phosphorylierung der Oxidase resultiert in einer Aktivierung 

der ROS-Produktion, wodurch Ca2+-Kanäle (rosa) aktiviert werden und somit ein Ca2+-

Einstrom stattfindet. Ca2+ bindet dann an die beiden EF-Hand-Motive (hellblau) der 
Oxidasen und die ROS-Produktion wird weiter verstärkt.  
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CPK5, nach biochemischer Aktivierung als Zelltodmediator in Zusammenhang mit einer 

direkten Interaktion mit der Oxidase AtrbohD und deren Phosphorylierung in vivo, 

identifiziert (Dubiella et al., 2013).  

Die NADPH-Oxidase AtrbohD ist in diskreten, dynamischen Domänenstrukturen in der 

Plasmamembran von lebenden Zellen organisiert (Hao et al., 2014). Dabei beruht diese 

Organisation wahrscheinlich auf der Existenz von verschiedenen oligomeren Zuständen, 

die Monomere und Dimere mit einschließen. Zuvor konnte gezeigt werden, dass die 

aktive Konformation der NADPH-Oxidase aus Oryza sativa OsrbohB eine dimere Struktur 

aufweist und Monomere über ihre terminalen zytoplasmatischen Domänen miteinander 

interagieren können (Oda et al., 2010). Die bisher bekannten Regulatoren der 

Oxidaseaktivität können die Dynamik der Oxidase in der Plasmamembran entscheidend 

beeinflussen. So kann die Behandlung von transfizierten Arabidopsis-Epidermiszellen mit 

dem Ca2+-Ionophor Ionomycin zu einem signifikanten Anstieg des Diffusionskoeffizienten 

und zu einer verstärkten Dimerbildung der Oxidase AtrbohD führen (Hao et al., 2014).   

Da die Oxidase AtrbohD durch Bindung von Ca2+ an die beiden EF-Hand-Motive aktiviert 

wird (Ogasawara et al., 2008), könnte die schnellere laterale Membrandiffusion der 

Oxidase nach der Stimulierung mit einer Ca2+-induzierten Konformationsänderung des 

Enzyms zusammenhängen. Da zelluläre Endozytosevorgänge die Fluktuation von 

Membranproteinen und somit deren Signalaktivität beeinflussen, ist es denkbar, dass die 

Oxidase AtrbohD ebenfalls Clathrin-abhängig internalisiert und somit in ihrer 

Lokalisierung und dadurch in ihrer Aktivität reguliert werden kann (Hao et al., 2014). 

Diese Daten lassen vermuten, dass auch die Organisierung der NADPH-Oxidase AtrbohD 

in Membrandomänen, die dadurch veränderten Proteindynamiken und die Clathrin-

vermittelte Endozytose der Oxidase, auf synergistische Weise deren Aktivität und 

Funktion verändern.  

Durch die Produktion von ROS, welches als Botenstoff in Signalprozessen fungiert, 

regulieren NADPH-Oxidasen eine Vielzahl von wichtigen Prozessen in Pflanzen. Sie sind 

einzigartig unter den in Pflanzen vorhandenen ROS-Produktionsmechanismen, weil sie 

unterschiedliche Signaltransduktionswege, wie Ca2+, Proteinphosphorylierung und 

Lipidsignalprozesse mit der Produktion von ROS verknüpfen. NADPH-Oxidasen vermitteln 

ebenso die schnelle Signalweiterleitung über lange Distanzen, durch die Generierung 

einer sich selbstständig ausbreitenden Welle von ROS, wodurch die systemische 

Genexpression ausgelöst wird. Verantwortlich für die Vermittlung von lokalen und 

systemischen Signaltransduktionsprozessen, sind die NADPH-Oxidasen die zentral 

treibende Kraft der ROS-vermittelten Signalprozesse in Zellen und der Schlüssel für die 

Integration von vielen verschiedenen Signaltransduktionswegen in Pflanzen. 
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1.3 Ziel dieser Arbeit 
 

 

In tierischen und pilzlichen Zellen konnten Plasmamembrandomänen bereits ausführlich 

als Signalplattformen charakterisiert werden. Im Laufe der Zeit konnten immer mehr 

Beweise dafür geliefert werden, dass solche Membrandomänen auch für die Regulation 

von Signalprozessen in pflanzlichen Zellen eine Rolle spielen. Nachdem die Komposition 

und die Dynamik dieser lateralen Kompartimente auch in Pflanzen ausführlich 

beschrieben und charakterisiert wurde, konnten Gemeinsamkeiten, aber auch einige 

grundlegende Unterschiede im Vergleich zu ihren tierischen und pilzlichen Pendants 

festgestellt werden. Um nun auch die Funktion dieser Membrandomänen im pflanzlichen 

System besser verstehen zu können, wurden diese in Form von DRM-Fraktionen durch 

Detergenzbehandlung isoliert und massenspektrometrisch untersucht. Dabei konnten 

mehr als 200 Proteine identifiziert werden, von denen 50% bisher nicht in zuvor 

durchgeführten DRM-Analysen detektiert werden konnten. Unter anderem konnte ein 

Membrandomänen-assoziierter Proteinkomplex, bestehend aus der regulatorischen 

Kinase CPK21 und der PP2C-Phosphatase ABI1, identifiziert werden. Dieser 

Proteinkomplex reguliert auch den Mesophyll-lokalisierten Anionenkanal SLAH3. Die an 

dieser Stelle anschließenden Untersuchungen bestätigten, dass SLAH3 abhängig von 

seiner Lokalisierung innerhalb oder außerhalb von Membrandomänen reguliert wird und 

diese Domänen somit eine Plattform für die Assemblierung und Funktion von 

Proteinkomplexen darstellen.  

Die NADPH-Oxidase AtrbohD ist verantwortlich für die Generierung von ROS während der 

ABA-vermittelten Antwort auf einen Befall durch Pathogene und konnte ebenfalls in den 

isolierten und analysierten DRMs, als Membrandomänen-assoziiertes Signalprotein 

identifiziert werden. Die enzymatische Aktivität dieser Oxidase wird durch die Ca2+-

Bindung und Phosphorylierung über die direkte Interaktion mit einer Proteinkinase 

synergistisch reguliert. Die Funktion von AtrbohD in Mesophyllzellen und die damit 

zusammenhängende Zelltyp-spezifische Regulation der ROS-Synthese ist bisher nur 

unzureichend verstanden. Bisher weiß man, dass die Aktivierung von AtrbohD durch die 

Kinase CPK5 zu einer schnellen Signalweiterleitung und ROS-basierten Antwort auf 

Pathogenbefall führt. In Schließzellen konnte gezeigt werden, dass die homologe Oxidase 

AtrbohF durch die Snrk2-Kinase Snrk2.6/OST1 phosphoryliert und letztlich aktiviert wird, 

wodurch die Produktion von ROS und somit der Stomaschluss eingeleitet wird.  

Von diesen wenigen bekannten und funktionell relevanten Interaktionen ausgehend soll 

nun mit Hilfe verschiedener mikroskopischer Methoden zur Analyse von Protein-Protein-

Interaktionen ein weiterer Interaktionspartner für die NADPH-Oxidase AtrbohD 

identifiziert werden. Ausgehend von der bekannten Interaktion zwischen AtrbohF und 

der Snrk2-Kinase OST1, stehen vor allem die im Mesophyll lokalisierten Snrk2-Kinasen als 

potentielle Interaktionspartner der Oxidase AtrbohD im Vordergrund. Im Verlauf dieser 

Untersuchungen soll weiterhin geklärt werden, ob die funktionelle Regulation und die 
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Aktivierung von AtrbohD von der Lokalisierung der Oxidase innerhalb oder außerhalb von 

spezifischen Plasmamembrandomänen beeinflusst wird, so wie es zum Beispiel für den 

zuvor untersuchten Anionenkanal SLAH3 der Fall ist, oder ob die Oxidase AtrbohD 

unabhängig von ihrer Membranumgebung reguliert wird. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Molekularbiologie 

 
 

2.1.1 Bakterienkultivierung 

 

2.1.1.1  Escherichia coli M˃F  

 

Für Transformation (2.1.2.1), Untersuchung und Aufreinigung von DNA (2.1.4) im Zuge 

von Klonierungsprozessen, wurde der chemisch kompetente Escherichia coli Stamm XL1 

Blue MRF  e e det. Bei opti ale  Kultu edi gu ge  o  °C ha e  diese Bakte ie  
eine Verdopplungszeit von 20-30 min. Die Kultivierung dieser Bakterien erfolgte auf LB 

(Luria-Bertani)-Medium, welches nach der Transformation der Bakterien zu 

Selektionszwecken mit den entsprechenden Antibiotika, immer mit einer finalen 

Konzentration von 50µg/l, versetzt wurde. Wenn mit pNB1, pSat, pcDNA3.1, pEF1 oder 

pUBQ10 USER-Vektoren (2.12) kloniert wurde, wurde Ampicillin zugesetzt und bei 

Verwendung von pCambia USER-Vektoren Kanamycin (2.12). Für die längerfristige 

Lagerung transformierter Bakterien, wurde 1ml einer gut angewachsenen Kultur durch 

)e t ifugatio  i  ei e  Tis hze t ifuge „Mi i“pi ® Plus“, Eppe do f  pelletie t, i  l LB-

Medium, versetzt mit 40% Glycerol, resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Aus diesen 

Cryostocks wurden dann direkt die Kulturen für die DNA-Midiprep (2.1.4.2) angeimpft. 

 

LB-Medium:  10g/l Trypton 

   5g/l Hefeextrakt 

   10g/l NaCl 

   (15g/l Agar-Agar, dänisch, für Agar-Platten) 

 

2.1.1.2  Agrobacterium tumefaciens GV3101 

 

Für die transiente Genexpression in Tabakpflanzen (2.7) wurde der elektrokompetente 

Stamm GV3101 des Bodenbakteriums Agrobacterium tumefaciens verwendet. Bei einer 

Temperatur von 28°C beträgt die Verdopplungszeit dieser Bakterien 90 min. Die 

Kultivierung erfolgte auf YEB-Medium, welches 10µg/l Rifampicin und 25µg/l Gentamycin 

enthielt. Zur Selektion von erfolgreich mit pCambia-Konstrukten (2.12) transformierten 

Bakterien wurde dem Medium zusätzlich noch 100µg/l Kanamycin zugesetzt. Auch von 

diesen Bakterien wurden, nach erfolgreicher Transformation, Cryostocks in YEB-Medium 

mit 40% Glycerol angefertigt und zum direkten animpfen von Infiltrationskulturen (2.7) 

verwendet. 
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YEB-Medium:  5g/l Trypton 

   5g/l Hefeextrakt 

   5g/l Saccharose 

   50mM MgSO4 
   (15g/l Agar-Agar, dänisch für Agar-Platten) 

 

2.1.2 DNA-Transformation 

 

2.1.2.1  T a sfo atio  o  M˃F  

 

Tiefgefrorene 50µl-Ali uots o  M˃F  u de  la gsa  auf Eis aufgetaut u d it , µl 
einer USER-Reaktion (2.1.15) oder eines Ligationsansatzes (2.1.17) versetzt. Nach einer 

zweiminütigen Inkubationszeit auf Eis wurden die Bakterien für 45 sec einem Hitzeschock 

von 42°C unterzogen. Nach einer weiteren kurzen Inkubation von 2-3 min auf Eis wurden 

die Bakterien bei Raumtemperatur (RT) für eine Minute in einer Tischzentrifuge bei 

maximaler Geschwindigkeit pelletiert. Der Überstand wurde bis auf etwa 50µl 

abgeschüttet, das Bakterienpellet darin resuspendiert, auf einer vorgewärmten LB-Agar-

Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. 

 

2.1.2.2  Transformation von GV3101 

 

Die Agrobakterien vom GV3101-Stamm tragen ein entschärftes Ti-Plasmid, welches die 

Transferfunktionen in den Wirt enkodiert, aber nicht mehr das T-DNA-Segment 

beherbergt, welches in die Pflanze übertragen wird. Dieses befindet sich auf einem 

separaten Plasmid, welches typischerweise in Escherichia coli manipuliert und dann über 

Elektroporation in den Agrobakterienstamm transformiert wird. Dies nennt man ein 

„ i ä es Vekto s ste “. I  u se e  Fall ha delt es si h da ei u  die pCa ia U“E˃-

Vektoren (2.12).  

Zuerst wurden die Agrobakterien als Flüssigkultur in 5ml YEB-Medium, versetzt mit den 

Antibiotika Rifampicin (10µg/l) und Gentamycin (25µg/l), bei 28°C angezogen. Zum 

Ernten werden die Zellen 3-4mal für eine Minute bei 8000×g (relative 

Zentrifugalbeschleunigung als Vielfaches der mittleren Erdbeschleunigung g) und RT 

pelletiert und mit jeweils 800µl H2Oreinst gewaschen. Zum Schluss werden die Zellen in 

50µl H2Oreinst resuspendiert. Die Bakterienlösung wurde mit 1µl DNA versetzt und in eine 

auf Eis abgekühlte Küvette mit einem Eletrodenabstand von 2mm gegeben. Die 

Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von - V fü  ,  se  „Ele t opo ato  
“, Eppe do f . Die Bakte ienzellen wurden danach in 1ml SOC-Medium 

aufgenommen und für eine Stunde leicht geschüttelt bei 28°C, um die Expression der 
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Antibiotikaresistenzen zu optimieren. Durch Zentrifugation für eine Minute bei 8000xg 

und RT wurden die Zellen pelletiert, der Überstand bis auf 50µl verworfen, die Zellen im 

verbliebenen Überstand resuspendiert und auf einer vorgewärmten YEB-Agarplatte mit 

100µg/l Kanamycin, zusätzlich zu den oben genannten Antibiotika, ausplattiert und für 2 

Tage bei 28°C inkubiert. Parallel dazu wurde ein GV3101-Stamm, der einen 19K-Enhancer, 

einen Genabschnitt der die Transkriptionsaktivität der transformierten Gene verstärken 

und eine methylierungsbedingte Abschaltung dieser verhindern soll, trägt, auf YEB-

Platten mit Rifampicin, Gentamycin und Kanamycin ausplattiert und für zwei Tage bei 

28°C inkubiert.  

 

SOB-Medium:  20g/l Trypton 

   5g/l Hefeextrakt 

   0,5g/l NaCl 

   5g/l MgSO4·7H2O 

 

SOC-Medium:  SOB-Medium + 10mM Glukose 

 

2.1.3 Gelelektrophorese von Nucleinsäuren 

 

Die Separierung von Nucleinsäurefragmenten mittels Gelelektrophorese beruht auf dem 

Prinzip, dass die Zucker-Phosphatketten der Nucleinsäuren negativ geladen sind und 

somit von der Kathode zu Anode migrieren. Dies geschieht unter Ausnutzung der 

unterschiedlichen Mobilitäten, mit denen die verschieden großen Moleküle in der Lage 

sind das stark vernetzte, viskose Medium, das Agarosegel, zu passieren. Die optimale 

Auflösung dieser Separierung ist abhängig von der Porengröße, welche wiederrum vom 

Anteil der Agarose im Gel abhängt. Idealerweise benutzt man für Fragmentgrößen von 

500 – 7.000bp 1%ige Agarosegele, bei Fragmentgrößen zwischen 200 – 4.000bp 2%ige 

und bei Fragmentgrößen unter 1.000bp eignen sich 3%ige Agarosegele am besten.  

 

2.1.3.1  Analytische DNA-Gelelektrophorese 

 

Die Bestimmung der unterschiedlichen Längen des Elektrophoresematerials erfolgte 

du h de  Ve glei h it ei e  sel st he gestellte  -Pst-Größenmarker, der parallel zur 

Probe mit auf das Agarosegel aufgetragen wurde (0,5µg pro Tasche). Dazu wurde DNA 

des -Phagen komplett mit dem Restriktionsenzym PstI verdaut, wodurch genau 29 

Fragmente mit definierten Längen entstehen. Die zu analysierende DNA wurde im 

Verhältnis 1:1 mit einem DNA-Probenpuffer versetzt und in die jeweiligen Taschen auf 

dem Gel aufgetragen. Die Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente erfolgte bei einer 

konstanten Spannung von 100V für 30-60 min in einem TAE-Puffer. Die Visualisierung der 
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DNA-Fragmente erfolgte über UV-T a sillu i atio  „Gel iX I age “, INTA“; „BLsta “, 
Biometra) von 0,005% „GelG ee TM“ Biotiu , e thalte  i  de  Aga osegele . Diese  
fluoreszente Farbstoff ist weniger genotoxisch als Ethidiumbromid, da er nicht in lebende 

Zellen eindringen und mit deren DNA interkalieren kann.  

 

2.1.3.2  Präparative DNA-Gelelektrophorese 

 

Präparative Agarosegele dienten der Separierung von unterschiedlich langen DNA-

Fragmenten nach USER-PCRs (2.1.11) oder Restriktionsverdauen (2.1.16) um gewünschte 

Fragmente von unerwünschten zu separieren, aus dem Gel auszuschneiden und 

anschließend aus dem Gel aufzureinigen (2.1.5). Dafür wurden die Gele dicker gegossen 

als bei analytischen Gelen und zwischen jeder aufgetragenen Probe eine Tasche leer 

gelassen um eine Durchmischung der Fragmente beim späteren Ausschneiden zu 

vermeiden.  

 

25X TAE-Puffer:  121g/l Tris 

    28,55gml/l Essigsäure 96% 

    18,6g/l Na2EDTA·2H2O 

    pH  ,  

 

5X DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau 

    0,25% (w/v) Xylencyanol 

    100mM EDTA 

    50% Glycerin 

 

2.1.3.3  RNA-Gelelektrophorese 

 

Die elektrophoretische Auftrennung von unterschiedlich langen RNA-Fragmenten 

erfolgte in 5% Formaldehyd-haltigen 1,5%igen Agarosegelen in einem MEN-

Puffersystem. Die RNA wurde im Verhältnis 1:1 mit einem RNA-Probenpuffer versetzt, 10 

min bei 70°C aufgekocht, für 2 min auf Eis  abgekühlt, in die Taschen des entsprechenden 

Gels geladen und bei einer Spannung von 60-70V ca. 90 min laufen gelassen. Den 

Aga osegele  u de , % „Gel˃edTM“ Biotiu  zugesetzt u  die ˃NA-Fragmente 

anschließend über UV-Transillumination detektierbar zu machen.  

 

10× MEN:    41,86g/l MOPS 

    3,89g/l Na-Acetat (H2O-frei) 

    1,86g/l EDTA (Na2-Salz) 

    pH 7,0 
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2× RNA-Probenpuffer: 95% Formamid 

    0,025% SDS 

    0,025% Bromphenolblau 

    0,025% Xylencyanol 

    0,5mM EDTA 

 

2.1.4 DNA-Aufreinigung 

 

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli M˃F  e folgte i  klei e  Maßsta  
von 1,5ml (DNA-Miniprep) zum Zwecke der Klonierung (2.1.15 und 2.1.17) und Kontrolle 

(2.1.10 und 2.1.16) von Expressionskonstrukten. In größerem Maßstab von 200ml (DNA-

Midiprep) erfolgte die Präparation von Plasmid-DNA vor allem zu Gewinnung von 

größeren Mengen reinerer Plasmid-DNA für Transformations- und Transfektionsprozesse 

(2.1.2, 2.3, 2.5 und 2.6). 

 

2.1.4.1  DNA-Miniprep 

 

Nach einer Transformation (2.1.2.1) gewachsene Einzelkolonien wurden in 2ml LB-

Medium, mit dem entsprechenden Antibiotikum, angeimpft und bei 37°C über Nacht 

ON  ei  U d ehu ge  p o Mi ute „ e olutio s pe  i ute“, p  s hüttel d 
inkubiert. 1,5ml dieser Kultur wurden für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert 

und der Überstand bis auf ca. 50µl abgenommen. Das Bakterienpellet wurde in dem 

verbliebenen Überstand resuspendiert und durch alkalische Lyse nach Birnboim und Doly 

(1979) aufgeschlossen. Dazu wurden die resuspendierten Bakterien mit 400µl TENS-

Puffer vermischt. Durch Zugabe von 200µl 3M Natriumacetat (pH 5,2) wurde die Lösung 

neutralisiert und Proteine sowie chromosomale DNA präzipitiert. Nach Zentrifugation bei 

maximaler Geschwindigkeit für 15 min wurde der DNA-haltige Überstand mit 800µl 

Isopropanol vermischt und für weitere 15 min bei maximaler Geschwindigkeit 

zentrifugiert. Die pelletierte Plasmid-DNA wurde im Anschluss mit 500µl 70%igem 

Ethanol gewaschen (5 min Zentrifugation) und getrocknet (dazu wurde das 

Mikroliterreaktionsgefäß (RK1G, Hartenstein) offen und umgedreht auf Filterpapier 

gestellt). Das DNA-Pellet wurde zum Schluss in 30µl H2Oreinst resuspendiert. Die so 

aufgereinigte DNA wurde anschließend zur Kontrolle einer Klonierung (2.1.15, 2.1.17) in 

einem Restriktionsverdau (2.1.16) analysiert. 

 

TE-Puffer:   10mM TrisHCl pH 7,0 

    1mM EDTA pH 8,0 
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TENS-Puffer:   9,4ml TE-Puffer 

    0,5ml 10% SDS 

    0,1ml NaOH 

    100µg/ml RNAse 

 

2.1.4.2  DNA-Midiprep 

 

Größere Mengen reiner DNA, wie sie für Transformations- und Transfektionsprozesse 

. . , . , .  u d .  ot e dig ist, u de it de  „˂iage  Plas id Plus Midi Kit“ 
(Qiagen) entsprechend der Herstellervorgaben aus 200ml einer gut angewachsenen ON-

Kultur isoliert und in 100µl sterilem H2Oreinst aufgenommen. Nach Quantifizierung (2.1.6) 

und Sequenzierung (2.1.7) der DNA war diese, gelagert bei 4°C, für mehrere Monate 

verwendbar. 

 

2.1.5 DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen 

 

Mittels präparativer Gelelektrophorese (2.1.3.2) aufgetrennte DNA-Fragmente wurden 

durch UV-Transillu i atio  „UV Ba d-Eluto “, Bio et a  detektie t u d it Hilfe o  
sterilisierten Skalpellklingen aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Um sie in 

Ligationsansätzen (2.1.15 und 2.1.17) verwenden zu können, wurde die DNA mit Hilfe des 

„˂ia ui k Gel E t a tio  Kit“ ˂iage  e tsp e he d de  He stelle o ga e  aus de  
Agarose aufgereinigt und in 30µl H2Oreinst eluiert und quantifiziert (2.1.16). 

 

2.1.6 DNA-Quantifizierung 

 

Die Konzentrationsbestimmung und somit quantitative Analyse der aufgereinigten (2.1.4 

u d . .  Nu lei säu e  e folgte du h Nutzu g des „Na od op “ Photo ete s 
(Thermo ScientificTM). Dabei wurde die optische Dichte (OD) der eingesetzten Suspension 

bei folgenden Wellenlängen gemessen: 230nm für organische Bestandteile, 260nm für 

Nucleinsäuren, 280nm für aromatische Aminosäuren und 320nm für RNA. Das Verhältnis 68 nm für DNA-Messungen, ermöglicht die Bestimmung von Proteinkontaminationen in 

der DNA-Suspension. Werte über 1,8 sind akzeptabel und ideal sind sie wenn sie über 1,9 

liegen. Für die Transformation von HEK-Zellkulturen (2.5) wurde nur DNA mit einem 

Reinheitswert über 1,9 verwendet. 
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2.1.7 DNA-Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung und somit qualitative Analyse der aufgereinigten (2.1.4) 

Nucleinsäuren, vor allem von Plasmid-DNA, e folgte a h de  „Dideso ethode“, ode  
au h „Kettenabbruch-“ these“ genannt (Sanger et al., , du h die Fi e  „LGC 
Ge o i s“ u d „GATC Biote h“. Beide Fi e  e utzte  dafü  de  „ l DNA 
A al ze “ Applied Bios ste s . I  G u de i d du h, it Fluoreszenzfarbstoffen 

gekoppelte ddNTPs, die in die neu synthetisierten DNA-Stränge eingebaut werden und so 

zu einem Kettenabbruch führen, und nach Kapillarelektrophorese von einem Detektor 

erkannt werden, die genaue Sequenz des DNA-Stranges aufgezeichnet. Als 

Sequenzierprimer wurden solche gewählt, die an genau definierten Stellen innerhalb des 

Pol li ke s, ode  au h „Multiple lo i g site“ MC“  ge a t, des zu a al sie e de  
Vektorkonstruktes, binden konnten. Die Analyse der Sequenzierdaten erfolgte mit Hilfe 

de  “oft a e „Ve to  NTI Ad a e®“ Ve sio  .  Life Te h ologies .  

 

2.1.8 Primerdesign 

 

Fü  die Ko zeptio  o  P i e  alle  A t u de e e falls die “oft a e „Ve to  NTI 
Ad a e®“ Ve sio  .  ge utzt. De  e e dete  U“E˃-Primern wurde immer die 

Sequenz GGCTTAAU a  de  Vo ä tsp i e     P i e  f d  o gehä gt u d de  
˃ü k ä tsp i e     e  die “e ue z UAATTTGG angehängt. Weiterhin wurde 

immer auf eine etwaige Annealingtemperatur (Die Temperatur bei der die Primer an die 

denaturierte DNA binden) von 60°C geachtet. Die Synthese der Primer erfolgte durch die 

Fi a „Meta io “.  

 

2.1.9 PCR-Amplifikation 

 

Die Produkte aus Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR) wurden vorwiegend zur 

Amplifikation von DNA-Fragmenten für Klonierungen (2.1.15 und 2.1.17) genutzt. 

Generell kam dabei die PfuCx DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (hausintern 

aufgereinigt), in einem finalen Reaktionsvolumen von 50µl (Tabelle 2.1), zum Einsatz. Die 

˃eaktio e  u de  e t ede  i  „Maste le  pe so al“ Eppe do f  ode , bei mehr als 

10 Proben, i  „P i us The o le “ MWG-Biotech) durchgeführt. 
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PCR-Bestandteil Menge 

5× Phusion® HF Reaction buffer (NEB GmbH) 10µl 

MgCl2 (50mM) 2,5µl 

dNTPs (10mM) (Fermentas) 1µl 

fwd Primer (10µM) 1µl 

rev Primer (10µM) 1µl 

DNA Template (100ng/µl) 1µl 

PhuCx DNA-Polymerase 0,5µl 

HPLC-H2O Final 50µl 

Tabelle 2.1: PCR-Amplifikation 
 

Nach der Reaktion wurden 3µl der PCR im Verhältnis 1:1 mit DNA-Probenpuffer versetzt 

und auf ein analytisches DNA-Agarosegel (2.1.3.1) aufgetragen, um das amplifizierte 

DNA-Fragment zu detektieren. Wenn nötig wurde das gewünschte PCR-Fragment durch 

präparative DNA-Agarosegelelektrophorese (2.1.3.2) und anschließende DNA 

Aufreinigung aus Agarosegelen (2.1.5) von anderen unerwünschten Fragmenten sauber 

getrennt und im weiteren Verlauf für Klonierungsprozesse (2.1.15) verwendet. 

 

2.1.10 Kolonie-PCR 

 

Die Kolonie PCR wurde durchgeführt (Tabelle 2.3) um schnell und einfach die korrekte 

Insertion eines Konstruktes in den gewünschten Vektor zu überprüfen. Für die 

Amplifikation von Kontroll-PCR-Produkten wurden Einzelkolonien einer Klonierung 

(2.1.15, 2.1.17) in 10µl HPLC-H2O gelöst und durch starkes vortexen lysiert. Von dieser 

Bakteriensuspension wurde 1µl in die Reaktion mit der PhuCx-Polymerase in einem 

Gesamtreaktionsvolumen von 20µl eingesetzt. 

PCR-Bestandteil Menge 

5× Phusion® HF Reaction buffer (NEB GmbH) 4µl 

MgCl2 (50mM) 1µl 

dNTPs (10mM) (Fermentas) 1µl 

fwd Primer (10µM) 1µl 

rev Primer (10µM) 1µl 

Bakteriensuspension 1µl 

PhuCx DNA-Polymerase 0,2µl 

HPLC-H2O final 20µl 

Tabelle 2.2: Kolonie-PCR 
 

Auch hier wurden nach der Reaktion 3µl der PCR im Verhältnis 1:1 mit DNA-Probenpuffer 

versetzt und auf ein analytisches DNA-Agarosegel (2.1.3.1) aufgetragen, um das 

amplifizierte DNA-Fragment zu detektieren. Für die genauere Analyse einer Klonierung 

eignet sich ein Restriktionsverdau (2.1.16) der durch DNA Miniprep (2.1.4.1) 

aufgereinigten DNA am besten. 
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2.1.11 USER-PCR 

 

Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten die im Anschluss für eine USER-Reaktion 

geeignet sein sollten (2.1.15) wurden Primer mit bestimmten langen Überhängen, welche 

immer einen Uracilrest beinhalten, verwendet (2.1.8). Die USER-PCR-Reaktion (Tabelle 

2.3) kann nur mit der PhuCx-Polymerase durchgeführt werden, weil nur dieses Enzym die 

Uracilreste überliest, so dass diese in den resultierenden PCR-Fragmenten enthalten sind 

(Nour-Eldin et al., 2006). Die USER-PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50µl 

durchgeführt (Tabelle 2.1). Danach wurden 3µl der Reaktion im Verhältnis 1:1 mit DNA-

Probenpuffer versetzt und auf ein analytisches DNA-Agarosegel (2.1.3.1) aufgetragen um 

die Fragmente zu detektieren. Wenn nötig auch auf ein präparatives DNA-Agarosegel 

(2.1.3.2), um die gewünschten Fragmente durch anschließende DNA Aufreinigung aus 

Agarosegelen (2.1.5) sauber von anderen eventuell aufgetretenen und unerwünschten 

Fragmenten zu trennen. Im Anschluss wurden diese USER-Fragmente für Klonierungen 

mittels USER-Reaktion (2.1.15) verwendet. 

 

2.1.12 IVT-PCR 

 

Diese Form der PCR (durchgeführt wie in Tabelle 2.3 beschrieben) diente dazu, mit auf 

spezifischen Regionen vor und nach der MCS, in pNB1-Vektorkonstrukten, bindenden 

IVT-Primern, das Fragment zu amplifizieren, welches dann in der in vitro-

Transkriptionsreaktion als Matrize (2.1.14) eingesetzt wurde. Diese IVT- Primer haben 

immer eine Annealingtemperatur von 60°C. 

 

2.1.13 PCR-Profile 

 

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die PhuCx-Polymerase erlaubt 

Elongationen von einem Kilobasenpaar (kb) pro Minute. 

Reaktionsschritt Temperatur Zeit 

1) Initiale Denaturierung 98°C 3 min 

2) Denaturierung 98°C 30 sec 

3) Primerbindung  spezifisch 30 sec 

4) Elongation 72°C abhängig von Fragmentlänge 

5) Finaler Schritt 72°C 3 min 

Die Schritte 2-4 wurden 30× wiederholt  

Tabelle 2.3: PCR-Profile 
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2.1.14 In vitro-Transkription 

 

Diese Reaktion diente der Generierung von RNA aus DNA und setzt als Matrize eine 

aufgereinigte IVT PCR (2.1.12) voraus. Von einem Mastermix B wurden 42µl mit 8µl der 

IVT-PCR versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,5µl GTP (100mM) 

wurde für weiter 90 min bei 37°C inkubiert. Die Zugabe von 100µl Präzipitierungslösung 

und eine Inkubation des Ansatzes ON bei -20°C, dienten der Fällung der synthetisierten 

RNA. Diese wurde am nächsten Tag durch maximale Zentrifugation für eine Stunde bei 

4°C pelletiert und mit 750µl eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen (5 min 

Zentrifugation). Das Pellet wurde dann gut abgedeckt, um es vor RNasen zu schützen, bei 

37°C komplett getrocknet und in 20µl Nuklease-freiem DEPC-H2O (BPC-H2O) 

resuspendiert. Um größere Mengen reinerer RNA zu produzieren, u de das „A pliCap-

MaxTM T  High Yield Message Make  Kit“ Cells ipt  e tsp e he d de  
Herstellervorgaben verwendet. Die RNA wurde anschließend photometrisch vermessen 

(2.1.6) um die genaue Konzentration zu überprüfen und in Hinblick auf ihre Qualität über 

RNA-Gelelektrophorese (2.1.3.3.) überprüft. Die so synthetisierte RNA wurde dann über 

Mikroinjektion in Oozyten von Xenopus laevis (2.4.1) eingebracht, um in diesem System 

die heterologe Proteinexpression (2.4.2) zu überprüfen.  

 

Mastermix A:   500µl 5× T7 Transkriptionspuffer (Thermo ScientificTM)  

    250µl Dithiothreitol (DTT) 

    250µl BSA 

    25µl ATP (100mM, Fermentas) 

25µl UTP (100mM, Fermentas) 

25µl CTP (100mM, Fermentas) 

    1,25µl GTP (100mM, Fermentas) 

    925µl BPC-H2O 

 

Mastermix B:   40µl Mastermix A 

    0,1µl Pyrophosphatase, Inorganic (Fermentas) 

    0,5µl RiboGuardTM RNase Inhibitor (Epicentre) 

    0,3µl Cap (NEB GmbH) 

    1µl T7 RNA-Polymerase (Thermo ScientificTM) 

 

Präzipitierungslösung: 7,5M LiCl 

    50mM EDTA 
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2.1.15 USER-Reaktion  

 

Für die gerichtete Klonierung von Vektorkonstrukten mittels der USER-Reaktion 

(zusammengesetzt wie in Tabelle 2.4 beschrieben) wurde der USERTM-Enzymmix „uracil 

specific excision reage t“, NEB  wie zuvor beschrieben (Nour-Eldin et al., 2006) 

verwendet. Dieser Enzymmix beinhaltet eine Uracil-DNA-Glycosylase und eine DNA-

Glycosylase-Lyase Endo VIII. Diese beiden Enzyme zusammen haben den Doppeleffekt, 

dass erstens die Uracilreste in den USER-PCR-Produkten (2.1.11) entfernt werden, 

wodurch die sieben Basenpaare (bp), welche dem gewünschten Fragment vor- und 

nachgelagert sind, dissoziieren und somit auf dem komplementären Strang ein 8bp langer 

Überhang entsteht. Diese Überhänge sind wiederrum komplementär zu den 

Vektorüberhängen, wodurch zweitens das Fragment in einen zuvor konstruierten und 

linearisierten USER-Vektor, mit entsprechenden molekularen Reporter- (z.B. 

Fluoreszenztags) und Selektionsgenen, eingebaut werden kann. Für diese Reaktion 

werden also USER-PCR-Fragment und der gewünschte USER-Vektor vermischt und zuerst 

für 30 min bei 37°C und anschließend für 30 min bei 25°C inkubiert (Abbildung 2.1).  

Reaktionsbestandteil Menge 

USER-Vektor 2µl 

PCR-Produkt 2µl 

EB-Puffer (Qiagen) 5µl 

USERTM-Enzymmix 1µl 

 Tabelle 2.4: USER-Reaktion 
 

Das resultierende Vektorkonstrukt wurde dann in chemisch kompetente Escherichia coli 

M˃F  t a sfo ie t . . .  u d i  eite e  “ h itte  a al sie t . . . , . . , . . , 
2.1.10 und 2.1.16). 

Abbildung 2.1: USER-Reaktion 
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2.1.16 Restriktionsverdau 

 

Ein Restriktionsverdau (zusammengesetzt wie in Tabelle 2.5 beschrieben) von zuvor 

isolierter Plasmid-DNA (2.1.4.1) ist eine gute Kontrolle der DNA-Transformation (2.1.2)  in 

Bakterien und kann abhängig von den gewählten Restriktionsschnittstellen und den 

daraus resultierenden Fragmentgrößen auch zur Analyse des korrekten Einbaus eines 

Fragmentes in einen Klonierungsvektor (2.1.15 und 2.1.17) herangezogen werden. Alle 

benutzten Restriktionsenzyme gehören zur Familie der bakteriellen Endonukleasen vom 

TypII (Pingoud und Jeltsch, 2001). Diese Enzyme erkennen eine kurze, oft palindrome 

Sequenz von 4-8bp und sind in ihrer Aktivität abhängig von Mg2+ (Kostrewa und Winkler, 

1995). Für analytische Restriktionsverdaue wurden meistens gleichzeitig zwei 

verschiedene Restriktionsenzyme mit gleichen, oder ähnlichen Pufferbedingungen und 

mit mehreren Restriktionsschnittstellen auf dem zu untersuchenden Konstrukt 

verwendet. Verdaut wurde die zu analysierende DNA meist für eine Stunde (vier Stunden 

wenn das Insert für eine traditionelle Klonierung (2.1.17) eingesetzt wurde) bei einer 

Temperatur von 37°C. Im Anschluss wurden 3µl des Verdaues im Verhältnis 1:1 mit DNA-

Probenpuffer versetzt und über Detektion auf einem DNA-Agarosegel (2.1.3.1 und 

2.1.3.2) analysiert. 

Reaktionsbestandteil Menge 

Plasmid-DNA aus einer Miniprep 2µl 

Restriktionsenzym 0,2µl 

Restriktionspuffer (10×) 2µl 

HPLC-H2O final 20µl 

Tabelle 2.5: Restriktionsverdau 

 

2.1.17 Konventionelle Klonierung 

 

Diese Form der Klonierung wurde dann verwendet wenn der Zielvektor nicht in Form 

eines USER-Vektors vorlag. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das gewünschte 

Fragment im richtigen Leseraster in die MCS des Zielvektors eingebracht wird. Zu Beginn 

wurde das Ausganskonstrukt, welches das gewünschte Fragment beinhaltet, mit 

denselben Restriktionsenzymen (2.1.16), wie der Zielvektor verdaut. Nach der 

Li ea isie u g des )iel ekto s u de diese  it de  „“h i p-Alkaline-Phosphatase“ 
(Ferments) dephosphoryliert um eventuelle entstandene glatte oder klebrige Enden zu 

entfernen und somit eine Religierung des Vektors zu verhindern. Dazu wurde dieser mit 

2,5µl der Phosphatase und 2µl des entsprechenden Reaktionspuffers vermischt und eine 

Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Phosphatase für 5 min bei 65°C inaktiviert. 

Sowohl der linearisierte Zielvektor, als auch das Fragment mussten im Anschluss über 

präparative DNA-Gelelektrophorese (2.1.3.2) und DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen 

(2.1.4) sauber isoliert und aufgereinigt werden. Danach konnte das gewünschte Insert in 
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den Zielvektor ligiert werden. Dafür wurden 7,5µl des Fragmentes und 1µl des 

linearisierten Zielvektors mit 0,5µl T4-Ligase und 1µl des entsprechenden 

Reaktionspuffers (Fermentas) gemischt und ON bei 22°C inkubiert. Im Anschluss daran 

u de diese Klo ie u g pe  Hitzes ho k i  ko pete te Es he i hia oli XL  M˃F  
transformiert (2.1.2.1) und auf ihren Erfolg hin analysiert (2.1.3.1, 2.1.4.1, 2.1.7, 2.1.10 

und 2.1.16). 

 

 

2.2 Pflanzenanzucht 

 
 

2.2.1 Arabidopsis thaliana 

 

Arabidopsis thaliana-Pflanzen vom Ökotyp Columbia-0 (Col0) wurden bei 22°C auf 

Kulturerde (Substrat-1, Klasmann-Deilmann GmbH) und unter geregelten 

Kurztagesbedingungen (acht Stunden Licht/12 Stunden Dunkelheit) angezogen. Die 

Lichtintensität betrug 234,7 µmol×m2×s1 und die relative Luftfeuchtigkeit 50%. Nach 6-

8 Wochen, wenn die Blätter ihre volle Größe erreicht hatten, wurden die Pflanzen für 

weiterführende Versuche verwendet (2.3 und 2.6). 

 

2.2.2 Nicotiana benthamiana 

 

Nicotiana benthamiana-Pflanzen wurden im Gewächshaus des Institutes bei 

Temperaturen von 16-22°C auf Kulturerde (Substrat-1, Klasmann-Deilmann GmbH) unter 

Kurztagesbedingungen (12 Stunden Licht im Winter) bzw. Langtagesbedingungen (18 

Stunden Licht im Sommer) angezogen. Nach vier bis sechs Wochen wurden die Pflanzen 

für weiterführende Versuche verwendet (2.7 und 2.11). 

 

 

2.3 Transiente Expression in Arabidopsis thaliana-Protoplasten 
 

 

2.3.1 Isolierung von Arabidopsis thaliana-Protoplasten 

 

Für die Isolierung der kleinsten, eigenständig lebensfähigen morphologischen Einheit 

einer mit einer Zellwand versehenen Zelle, den Protoplasten, aus Blättern von 

Arabidopsis thaliana Col0 (2.2.1) wurden ca. 20-30 Blätter von sechs bis acht Wochen 

alten Pflanzen mit einer Rasierklinge in 0,5-1mm breite Streifen geschnitten und in eine 
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Petrischale mit Enzymlösung gelegt. Der Ansatz wurde dann in Alufolie gewickelt, um ihn 

dunkel zu halten und 10 min im Vakuum inkubiert um eine bestmögliche Aufnahme der 

Enzymlösung in die Blattstücke zu garantieren. Nach dreistündiger Inkubation bei RT auf 

einem Schwenker, wurden die durch Zellwandverdau entstandenen Protoplasten durch 

ein Filternetz mit einer Porengröße von 35-75µm und anschließende sanfte 

Zentrifugation bei 100×g für 2 min geerntet. Nach einer Regenerationsphase von 30 min 

auf Eis und anschließender Resuspendierung in MMg-Lösung konnten die Protoplasten 

transfiziert (2.3.2) werden. 

 

Enzymlösung:  20mM MES, pH 5,7 

   0,4M Mannitol 

   20mM KCl 

, % Cellulase „O ozuka“ ˃  Yakult Pha azeuti al I d. Co, LTD) 

   0,4% Macerozyme ® R10 (Yakult Pharmazeutical Ind. Co, LTD) 

 

Diese Lösung wurde 10 min bei 55°C inkubiert um Proteasen zu inaktivieren. Nachdem 

sie wieder auf RT abgekühlt war, wurden zusätzlich 10mM CaCl2 und 0,1% BSA 

hinzugefügt. Die Lösung musste vor Zugabe zu den Blattstreifen noch durch einen Filter 

mit der Porengröße 0,2µm gedrückt werden um die enthaltenen Stärkepartikel zu 

entfernen. Diese würden sonst beim Schwenken die entstandenen Protoplasten 

zerstören. 

 

MMg-Lösung:  0,4M Mannitol 

   15mM MgCl2 

   4mM MES, pH 5,7 

 

2.3.2 DNA-Transfektion 

 

Die Transfektion der isolierten Protoplasten erfolgte mit Hilfe von frisch angesetzter 40% 

(v/v) PEG-Lösung. Dafür wurden 200µl Protoplastensuspension mit 30µg DNA (Für Ko-

transfektionen 15µg + 15µg DNA) und 220µl Polyethylenglykol (PEG)-Lösung versetzt und 

bei RT 15 min inkubiert. Anschließend wurde der Prozess der Transfektion durch Zugabe 

von 800µl W5-Puffer gestoppt und die transfizierten Protoplasten durch sanfte 

Zentrifugation bei 100×g für eine Minute pelletiert. Die Zellen wurden danach in 2ml W5-

Puffer vorsichtig gelöst und in einem kleinen Schälchen (NuncTM, Thermo ScientificTM) für 

zwei Tage bei 16°C, mit oder ohne Zugabe von 50µM Abscisinsäure (ABA) oder Methyl-β-

cyclodextrin (MCD), inkubiert, bevor sie für weiterführende Experimente genutzt wurden 

(2.8). 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c4555
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c4555
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W5-Puffer:  154mM NaCl 

   125mM CaCl2 

   5mM KCl 

   2mM MES, pH 5,7 

 

PEG-Lösung:  4g PEG 4000 (Aldrich #81240) 

   3ml H2Oreinst 

   2,5ml 0,8M Mannitol 

   1ml 1M CaCl2 

 

Diese Lösung muss 3h gerührt werden bis sich das PEG vollständig gelöst hat. 

 

 

2.4 Transiente Expression in Xenopus laevis-Oozyten 

 
 

Die Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis eignen sich besonders gut 

zur heterologen Expression und funktionalen Analyse von Proteinen. Dieses System 

wurde bereits 1971 (Gurdon et al., 1971) das erste Mal beschrieben. Dabei wird ssDNA 

(einzelsträngige DNA), dsDNA (doppelsträngige DNA) aber vor allem cRNA (coding RNA 

aus in vitro-Transkription 2.1.14) direkt per Mikrokapillare in das Zytoplasma der Eizelle 

injiziert. Dafür garantiert es, im Vergleich zu vielen anderen Transfektionsverfahren, eine 

Transfektionseffizienz von nahezu 100%, ist dabei aber auch stark von der Qualität der 

geernteten Zellen abhängig. Diese schwankt oft jahreszeitlich bedingt oder auch in 

Abhängigkeit vieler anderer äußerer Faktoren, die einen Einfluss auf das Wohlbefinden 

der Frösche haben. 

 

2.4.1 RNA-Mikroinjektion und heterologe Proteinexpression in Oozyten 

 

Für die Mikroinjektion von cRNA in Ooz te  u de  Glaskapilla e  „K ik-FilTM 

Bo osili ate Glass Capilla ies“, Wo ld P e isio  I st u e ts, I .  du h pu ktuelle 
Erhitzung des Glases in der gewünschten Länge und vorn spitz zulaufend in einem Zug 

zurecht gezogen (vertikaler Puller PP-83, Narishige, Scientific Instrument Lab). 

A s hließe d u de  sie it ei e  Mik o a ipulato  hauseige  u ge autes „Wilo e t 
““, Hel ut Hu d G H , du h A e he  auf ei e  äuße e  Du h esse  o  µ  
justiert. Mit diesen Kapillaren wurden 50nl/pro Oozyte saubere, in nukleasefreiem 

Wasser gelöste cRNA (2.1.14), in einer Konzentration von 250ng/µl luftblasenfrei 

aufgesoge  u d ü e  ei e  Mik oi jekto  „Na olite   I je to “, Wo ld P e isio  
Instruments, Inc.) mechanisch in die Zellen injiziert. Die injizierten Oozyten wurden für 

zwei Tage in ND96+-Lösung, dunkel, bei 16°C inkubiert und im Anschluss 
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fluoreszenzmikroskopisch (2.8) auf die heterologe Expression, Lokalisation und 

Interaktion der Proteine untersucht.  

 

ND96+-Puffer:   93.5 mM NaCl                    

2mM KCl   

1.8mM CaCl2·2H2O         

2mM MgCl2(·6H2O)      

5mM HEPES  

 

 

2.5 Transiente Expression in HEK293-Zellen 

 
 

2.5.1 HEK293-Zellkultivierung 

 

„Hu a  E o i  Kid e “ HEK -Zellen sind hypotriploide, adhärent wachsende 

Epithelzellen, die zu Beginn der 1970er Jahre als ein Transformationsprodukt von 

menschlichen embryonalen Nierenzellen mit spezifischen 4,5kb des menschlichen 

Adenovirus Typ 5 entstanden sind (Shein et al., 1962; zur Hausen, 1967). Dadurch 

besitzen diese Zellen bestimmte Charakteristika von Krebszellen und lassen sich einfach 

kultivieren und transformieren. Die Arbeit mit diesen Zellen erfolgte unter einer 

Sterilbank mit vertikale  Luftst o  „C tosafe “, )apf I st u e ts e.K. , el he stets 
vor und nach der Benutzung mit 70%igem Ethanol und 25 minütiger UV-Bestrahlung 

desinfiziert wurde. Medien und Lösungen wurden vor Benutzung in einem Heizblock auf 

37°C angewärmt. Die Zellen wurden routinemäßig in Gewebekulturflaschen mit einer 

Oberfläche von 75cm2 („BioLite Flasks“, The o “ ie tifi TM) und belüfteten 

Schraubdeckeln kultiviert. HEK-Zellen haben eine Verdopplungszeit von 20-24 Stunden 

und nach Erreichen der Konfluenz, d.h wenn sich ein dichter Zellrasen gebildet hat, 

wurden sie mit Hilfe von 0,5% Trypsin-EDTA (Gibco®/ Life TechnologiesTM) passagiert. 

Dafür wurde das alte Medium von den Zellen abgenommen und diese mit 5ml 1× PBS 

kurz gewaschen. Die Inkubation mit 1ml 0,5% Trypsin-EDTA erfolgte für 5 min bei 37°C. 

Da a h u de  die u  flotie e de  )elle  it l „Dul e o’s Modified Eagle Mediu “ 
(DMEM, Gibco®/ Life TechnologiesTM) abgespült und durch mehrmaliges hoch- und 

runter-pipettieren vereinzelt. 1,5ml dieser Zellsuspension wurden zurück in die 

Zellkulturflasche (oder nach fünfmaligem Gebrauch derselben Flasche in eine neue) 

gegeben und mit DMEM auf 10ml Gesamtvolumen aufgefüllt. Die restlichen 4,5ml der 

Zellsuspension konnten zur Subkultivierung der Zellen (2.5.2) und so für anschließende 

Transfektionsprozesse (2.5.3) verwendet werden. Die Inkubation der Zellen erfolgte in 

einem CO2-begasten Inkubator (Model 2123, Zapf Instruments e.K.) bei 

Standardbedingungen von 37°C, gesättigter Luftfeuchtigkeit, 95% Sauerstoff und 5% CO2. 
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DMEM-Medium: 500ml 10× DMEM (+ L-Glutamin, Gibco®/ Life TechnologiesTM) 

   5ml Penicillin-Streptomycin (Gibco®/ Life TechnologiesTM) 

   l Fetale Bo i e “e u  FB“, „heat i a ti ated“, I it oge  

 

2.5.2 HEK293-Zellsubkultivierung 

 

Für das Aussähen einer definierten Anzahl von HEK-Zellen, was für die Transfektion 

(2.5.3) dieser essentiell ist, wurden die 4,5ml Zellsuspension, die nach der Passage der 

Hauptkultur (2.5.1) übrig blieben, in eine Petrischale übertragen und mit 8ml frischem 

DMEM-Medium durch mehrmaliges hoch- und runterpipettieren gut vermischt und 

vereinzelt. Davon wurden 2ml in eine neue Petrischale gegeben und mit 8ml DMEM-

Medium vermengt. Davon wurden 10µl benutzt, um mit Hilfe eines Hämozytometers 

(Thoma-Zählkammer) die Zellzahl der Zellsuspension zu bestimmen und auf eine Dichte 

von 1,5×105 Zellen/ml in einem Volumen von 30ml einzustellen. Von dieser 

Zellsuspension wurden 100µl in jede Vertiefung einer 96Well-Platte (weiße Wände, 

durchsichtige und flache Böden, steril und mit Deckel, aus Polystyren, Corning®) gegeben, 

wenn die HEK-Zellen für die quantitative Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (2.9) 

eingesetzt wurden. Wenn die Zellen für spätere Fluoreszenzmikroskopie-basierte 

Messungen (2.8) verwendet werden sollten, wurden sie mit einer Dichte von 3×105 

Zellen/ml in 6Well-Platten (NuncTM, Thermo ScientificTM) ausgesät, in denen zuvor jeweils 

ein steriles, rundes Deckgläschen (DG) mit einem Durchmesser von 18mm eingelegt 

worden war. Die HEK-Zellen wurden mit einer Dichte von 25×105 Zellen/ml in 

Zellkulturflaschen mit Filterkappe und einer Wachstumsfläche von 175cm2 (NuncTM, 

Thermo ScientificTM) in einem Gesamtvolumen von 24ml, ausgesät, um durch Lyse der 

Zellen die mikrosomalen Fraktionen zu isolieren (2.5.4). Bis zur Transfektion (2.5.3) der 

subkultivierten Zellen sollten diese nicht länger als 12-18 Stunden inkubiert werden. 

 

2.5.3 DNA-Transfekion 

 

Vor der Transfektion sollten die subkultivierten (2.5.2) HEK293-Zellen zu 50-80% 

konfluent sein. Als Transfektionsreagenz wurde GeneJuice® (Novagen) verwendet. Die 

negativ geladene DNA bildet einen Komplex mit diesem Transfektionsreagenz, die anders 

als herkömmliche Transfektionsreagenzien nicht aus einem kationischen Lipid, sondern 

aus einem nicht-toxischen zellulären Protein und zu einem kleinen Anteil aus einem 

Polyamin besteht. Dieser so genannte Polyplex lagert sich dann an die Zellmembran an 

und wird über Endozytose in die Zelle geschleust. Deshalb spricht man bei dieser Art von 

Transfektion auch von Polyfektion (Zusammensetzung des Reaktionsansatzes in Tabelle 

2.6 beschrieben). Dazu wurde Serum-freies Medium (Opti-MEM®, Gibco®/ Life 

TechnologiesTM) zusammen mit dem Transfektionsreagenz in ein steriles 
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Mikroliterreaktionsgefäß gegeben und gut gevortext. Nach 5 min Inkubation bei RT 

wurde dem Gemisch die in sterilem H2Oreinst gelöste Plasmid-DNA zugegeben. Nach 

zehnminütiger Inkubation bei RT, wurde die Mixtur tropfenweise zu den subkultivierten 

Zellen hinzugegeben und durch leichtes rütteln der Platten oder Flaschen gleichmäßig 

darin verteilt. Die Zellen wurden für 48 Stunden bei den 

Standardkultivierungsbedingungen inkubiert, bevor sie in weiteren Versuchen 

Verwendung fanden (2.5.4, 2.8, 2.9). 

Reaktionsbestandteil pro Well, 96Well-
Platte 

pro Well, 6Well-
Platte 

p. 175cm2-
Flasche 

Opti-MEM 10µl 100µl 1,2ml 

GeneJuice® 0,3µl 3,5µl 27µl 

Plasmid-DNA (gesamt) 125ng 1,5µg 9µg 

Tabelle 2.6: DNA-Transfektion von HEK293-Zellen 
 

Für die Kotransfektion der subkultivierten HEK293-Zellen mit mehreren Plasmid-DNAs 

(NADPH-Oxidase AtrbohD oder AtrbohF und Kinase Snrk2.2, 2.3, 2.7, 2.8, OST1, CPK5), 

wurden diese in bestimmten Verhältnissen (Tabelle 2.7) eingesetzt. Die Kotransfektion 

mit dem leeren Vektorplasmid diente dabei als Transfektionskontrolle. 

Kotransfektion Verhältnis Verwendung 

NADPH-Oxidase + leerer Vektor 4:1 2.8 und 2.9 

 

 

2.5.4 

Kinase + leerer Vektor 1:4 

NADPH-Oxidase + Kinase 

NADPH-Oxidase + Kinase  

4:1 

10:1 

Tabelle 2.7: Kotransfektion von HEK293-Zellen 

 

2.5.4 Lyse und Isolierung der mikrosomalen Endomembranfraktion 

 

Die zuvor in 175cm2-Flaschen subkultivierten (2.5.3) und transfizierten (2.5.4) HEK293-

Zellen wurden nach 24h Inkubation durch Behandlung mit 2ml Trypsin-EDTA vom 

Flaschenboden gelöst, in 24ml Zellmedium aufgenommen und zu je 2ml auf sterile 

Schalen mit beschichtetem Boden und 6cm Wachstumsfläche (NuncTM, Thermo 

ScientificTM) aufgeteilt und weitere 24h inkubiert bis erneut ein konfluenter Zellrasen 

e tsta de  ist. A s hließe d u de  die )elle  z ei al it l „Ha k’s Bala ed “alt 
“olutio “ HB““, +CaCl2, +MgCl2, ohne Phenolrot, Gibco®/ Life TechnologiesTM) 

gewaschen, mit je 200µl eiskaltem Puffer A aus den Schalen geschabt und in ein 

Mikroliterreaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von final 1% Triton X-100-Lösung, 

wurde die Probe im Kühlraum für 10 min gevortext. Nach der Zugabe von final 400mM 

NaCl, um die Ionenstärke der Solubilisierungslösung und somit die Isolierung der 

Membranproteine zu verbessern, wurden die Proben für 15 min bei 4°C rotiert. Ein erster 

Zentrifugationsschritt bei 9200rpm und 4°C für 30 min diente dazu Zellwandbestandteile, 
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Mitochondrien und andere Zellreste zu sedimentieren. Der resultierende Überstand, der 

die mikrosomalen Endomembranfraktionen enthielt, wurde anschließend per 

Ultrazentrifugation bei 36000rpm und 4°C für eine Stunde zentrifugiert. Das erhaltene 

Pellet wurde in 200µl eiskaltem 2-Phase puffe  „T o-Phase- uffe “, TPB  esuspe die t 
und die Proteinkonzentration mittels BCA-Methode (2.10.3) quantifiziert. Ein 

entsprechendes Volumen der Probe mit 50µg Proteingehalt wurde dann zur 

spektrometrischen Analyse zu Prof. Waltraud Schulze geschickt.  

 

Puffer A:   50mM TrisHCl pH 7,4 

   330mM Saccharose 

   0,2M EDTA 

   0,4M DTT 

Ta lette/ l „ o plete EDTA-free protease inhibitor cocktail 

ta lets“ (Roche Applied Biosciences, PI) 

 

1XTris-DTT:  50mM Tris pH 8 

   1mM DTT 

1Tablette/50ml PI 

 

10%ige Detergenzlösung: 50mg Triton X-100, auf final 500mg mit 1XTris-DTT 

 

TBP:   9,5% (w/w) Saccharose 

   6mM KCl 

   5mM K+Pi pH 7,8 

1Tablette/50ml PI  

 

 

2.6 Partikelbombardement 
 

 

2.6.1 Präparation der Wolframpartikel 

 

Das Pa tikel o a de e t ittels de  „Pa ti le I flo  Gu “ PIG  Klei  et al., 1988; Vain 

et al., 1993) ist eine gute Methode zur transienten Transfektion von Arabidopsis thaliana- 

Col0-Blättern mit fluoreszent markierten Proteinen. Dafür wurden 50mg Wolframpartikel 

mit einem Durchmesser von 1,1µm (Bio-Rad) zur Sterilisation mit 1ml 100%igem Ethanol 

gewaschen und für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert. Überstehendes 

Ethanol wurde komplett abgenommen und die Wolframpartikel getrocknet, bevor sie in 

1ml sterilem Wasser gelöst und somit auf eine Konzentration von 50µg/ml gebracht 

wurden. Diese Wolframsuspension ist bei 4°C mehrere Wochen lagerbar. 
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2.6.2 Beschichtung der Wolframpartikel 

 

Um die Wolframpartikel mit der gewünschten DNA zu beschichten, wurden 100µl der 

Wolframsuspension (2.6.1) mit 20µg DNA (oder 2× 10µg DNA für Kotransfektionen) 

versetzt. Während die Probe kräftig gevortext (etwa 2-3 min) wurde, wurden weiter 

100µl 2,5M CaCl2 und 40µl 0,1M Spermidin zugesetzt. CaCl2 bewirkt dabei die 

Stabilisierung der DNA während das Polyamin Spermidin die Aufgabe hat, die 

Präzipitierung der DNA zu optimieren. Die Zugabe von 200µl 100%igem eiskalten Ethanol 

während des Vortexens hilft, die einzelnen Komponenten gut zu durchmischen, bevor 

weitere 400µl Ethanol zugesetzt wurden, um die Präzipitierung der DNA zu starten. Diese 

erfolgte dann bei -20°C für eine Stunde. Die beschichteten Partikel wurden dann für 1 min 

bei RT zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgenommen. Nachdem die Partikel 

leicht trocknen konnten (ein völliges Austrocknen ist zu vermeiden) wurden die Partikel 

in 100µl sterilem H2Oreinst resuspendiert. Dies ermöglichte zehn Transfektionsansätze mit 

jeweils 10µl der DNA-beschichteten Wolframpartikel. 

 

2.6.3 Transiente Transfektion mittels Partikelbombardement 

 

Blätter von etwa sechs Wochen alten Arabidopsis thaliana Col0-Pflanzen wurden mit 

Hilfe einer selbstgebauten PIG-Apparatur transfiziert. Dazu legte man die Blätter, fixiert 

auf doppelseitigem Klebeband, mit ihrer Unterseite nach oben, in die Apparatur und 

beschoss die Blätter mit den DNA-beschichteten Wolframpartikeln (2.6.2) bei einem 

Heliumdruck von 9bar und einem Kammerinnendruck von -0,8bar. Die Blätter wurden 

danach in normale Petrischalen, in Leitungswasser gelegt und 16-18h im Dunkeln 

inkubiert. Die transiente Expression der fluoreszent markierten Proteine wurde im 

Anschluss daran über konfokale Fluoreszenzmikroskopie detektiert und analysiert (2.8). 

 

 

2.7 Transiente Expression in Nicotiana benthamiana 
 

 

Die durch das Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transfektion von 

Tabakpflanzen (2.2.2) ist schnell und zuverlässig und eignet sich deshalb besonders gut 

um gewünschte Gene in Tabakpflanzen transient (und auch stabil) zu exprimieren. Dieses 

Transfektionssystem wurde erstmal 1983 beschrieben (Schell und Montagu) und macht 

sich zu Nutze, dass Agrobakterien in der Lage sind, ein DNA-Segment (T-DNA) von einem 

Tumor-induzierenden (Ti-) Plasmid über horizontalen Gentransfer in Pflanzenzellen 

einzubringen. Die Agrobakterien wurden zuvor mit Reportergen-markierten 

Fusionskonstrukten transformiert (2.1.2.2). Die transfizierten Tabakpflanzen wurden 
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anschließend mit Augenmerk auf die Lokalisierung und Kolokalisierung (2.8.1) oder die 

Mobilität (2.8.3) der exprimierten Gene fluoreszenzmikroskopisch untersucht oder für 

die Isolierung der Plasmamembran homogenisiert (2.11).  

 

2.7.1 Aktivierung von Agrobacterium tumefaciens GV3101 

 

Die zuvor transformierten Agrobakterien (2.1.2.2) und der 19K-Helferstamm wurden in 

20ml YEB-Medium mit den Antibiotika Kanamycin, Gentamycin und Rifampicin 

(Konzentrationen wie zuvor angegeben) angeimpft und ON bei 28°C schwenkend 

angezogen. Wenn am nächsten Tag eine OD600 o  ,  e ei ht a , u de  die 
Bakterien für 10 min bei 2000rpm und 20°C pelletiert und danach in 20ml Agromixpuffer 

resuspendiert. In diesem Puffer wurden sie zwei weitere Stunden bei 28°C schwenkend 

inkubiert. Der Agromixpuffer sollte einen pH-Wert von 5,6 (ähnlich dem in der 

pflanzlichen Zellwand) haben, um den Bakterien die Anheftung an die Pflanzenzellen zu 

erleichtern. Das in dem Agromixpuffer enthaltene Acetosyringon ist ein Phenolderivat. 

Bestimmte Phenole werden von verwundeten Pflanzen synthetisiert und von den 

Agrobakterien registriert, wodurch deren Virulenz aktiviert wird. Dadurch wird die 

Transfektionsrate erheblich verbessert.  

 

Agromixpuffer: 0,01M MgCl2 

   0,01M MES, pH 5,6 (KOH) 

   150µM Acetosyringon 

 

2.7.2 Transiente Transfektion mittels Agrobacterium tumefaciens GV3101 

 

Für Koinfiltrationen wurden die entsprechenden Akrobakteriensuspensionen in gleichen 

Verhältnissen kombiniert. Dazu wurde 6Volumen (�) des 19K-Helferstammes (Voinnet et 

al., 2003) hinzugegeben und gut vermischt. Diese Suspension wurde mit Hilfe von 5ml-

Spritzen, (ohne Nadel) in die Unterseiten der Blätter von sechs bis acht Wochen alten 

Tabakpflanzen, durch die Spaltöffnungen (Stomata) gedrückt. Sollten die Pflanzen 

anschließend mikroskopisch auf Fluoreszenz (2.8) untersucht werden, wurden pro 

Konstrukt(paar) nur drei Blätter einer Pflanze infiltriert. Wurden die Pflanzen danach 

homogenisiert (2.11) und für die Isolierung der Plasmamembran eingesetzt, wurden 

jeweils fünf Blätter von bis zu 20 Pflanzen infiltriert. Die infiltrierten Pflanzen wurden drei 

Tage im Gewächshaus bei optimalen Wachstumsbedingungen (2.2.2) inkubiert. 
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2.8 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 

 
 

Für die Analyse von Proteinlokalisierungen, Proteininteraktionen und Proteinmobilität, 

wurde das TCS SP5 II Laser-Scanning-Mikroskop (konfokal, Leica Microsystems) in einem 

komplett abgedunkelten Raum bei RT benutzt. 

 

2.8.1 Lokalisierungs- und Kolokalisierungsexperimente 

 

Um zu analysieren wo bestimmte Proteine in der Zelle lokalisiert sind und ob zwei oder 

mehr Proteine zusammen im selben Zellkompartiment zur selben Zeit vorkommen, 

wurden Lokalisierungs- und Kolokalisierungsexperimente durchgeführt. Dafür fusioniert 

man die zu untersuchenden Proteine auf translationaler Ebene mit einem 

Fluoreszenzprotein (2.1). Diese Proteine werden mit energiereichem Licht einer 

bestimmten Wellenlänge angeregt, das heißt es kommt zur Absorption eines Photons. 

Danach können sie spontan Licht einer höheren Wellenlänge emittieren. Das angeregte 

Fluorophor verweilt nach Absorption eines Photons eine Weile im angeregten Zustand, 

bevor es durch Emission eines Photons wieder auf eine niedrigere Energieebene 

zurückfällt. Die Lebensdauer dieses angeregten Zustandes ist im Normalfall eher kurz 

(einige Nanosekunden). Das erste jemals beschriebene Fluoreszenzprotein war das Grün-

fluo eszie e de P otei  „G ee  fluo es e t p otei “, GFP, Shimomura et al., 1962) aus 

der Qualle Aequorea victoria. Die Funktion der meisten Fluoreszenzproteine beruht auf 

einer autokatalytisch gesteuerten Konformationsänderung einer Tripeptidsequenz 

innerhalb der Polypeptidkette. Oft reichen einzelne Punktmutationen in dieser 

Tripeptidsequenz um das Emissionspektrum zu verschieben und so andere 

Fluoreszenzproteine zu generieren. Wenn für Lokalisierungs- und 

Kolokalisierungsexperimente mit mehreren markierten Proteinen gearbeitet werden soll, 

ist es wichtig, diese mit Fluoreszenzproteinen zu markieren, deren Absorptions- und 

Emissionsspektren weit genug auseinander liegen um eine Kreuzanregung oder –
detektion zu vermeiden. Die Fluoreszenzproteine wurden benutzt wie unten (Tabelle 2.8) 

beschrieben. Generell wurde ein 25× Objektiv (HC PL FLUOTAR 25.0 × 0.95, Wasser, 

Leica) benutzt. Außer für Versuche zur Visualisierung von Nanodomänen, bei denen ein 

63× Objektiv (HCX PL APO 63.0 × 1.2W Corr CS, Wasser, Leica) benutzt wurde, um die 

nur bis 100nm großem, punktierten Strukturen zuverlässig visualisieren zu können. Die 

Detektio  de  Fluo esze ze  e folgte ü e  ho heffizie te Detekto e  „Photo ultiplie  
tu es“, PMT  die auf die Be ei he der entsprechenden Emissionsspektren eingestellt 

waren. Für Rot-fluo eszie e de P otei e „ ed fluo es e t p otei “, ˃FP  e folgte die 
Detektion mittels einem sensibleren, hochauflösenden Detektors (HyD-Detektor), da 

diese Fluoreszenzproteine oft schwacher leuchten und kürzere Lebenszeiten als die 

meisten anderen benutzten Fluorophore besitzen. Die Zellen wurden mit einer 

Geschwindigkeit von 400Hz gescannt. Die produzierten Bilder (512 × 512 Pixel) und 
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Mis h ilde  „O e la s“  u de  di ekt it Hilfe de  Lei a “oft a e LA“ AF „Lei a 
Appli atio  “uite Ad a e Fluo es e e“ Ve sio  . .  und später 2.7.2.9586) produziert 

und optimiert. Die Optis he Ble de „Pi hole“  u de i e  auf AU „Ai  U it“  
eingestellt. Die Auswertung und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der frei verfügbaren 

“oft a e „I age J“ Wayne Rasband, National Institutes of Health). Ein dafür 

odifizie tes P og a  Plugi  „Colo alizatio  Fi de “  u de zu Besti u g de  
Kolokalisierungskoeffizienten nach Pearson und Spearman (2.13) benutzt (French et al., 

2008). Für Lokalisierungsexperimente wurden die Arabidopsis- (2.6) oder Tabakblätter 

(2.7) in H2Oreinst zwischen einem Objektträger und einem Deckgläschen plangelegt und 

untersucht. 

 

2.8.2 Interaktionsexperimente 

 

2.8.2.1  Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) 

 

Die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation „bimolecular fluorescence 

o ple e tatio “, BiFC) ist eine Methode zum Nachweis von Protein-Protein-

Interaktionen und wurde maßgeblich von Tom Kerppola (Hu et al., 2002) entwickelt. Sie 

basiert auf der Komplementation eines zuvor auf translationaler Ebene in zwei Hälften 

geteilten Fluorophors (2.1). Genauer gesagt, werden zwei (oder auch mehr) zu 

untersuchende Proteine (A und B) translational an zwei nicht fluoreszierende Hälften (YN 

und YC) eines Fluorophors fusioniert. Interagieren die beiden zu untersuchenden Proteine 

nun miteinander werden die beiden Fluorophorhälften wieder zu einem fluoreszierenden 

Komplex (YFP) komplementiert (Abbildung 2.2). Diese Fluoreszenz wurde wie oben 

erwähnt mit dem Leica TCS SPII LSM untersucht. Für diese Methode wurde das Gelb-

fluo eszie e de P otei  „ ello  fluo es e t p otei “, YFP  e e det, da dieses 
Fluorophor eine hohe intrinsische Fluoreszenz besitzt und auch schneller reift als andere. 

Für die Untersuchung von Oozyten (2.4), wurden diese in kleinen Zellkulturschälchen in 

ND96+-Puffer direkt mit dem 25× Objektiv in der Lösung auf Fluoreszenz hin untersucht. 

Wurden Protoplasten (2.3) untersucht, wurden diese auf einem Objekträger in 1% „Low 

Melt Agarose“ (Roti®garose, Roth) eingebettet und immobilisiert, um 

Messungenauigkeiten durch Drehung oder Bewegung der Zellen zu verhindern. Die 

Fluoreszenzintensitäten der fluoreszierenden Zellen wurde mit Hilfe des 

Quantifizierungswerkzeuges der Leica Software ausgewertet. 

 

 

Abbildung 2.2: Bimolekulare 
Fluoreszenzkomplemen-
tation (BiFC) 
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2.8.2.2  „“e sitized E issio “ Fö ste -Resonanzenergietransfer (SE-FRET) 

 

Wird die Energie eines angeregten Donorfluorophors strahlungsfrei, über Dipol-Dipol-

Wechselwirkungen, auf ein Akzeptorfluorophor übertragen, kann man anhand der 

Intensität dieses Energietransfers auf die Entfernung der beteiligten, an die zu 

untersuchenden Proteine gekoppelten, Fluorophore schließen (Abbildung 2.4). Der 

Abstand  zwischen Donor und Akzeptor liegt bei einem Energietransfer normalerweise 

zwischen 0,5 und 10nm, wobei die Effizienz des Energietransfers mit der sechsten Potenz 

des Abstandes zwischen beiden Fluorophoren abnimmt. Zudem ist die Effizienz der 

Energieübertragung (auch Transferrate � � bezeichnet) von der Strahlungsemissionsrate 

des Donorfarbstoffs �  oder dessen Verweildauer im angeregten Zustand �  abhängig. 

Weiterhin wird die Transferrate zwischen Donor und Akzeptor vom Försterradius �  des 

Fluorophorpaares bestimmt. Dabei ist �  der Abstand zwischen beiden Farbstoffen, bei 

dem zu 50% eine Energieübertragung erfolgt. Die Transferrate lässt sich demnach wie 

folgt berechnen: 

� � =  �  �66 =  �6�  × �6  

Eine Voraussetzung für das Funktionieren des Energietransfers, ist dass der Akzeptor 

auch zur Energieaufnahme fähig ist. Dazu sollte die Menge der zu übertragenden Energie, 

welche der Energiedifferenz aus angeregtem und Grundzustand des Donors entspricht, 

in dem Bereich liegen, in dem der Akzeptor Energie aufnehmen kann. Um dies zu 

ermöglichen müssen das Emissionsspektrum des Donors und das Extinktionsspektrum 

des Akzeptors überlappen (Abbildung 2.3). Die Größe der überlappenden Fläche in den 

Spektren, zu sehen als das Integral  ist proportional zur Transferrate � � und zur 

sechsten Potenz des Förster-Radius � : � � , �6  ⋉  =  ∫ � �� 4  

Dabei ist �  die normierte Strahlungsintensität des Donors bei der Wellenlänge  und ��  ist der Extinktionskoeffizient des Akzeptorfarbstoffes. Weiterhin ist es für einen 

optimalen Energietransfer wichtig, dass sowohl Donor- als auch Akzeptorfarbstoff 

möglichst parallele elektronische Schwingungsebenen aufweisen. Das heißt, die 

Transferrate � � und die sechste Potenz des Förster-Radius des Donor-Akzeptor-Paars �  sind proportional zum Orientierungsfaktor : � � , �6  ⋉ = � � −  �  ��   

Der Winkel zwischen Emissionsdipol des Donorfarbstoffes und dem Absorptionsdipol des 

Akzeptorfarbstoffes wird mit � � bezeichnet. �  und �� sind die Winkel zwischen beiden 

Dipolen und dem Verbindungsvektor zwischen Donor- und Akzeptorfarbstoff.  kann 

Werte zwischen 0 und 4 annehmen, wobei der Wert 0 die Rechtwinkligkeit, also 

Orthogonalität der Dipole und der Wert 1 eine parallele Stellung bezeichnet. Der Wert 4 
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wird bei kolinear angeordneten Dipolen erreicht. Anhand des Wertes , kann man mit 

dem Förster-Energietransfer auch auf Änderungen in der Schwingungsebene und somit 

die Lage der fluoreszent markierten Proteine zueinander rückschließen. Die einfachste 

Form des FRET ist der SE-F˃ET, de  „“e sitized E issio “ F˃ET. Fü  die Cha akte isie u g 
der Interaktion zweier fluoreszent markierter Proteine mittels SE-FRET, wird nach 

spezifischer Anregung des Donormoleküls (z.B Cyan-fluoreszierendes Protein, CFP), die 

Emission des zur Strahlungsabgabe befähigten und durch die Energieübertragung 

angeregten Akzepto fa stoffes Gel  „ ello “ -fluoreszierendes Protein, YFP) 

gemessen.  

 

Die zu analysierenden Protoplasten (2.3) wurden auf Objektträgern in „Low Melt 

Agarose“ immobilisiert. SE-FRET wurde entsprechend der gängigen Methode (Xia und Liu, 

2001) berechnet und die Fluoreszenzintensitäten der fluoreszenten Zellen mit Hilfe des 

Quantifizierungswerkeuges der Leica Software ausgewertet.  

 

 

 

 

2.8.2.3  „A epto lea hi g“ Fö ste -Resonanzenergietransfer (AB-FRET) 

 

Die am häufigsten genutzte Methode um die Interaktion zwischen zwei fluoreszent 

markierten Proteinen nachzuweisen ist der AB-FRET. Dabei misst man die 

Fluoreszenzintensität des Donors vor und nach dem Fotobleichen des Akzeptors. Durch 

das Ausbleichen des Akzeptors kann die Energie des Donors nicht mehr übertragen 

werden und steht diesem nun komplett als eigene Fluoreszenz zur Verfügung. Das 

bedeutet, wenn die Fluoreszenzintensität des Donors nach dem Bleichen des Akzeptors 

höher wird, hat eine Interaktion der beiden zu untersuchenden Proteine stattgefunden. 

Durch diese Methode umgeht man das Problem, dass beim SE-FRET der Akzeptor auch 

Abbildung 2.3: Überlappung der Spektren 
von CFP und YFP 
Für den Energietransfer von angeregtem 

Donor (CFP)- auf das Akzeptormolekül (YFP) 

muss das Emissionspektrum (Em) von CFP 

mit dem Absorptionsspektrum (Abs) von 

YFP zu mindestens 70% überlappen 

(schraffierte Fläche). Modifiziert nach 

Visser und Rolinski. 

Abbildu g 2.4: „Se sitized E issio “-Förster-Resonanzenergietransfer (SE-FRET) 
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durch Anregung des Donors aktiviert werden kann, wodurch es zu falsch positiven 

Ergebnissen kommen kann. Für die Messung der FRET-Effizienz (EFRET) wurden beide 

Anregungswellenlängen (CFP/YFP) abwechselnd angeschaltet um Fluoreszenzsignale von 

ähnlich gleicher Intensität zu erhalten. Das Fotobleichen des Akzeptors wurde bei 30 

„f a es“ a.  se  u d ei e  -Laserintensität von 100% durchgeführt. Die AB-

FRET-Messu ge  u de  it de  „AB-F˃ET Wiza d“ de  Lei a “oft a e, e tsp e he d 
der Formel: � � = − � � � � � �  durchgeführt. Dabei ist  die Intensität von CFP für 

FRET ( � � �) wenn das YFP nicht gebleicht ist und von CFP �  nachdem das YFP 

gebleicht wurde. Auch für diese Methode wurden die verwendeten Protoplasten (2.3) 

auf einem Objektträger in „Low Melt Agarose“ eingebettet um sie zu immobilisieren und 

somit das optimale Bleichen der gesamten Zelle zu garantieren. HEK293-Zellen (2.5) 

wurden auf einem Deckgläschen subkultiviert und transfiziert. Diese Deckgläschen 

wurden dann in ein Zellkulturschälchen mit 2ml „Ha k’s Bala ed “alt “olutio “ HB““, 
+CaCl2, +MgCl2, ohne Phenolrot, Gibco®/ Life TechnologiesTM) direkt unter dem 

Mikroskop mit dem 25× Objektiv analysiert.  

Fluorophor Art Anregung (nm) Emission (nm) Verwendung 

mTurquoise CFP 405 450-480   2.3, 2.5, 2.8.2.2, 

2.8.2.3 

mVenus YFP 514 540-560 2.3, 2.4, 2.5, 2.8.2.2, 

2.8.2.3 

eGFP GFP 488 500-560 2.6, 2.7, 2.8.1, 2.8.3 

DsRed2 RFP 561 590-650 2.6, 2.7, 2.8.1 

mCherry RFP 561 600-630 2.6, 2.7, 2.8.1 

mEos Konvertibel 

GFP  RFP 

488 (grün) 

561 (rot) 

490-520 (grün) 

570-600 (rot) 

2.3, 2.8.2.3 

Tabelle 2.8: Verwendete Fluoreszenzproteine  

 

2.8.3 „Fluores e e Re overy after Photo lea hi g“ FRAP  

 

Die FRAP-Technik wird oft verwendet um translationale Diffusionsprozesse von 

Makromolekülen zu analysieren. Die gewonnenen Informationen geben Aufschluss über 

die kinetischen Eigenschaften, mobilen Fraktionen und Transportraten von fluoreszent 

markierten Molekülen. Für diese Technik benötigt man einen kurzen, starken Laserimpuls 

um ein Fluorophor in einer lebenden Zelle durch Bestrahlung lokal zu zerstören. Durch 

diese Fotobleichung geht das betroffene Fluorophor irreversibel in einen nicht-

fluoreszierenden Zustand über. Diffundieren langsam fluoreszente Moleküle aus der 

U ge u g i  diese  e tsta de e  „s h a ze  Fle k“ ei , ka  du h Messu g des 
Verlaufs der Fluoreszenzintensität über die Zeit, die Diffusionszeit (bzw. 

Diffusionskonstante) bestimmt werden. Je langsamer die gemessene Zeit bis zur 

Rückkehr der vollen ursprünglichen Fluoreszenzintensität, desto langsamer ist die 

Diffusion der fluoreszenten Komponenten. (Edidin et al., 1976; Axelrod et al. 1976). Für 

die Mobilitätsanalyse von GFP::AtRem1.4 wurde der „F˃AP Wiza d“ de  Lei a “oft a e 
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verwendet. Für die Messung wurden pro Zelle drei bis fünf ROIs markiert, die Fluoreszenz 

der darin befindlichen Membrannanodomänen bei einer initialen Laserintensität von 20% 

e esse  u d da a h ü e  de  „)oo  I “- u d de  „“et Ba kg ou d to ze o“-Modus 

bei 100% Laserintensität lokal gebleicht. Eine eventuelle Rückkehr der Fluoreszenz durch 

eventuell einwandernde, benachbarte fluoreszent markierte Proteine wurde 

anschließend mehrere Minuten lang bei einer Laserintensität von 20% beobachtet 

(Messprotokoll siehe Tabelle 2.9). Der digitale „Gain“ (718�), der Durchmesser des 

„Pinholes“ (1 AU), Scan Modus (4× Line Average), Bildgröße (256×256 Pixel) und die 

Scannergeschwindigkeit (1400Hz) waren für alle Messungen und Aufnahmen stets gleich.  

Schritt Intervallanzahl Minimiertes Intervall Zeit p. Intervall 

Präbleach 10 ja 118ms 

Bleach 10 ja 118ms 

Postbleach 1 100 ja 118ms 

Postbleach 2 10 nein 1 sec 

Postbleach 3 10 nein 5 sec 

 gesamt 149,502 sec 

Tabelle 2.9: FRAP-Messprotokoll 
 

 

 

2.9 Quantitative Messung reaktiver Sauerstoffspezies 

 
 

2.9.1 Peroxidase-katalysierte Luminol-Chemolumineszenztechnik 

 

Für die Quantifizierung Oxidase-abhängig gebildeter reaktiver Sauerstoffspezies eignet 

sich das HEK-Zellsystem besonders gut, weil HEK-Zellen keine NADPH-Oxidasen 

exprimieren und deshalb keine eigene Ca2+-abhängige ROS-Produktionsaktivität besitzen. 

Die Methode zur Messung von exogen produzierten ROS basiert auf der 

Chemolumineszenz von Luminol. Es wird das, durch die in den HEK-Zellen 

überexprimierte NADPH-Oxidase, gebildete Superoxid (O2-·), durch die 

Superoxiddismutase (SOD) zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid disproportioniert. Das 

von der NADPH-Oxidase gebildete Superoxid kann nicht direkt mit dem Luminol 

reagieren, dafür aber mit dem Luminolradikal. Dieses Radikal entsteht durch die 

Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid (H2O2). Diese Oxidation wird durch die 

Meerrettichperoxidase (Horseraddish peroxidase, HRP) katalysiert (Abb. 2.5).  

Für die Messung von ROS wurden die zuvor in 96Well-Platten ausgesäten (2.5.2) und 

transfizierten (2.5.3) HEK-Zellen einmal mit 100µl HBSS vorsichtig gewaschen. Wurden 

die Zellen zusätzlich mit MCD behandelt, erfolgte dies bevor das alte Medium entfernt 

und die Zellen gewaschen wurden. Danach wurden 100µl Reaktionspuffer zu den Zellen 

gegeben. Die Messung der Lumineszenz erfolgte in einem Luminometer (Luminoskan 

Ascent, Labsystems) für eine halbe Stunde bei 37°C und einer Wellenlänge von 470nm. 

Jede Minute wurde ein Messwert aufgezeichnet und nach 5 min wurden 50µl 
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Ionomycinlösung hinzugegeben. Ionomycin ist ein Ionophor, und begünstigt als mobiler 

Ca2+-Transporter die zelluläre Aufnahme von Ca2+ über die Plasmamembran und kann 

somit die Ca2+-abhängige ROS-Produktion der NADPH-Oxidasen auslösen. Die gemessene 

ROS-P oduktio  de  O idase  i d a gege e  i  de  Ei heit „ elati e 
Lu i esze zei heite  p o “eku de“ ˃LU/s . 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.5: Peroxidase-katalysierte Luminol-Chemolumineszenztechnik 
 

 

Reaktionspuffer (für eine 96Well-Platte):   

30ml HBSS (Gibco®/ Life TechnologiesTM) 

0,002g HRP (Carl Roth®)in 200µl HBSS 

180µl davon zu den 30ml HBSS dazu geben 

18,8µl 0,4M Luminol (Sigma-Aldrich®) 

 

Ionomycinlösung (für eine 96Well-Platte):   

   13ml Reaktionspuffer 

19,5µl 1mM Ionomycin (Sigma-Aldrich®)  

 

 

2.10 Proteinbiochemie 

 
 

2.10.1 Proteingelelektrophorese 

 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-Page) ist eine Variante der Polyacrylamid-

Gelelektrophorese und dient der Analyse und Trennung von Proteingemischen, nach der 

Molekülgröße der einzelnen Proteine, in einem elektrischen Feld. Für diese Art der 

Elektrophorese dient eine diskontinuierliche Matrix auf Polyacrylamidbasis als 

Trennmittel.  
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2.10.1.1 Probenvorbereitung 

 

Zur Vorbereitung der Proben (2.5, 2.11) wurde diesen eine Überschuss 
Natriumdodecylsulfat (SDS) zugesetzt. SDS ist ein anionisches Tensid (Detergenz), 

welches die Eigenladung der Proteine überdeckt. Dabei binden immer 1,4g SDS an 1g 

Protein, so dass alle im Gemisch vorhandenen Proteine dieselbe negative 

Ladungsverteilung aufweisen. Durch ladungsbedingte gegenseitige Abstoßung der 

Proteine im Gemisch und die Linearisierung dieser durch ein Aufkochen der Probe für 10 

min bei 98°C, erfolgt dann im elektrischen Feld eine Migration der Proteine zur Anode, 

wobei eine Auftrennung nach Kettenlänge, proportional zu Molekülmasse erfolgt, da 

längere Proteine im Polyacrylamidgel stärker zurückgehalten werden als kürzere.  

Zu untersuchende Proben wurden im Verhältnis 1:1 mit einem Probenpuffer versetzt. 

Handelte es sich dabei um transfizierte HEK-Zellen (2.5) wurde der Probenpuffer direkt 

zu den Zellen gegeben (50µl in jede Vertiefung von 96Well-Platten und 150µl in jede 

Vertiefung von 6Well-Platten). Die Zellen wurden mit dem Probenpuffer vermischt, um 

die Lyse der Zellen zu begünstigen, und anschließend in Mikroliterreaktionsgefäßen 

gesammelt. Um die Denaturierung der Proben zu optimieren, wurden diese zuerst 10 sec 

lang sonifiziert (90% Amplitude, Labsonic® M, Sartorius Stedim Biotech GmbH) und im 

Anschluss für 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Proben wurden auf RT abgekühlt und danach 

für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um unerwünschte Zellreste zu 

entfernen. Der Überstand wurde dann auf ein SDS-Gel geladen.  

 

Proteinprobenpuffer:  0,3M TrisHCl pH 6,8 

    10% SDS 

    37% Glycerol 

    0,5% Bromphenolblau 

    0,2M  Dithiothreitol (DTT) 

    % β-Mercaptoethanol β-ME)  

 

2.10.1.2 SDS-PAGE 

 

Diskontinuierliche SDS-Page wurde durchgeführt wie beschrieben (Ulrich K. Laemmli es 

1970). Entweder wurden die Gele kommerziell bezogen (10×10cm, 12 Taschen, 12% 

Pol a la id PAA , „ UVie TM“ Fe tiggele, Pe la  ode  sel st gegossen wie in Tabelle 

2.10 beschrieben. Dafür wurde zuerst das Trenngel gegossen und mit H2Oreinst 

überschichtet um eine Verformung durch Austrocknen zu verhindern. Nach einer halben 

Stunde war das Trenngel dann auspolymerisiert und konnte mit dem Sammelgel, welches 

weitere 15 min zum Auspolymerisieren benötigte, vervollständigt werden.  
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Bestandteil Art des Geles (10ml) 

 10% Trenngel 12% Trenngel Sammelgel 
(3,2%) 

H2Oreinst 4,9ml 4,4ml 6,6ml 

4× TrisHCl/SDS, pH 6,8 - - 2,5ml 

4× TrisHCl/SDS, pH 8,8  2,5ml 2,5ml - 

Rotiphorese® Gel 40 (29:1) (Roth) 2,5ml 3ml 0,8ml 

10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 50µl 50µl 100µl 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5µl 5µl 10µl 

Tabelle 2.10: Zusammensetzung der selbst gegossenen SDS-Gele 
 

APS, das Salz der Peroxidschwefelsäure, ist der Polymerisationsinitiator. Bei dessen 

Zersetzung gebildete Sulfatradikale greifen elektrophil die Kohlenstoffatome mit 

Doppelbindungen im Polyacrylamid an und lösen so eine Kettenreaktion, die zur 

Polymerisierung von Polyacrylamid führt, aus. TEMED dient als Katalysator der 

Acrylamidpolymerisation. Die Gele, egal ob selbstgegossene oder gekaufte, liefen bei 

einer anfänglichen Stromstärke von 45mA/Gel bis zum Eintritt der Probe in das Trenngel 

und ab dann bei 15mA/Gel, bis die Bromphenolblaulauffront aus dem Trenngel lief, in 

einem denaturierenden Tris-Glycin-Laufpuffer. Zur Bestimmung der Proteingrößen, 

u de zu  Ve glei h µl ei es P otei a ke s „Page˃ule TM Plus Prestained Protein 

Ladde “, The o “ ie tifi TM) mit bekannten Fragmentgrößen parallel mit auf das Gel 

geladen. 

 

10× Tris-Glycin-Laufpuffer: 29g/l Tris 

    141g/l Glycin 
    10g/l SDS 

 

2.10.1.3 Gel Visualisierung 

 

Um Proteinbanden visualisieren zu können wurden die SDS-Gele nach der Elektrophorese 

mit Coomassie-Brillant-Blau, einem Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die basischen 

Aminosäuren der Proteine anlagert, unspezifisch angefärbt. Die SDS-Gele wurden in eine 

Coomassie-Färbelösung gelegt und unter leichtem schwenken ON bei RT inkubiert. Die 

Entfärbung der Gele erfolgte in Entfärbelösung so lange bis alle überschüssige Färbung 

ausgewaschen war.  

 

Coomassie-Färbelösung: 1,5g/l Coomassie-Brillant-Blau R250 

    200ml/l Methanol 

    250ml/l H2Oreinst 

    5ml/l Essigsäure 
 

Entfärbelösung:  7% (v/v) Essigsäure 

    5% (v/v) Methanol 
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2.10.2 Western Blot 

 

Die Übertragung von Proteinbanden durch ein elektrisches Feld, welches senkrecht zum 

SDS-Gel (2.10.1.2) angelegt wird, auf eine Trägermembran, um die Proteine anschließend 

durch Antikörperdetektion (2.10.2.2) nachzuweisen nennt man, in Anlehnung an den 

„E fi de “ de  Blotti g-Te h ik Ed i  “outhe  , „Weste  Blot“ WB .  

 

2.10.2.1  Transfer 

 

Vor dem Transfer der Proteinbanden auf eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF, 

Hybond-P, GE Healthcare Europe) über polare und hydrophobe Wechselwirkungen, muss 

diese zuerst aktiviert werden. Dafür wurde die Membran passend zurecht geschnitten 

und 1 min in 100% Methanol geschwenkt. Danach wurde sie in H2Oreinst gewässert und 

zusammen mit dem zu blottenden Polyacrylamid-Gel 15 min in einem Transferpuffer 

nach Harry Towbin (Towbin et al., 1979) äquilibriert. Dadurch wird das gebundene SDS 

ausgewaschen, wodurch die Proteine teilweise wieder ihre nativen Sekundär- und 

Te tiä st uktu e  ausp äge  kö e . Au h die fü  das „Blotsa d i h“ benötigten 

Whatman-Filterpapiere (0,34mm Stärke) wurden für wenigstens 5 min in dem 

Transferpuffer inkubiert.  

Das „Blotsa d i h“ u de ie folgt zusa e gesetzt: 

- Kathode (-) 

- 3× Whatman-Filterpapier 

- PVDF-Membran 

- Polyacrylamid-Gel 

- 3× Whatman-Filterpapier 

- Anode (+) 

 

Der Proteintransfer erfolgte aus selbstgegossenen sowie gekauften Gelen für 1h bei 

70mA in einem Semi-Dry Elektroblotter (PerfectBlue, Peqlab). Nach dem Proteintransfer 

ist es nötig die unbesetzten Bindestellen auf der PVDF-Membran eine Stunde lang mit 

einer stark proteinhaltigen Blocklösung abzusättigen.  

 

Transferpuffer: 3,03g/l Tris 

   14,4g/l Glycin 

   0,05% SDS 

   20% Methanol 

 

TBS-Puffer:  50mM Tris 

   150mM NaCl 

   pH 7,4 
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TBST/T:  TBS-Puffer 

   0,05% Tween-20 

 

Blocklösung:  TBS/T 

   3% Bovines Serumalbumin (BSA)  

 

2.10.2.2  Antikörperdetektion 

 

Die Immunodetektion der größentechnisch aufgetrennten (2.10.1.2) und auf eine PVDF-

Membran geblotteten (2.10.2.1) Proteine erfolgte durch Inkubation der Membran mit 

primären Antikörpern (Tabelle 2.11) ON bei 4°C. Diese Antikörper waren kommerziell 

erhältliche Antikörper von (Abcam oder Sigma-Aldrich®) und wurden entsprechend der 

Herstellervorgaben in Tris-buffered Saline (TBS/T) mit 0,05% Tween-20, einer milden, 

nicht-ionischen Detergenz, die schwache Bindungen ablöst, und 3% BSA angesetzt. Nach 

der Inkubation wurde die Membran dreimal mit TBS/T für je 5 min gewaschen. Für die 

Detektion wurde das HRP-System verwendet. Das bedeutet, die sekundären Antikörper 

(Tabelle 2.11) sind mit der HRP gekoppelt und wurden ebenfalls entsprechend der 

Herstellervorgaben verdünnt und für 1h auf der PVDF-Membran inkubiert. Auch danach 

wurde die Membran mit TBS/T gewaschen, zuerst für 10 min, danach folgten drei 

fünfminütige Waschschritte. Die HRP-Detektion wurde durchgeführt mit dem hoch 

sensitiven HRP-“u st at „“upe “ig al West Pi o“ Pie e, The o “ ie tifi TM) 

entsprechend der Herstellervorgaben. Luminol- und Peroxidlösung wurden im Verhältnis 

1:1 gemischt und für 5 min auf der Membran bei RT inkubiert. Die Signaldetektion 

erfolgte mit Hilfe einer hoch-sensiblen CCD-Kamera (ChemiLux Imager, Intas) im 2×2-

Binning-Modus. Die erste Aufnahme wurde immer nach 1 min gemacht und weitere 

Expositionszeiten entsprechend der Signalstärke gewählt.  

Antikörper Hersteller Prod.Nr. Quelle Typ Verdünnung 

primär      

anti-GFP Abcam Ab6556 Kaninchen polyklonal 1:2000 

sekundär      

anti-Maus IgG Sigma-

Aldrich® 

A4416 Ziege Polyklonal, 

HRP-konjugiert 

1:15000 

Tabelle 2.11: Verwendete Antikörper 
 

 

2.10.3 Proteinquantifizierung/ BCA-Methode 

 

Die Quantifizierung von Proteinen in Lösung erfolgte it de  „Pierce BCA Protein Assay 

Kit“ The o “ ie tifi TM) entsprechend der Herstellerangaben. Diese Methode hat die 

Vorteile, dass sie sehr genau ist und mit geringem Probeneinsatz durchgeführt werden 

kann. Sie beruht auf der Bichinchoninsäure-Methode (Smith et al., 1985). Dabei reagieren 
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zweiwertige Kupferionen quantitativ durch Proteineinfluss zu einwertigen Kupferionen. 

Diese reagieren wiederrum mit der Bichinonsäure und bilden einen Komplex mit violetter 

Farbe. Die Absorption dieses Farbstoffes kann bei einer Wellenlänge von 562nm 

photometrisch bestimmt werden. Auf diese Weise lassen sich die Proteinkonzentrationen 

vor allem von mikrosomalen Fraktionen (2.11.2) und Plasmamembranaufreinigungen 

(2.11.3) sehr genau bestimmen. Die Proben wurden dazu entsprechend verdünnt (Tabelle 

2.12) und die Messungen wurden in Mikrotiterplatten durchgeführt bei einer 

Wellenlänge von 571nm (Luminoskan Ascent®, Thermo Electron CorporationTM), mit 

einem Verhältnis zwischen Messreagenz und Probe von 10:1. Eine mitgeführte BSA-

Verdünnungsreihe zwischen 0 - 2000µg/ml diente dabei zur Erstellung der 

Standardkurve, anhand derer im Anschluss die genauen Proteinkonzentrationen 

ermittelt werden konnten.  

Fraktion/Probe Verdünnung 

Homogenat 1:40 

mikrosomale Fraktion 1:40 

Isolierte Plasmamembran 1:10 

DRM/DSF Fraktion 1:2,5 

Tabelle 2.12: Verdünnungen für die Proteinquantifizierung 

 

 

2.11 Membranisolierung 

 
 

2.11.1 Homogenisierung des Pflanzenmaterials 

 

Die Blätter zuvor transfizierter Tabakpflanzen (2.7) wurden abgeschnitten und in einem 

Mixer (Waring Laboratory & Science Inc.) in einem entsprechenden Volumen von 

Homogenisierungspuffer, unter Hinzunahme von Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) als 

Reibemittel, zerkleinert. Auf 50g Blattmaterial (30 Pflanzen entsprechen ca. 300g) 

wurden 100ml Homogenisierungspuffer und 4g PVPP eingesetzt. Die Blätter wurden bei 

einer Umgebungstemperatur von 4°C, mit zehn kurzen Mixerimpulsen von maximal 30 

sec auf höchster Stufe zerkleinert, solange bis keine großen Blattstücke mehr zu sehen 

a e . Das Ho oge at u de du h ei e „Mi a loth e a “ Me k Bios ience) 

filtriert, so dass danach keine größeren Blattstücke mehr enthalten waren. Dieses 

Homogenat wurde für die Isolierung der mikrosomalen Fraktion verwendet (2.11.2). 

 

Homogenisierungspuffer:  330mM Saccharose 

     50mM TrisHCl pH 7,4 

     3mM EDTA pH 8 

     1mM DTT (frisch) 

1 Tablette/50ml PI  

     4% (w/v) PVPP 
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2.11.2 Isolierung der mikrosomalen Endomembranfraktion 

 

Das aus dem Pflanzenmaterial erhaltene Homogenat (2.11.1) wurde zuerst bei einer 

niedrigen Geschwindigkeit von 15.000×g (ca. 9200rpm) für 31 min, bei 4°C, in einem JA-

 ˃oto  i  ei e  „A a ti-XP-)e t ifuge“ Be k a -Coulter) zentrifugiert und so die 

mikrosomale Fraktion von groben Zellwandbestandteilen, Mitochondrien, Chloroplasten 

und anderen Zellbestandteilen und dem PVPP getrennt. Es folgte eine 

Hochgeschwindigkeitszentrifugation bei 100.000×g (ca. 36.000rpm) für eine Stunde, bei 

4°C, in einem 45Ti-˃oto  i  ei e  „Opti al-L 100 K-Ult aze t ifuge“ Be k a -Coulter). 

Das nach Abgießen des Überstandes erhaltene mikrosomale Pellet wurde in 4ml 2-

Phase puffe  „T o-Phase- uffe “, TPB  esuspe die t u d it ei e  Glaspotte  
(Sartorius) homogenisiert. Aus dem mikrosomalen Pellet wurde anschließend die 

Plasmamembran isoliert (2.11.3).  

 

„T o-Phase- uffe “:   22ml 43% (w/w) Saccharose 

      l f. 6,5 % PEG / Dextran) 2M KCl 

     2,5 ml 0,2 M K+Pi pH 7,8 

1 Tablette/50ml PI  

 

2.11.3 Plasmamembranisolierung 

 

Die Isolierung sehr reiner Plasmamembran aus mikrosomalen Endomembranfraktionen 

(2.11.2) geschah unter Ausnutzung unterschiedlicher Mischbarkeiten und somit einer 

Partitionierung von Membranfraktionen in zwei unterschiedlichen Polymerphasen. Diese 

Te h ik i d i  e glis he  „T o-Phase-Pa titio i g“ genannt (Yoshida et al., 1983 und 

Larsson 1988). Dabei wurden maximal 5g des mikrosomalen Pellets auf ein 27g schweres 

6,5%iges PEG/Dextran-2-Phasensystem geladen und die beiden Phasen durch invertieren 

gut vermischt. Durch Zentrifugation des beladenen Systems bei 1500×g, bei 4°C für 5 min 

wurden die beiden Phasen wieder separiert. In der oberen PEG–haltigen Phase befand 

sich anschließend die isolierte Plasmamembran, in der unteren Dextranphase andere 

Membranen und zytosolische Proteine. Diese Separierung wurde fünf- bis sechsmal 

wiederholt, wobei immer die obere PEG-Phase auf die frische untere Dextranphase eines 

neuen Systems gegeben, um durch Invertieren die Plasmamembran weiter 

auszuschütteln und so weiter aufzureinigen. Die untere Phase des ersten Systems wurde 

noch einmal mit einer oberen Phase eines neuen Systems ausgeschüttelt, um die 

Mehrheit der, durch Überladung des ersten Systems mit einem zu hohen Anteil an 

mik oso ale  F aktio  g P otei , e lo e  gega ge e  Plas a e a esikel 
aufzufangen (Mitra et al., 2009). Das 6,5%ige PEG/Dextansystem ist zwar sehr stringent 

und führt zu einem gewissen Verlust an finaler Plasmamembranmenge, dafür ist die 

erhaltene Plasmamembran reiner und daher besser für spektrometrische Messungen 

geeignet. Die beiden finalen, Plasmamembran-enthaltenden, PEG-Phasen wurden 
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vereinigt, zweifach mit TBP-Puffer verdünnt und bei 4°C und 100.000×g für 1h 

zentrifugiert. Nach quantitativer Bestimmung der resultierenden Plasmamembran, 

mittels BCA-Methode (2.10.3), wurden 0,6mg der aufgereinigten Plasmamembran in 

800µl 1×Tris-DTT aufgenommen und in einem Glaspotter homogenisiert. Die 

resuspendierte Plasmamembran kann nun für weitere Anwendungen (2.11.4) eingesetzt 

werden. Üblicherweise erhält man aus 80g frischem Blattmaterial etwa 0,6mg 

Plasmamembran und aus frisch präparierten mikrosomalen Fraktionen erzielt man 

generell eine größere Ausbeute an isolierter Plasmamembran. 

 

6,5% PEG/Dextransystem: 11,7g 20% (w/w) Dextran T-500 

    5,85g 40% (w/w) PEG-3350 

5,94ml 43% (w/w) Saccharose 

82µl 2M KCl 

675µl 0,2M K+Pi pH 7,8 

H2Oreinst auf final 27g 

 

2.11.4 DRM-Isolierung 

 

Die Auf ei igu g o  de  „Dete ge t- esista t e a e f a tio “ D˃M  e uht auf 
einer Sterolreduktion (2.11.4.1) und einer anschließenden Detergenzbehandlung 

(2.11.4.2). Durch diese Vorgänge ändert sich die Dichte der ansonsten sehr sterol- und 

sphingolipidreichen DRM. In einem kontinuierlichen Saccharosegradienten flotiert diese 

DRM dann bei einer Saccharosekonzentration von etwa 30%. Im Gegensatz zu den 

Proteinen, die nicht resistent gegenüber einer Detergenzbehandlung sind. Diese befinden 

si h a  Bode  des “a ha oseg adie te  als pelletie te F aktio  „Dete ge t-soluable 

f a tio “, D“F . 

 

2.11.4.1 Sterolreduktion mittels MCD 

 

Die Reduktion von Sterolen in der DRM erfolgte durch Behandlung der Plasmamembran 

mit 25mM MCD für 30 min bei 37°C unter leichtem Schütteln. Danach wurde dieser 

Ansatz für eine Stunde bei 100.000×g und 4°C zentrifugiert (TLA-  ˃oto  i  de  „Opti a 
MAX-XP“, Be k a -Coulter). Die Plasmamembran mit nun reduzierter 

Sterolkonzentration fand sich danach in dem gelblichen Pellet. Sowohl MCD-behandelte 

als auch unbehandelte Plasmamembranen wurden im Anschluss mit der Detergenz Triton 

X-100 behandelt um die DRM zu isolieren (2.11.4.2). 
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2.11.4.2 Detergenzbehandlung 

 

Die Behandlung der isolierten Plasmamembran (2.11.3) mit der milden, nicht-ionischen 

Detergenz Triton X-100, ermöglichte die Aufreinigung der DRM und erfolgte ausnahmslos 

auf Eis. Die resuspendierte und homogenisierte Plasmamembran (2.11.3) wird mit Triton 

X-100 idealerweise in einem Protein-Detergenzverhältnis von 1:15 eingesetzt (e.g 720µl 

= 0,5mg Plasmamembran + 80µl = 8mg Detergenz), um die maximale Anreicherung von 

Sterolen zu erreichen, ohne dabei zu viel Protein zu verlieren (Mongrand et al., 2004). 

Nach Zugabe der Detergenz wurde die Membran für exakt 30 min auf Eis inkubiert. 

Längere Inkubationszeiten würden zu einer unspezifischen Solubilisierung der Proteine 

durch die Detergenz führen. Dies wiederum würde die Isolierung von spezifischen 

Membranfraktionen, wie der DRM, verhindern (Morandat und El Kirat, 2006). Nach der 

Detergenzbehandlung wurde die Probe mit der entsprechenden Menge 60%iger (w/v) 

Saccharose vermischt um eine 48%ige (w/v) Saccharosekonzentration zu erhalten (e.g 

3,2ml 60%ige Saccharoselösung zu 800µl Solubilisierungsansatz). Diese nun 48%ige 

Saccharosemixtur wurde in ein, bei hohen Geschwindigkeiten zentrifugierbares, 

Polykarbonatröhrchen (Beckman-Coulter) gegeben, bevor der kontinuierliche 

Saccharosegradient darüber geschichtet wurde (2.11.4.3).  

 

2.11.4.3  Zentrifugation über einen Saccharosegradienten 

 

Über die 48%ige Saccharosemixtur, welche die Detergenz-behandelte Plasmamembran 

enthielt (2.11.4.2), wurde ein kontinuierlicher Saccharosegradient mittels eines 

Gradientenmixers geschichtet. Dieser Gradientenmixer besteht aus zwei Kammern, eine 

für die hochprozentige (45% (w/v)) und eine für die niedrigprozentige (15% (w/v)) 

Saccharoselösung. Unter kontinuierlichem Rühren werden die beiden 

Saccharoselösungen konzentrationsabhängig miteinander vermischt, über die Probe, in 

das Polykarbonatröhrchen geschichtet, wobei die Konzentration nach oben hin immer 

niedriger wird. Die Isolation der DRM erfolgte durch Ultrazentrifugation bei 100.000×g 

und 4°C für 18h in einem Ausschwingrotor (SW 32 Ti-˃oto  i  de  „Opti a-L  K“, 
Beckman-Coulter). Nach der Zentrifugation ist ein gräulich-weißer, flotierender Ring in 

der Mitte des Saccharosegradienten zu sehen. Dieser flotierende Ring stellt die isolierte 

DRM dar, dem hingegen beinhaltet die pelletierte Fraktion alle Plasmamembranproteine, 

die durch die Behandlung mit Triton X-100 solubilisiert wurden. 
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2.11.4.4 Fraktionierung des Saccharosegradienten  

 

Für die Fraktionierung des Saccharosegradienten wurde der Überstand über dem 

flotierenden DRM-Ring (2.11.4.3) abgenommen und verworfen. Der DRM-Ring selbst 

wurde mit der Pipette abgenommen, mit 1× Tris-DTT auf ein Volumen von 1,5ml 

aufgefüllt und per Ultrazentrifugation (45Ti-˃oto  i  de  „Opti al-L  K“, Be k a -

Coulter) pelettiert. Ebenso wurde mit dem DSF-Pellet am Boden des 

Saccharosegradienen verfahren. Die DRM wurde in 250µl 1× Tris-DTT resuspendiert, die 

DSF in 150µl 1× Tris-DTT. Im Anschluss daran wurden die Proteinkonzentrationen der 

beiden Fraktionen mittels eines BCA-Proteinassays quantitativ vermessen (2.10.3), bevor 

sie zum Zwecke von spektrometrischen Messungen zu Prof. Waltraud Schulze geschickt 

wurden.  

Abbildung 2.6: Membranisolierung 
 

 

2.12 Verwendete Klonierungsvektoren 
 

 

Name Promoter Terminator Resistenz Art Verwendung 

pSat 35S 35S Ampizillin USER 2.3, 2.6, 2.8 

pUBQ10 UBQ10 RBC Ampizillin USER 2.3, 2.6, 2.8 

pNBI SP6 T7 Ampizillin USER 2.4, 2.8 

pcDNA3.1 CAMV, SV40 SV40 Neomycin, 

Ampizillin 

USER 2.5, 2.8, 2.9, 2.10 

pCambia7 35S 35S Kanamycin USER 2.7, 2.8, 2.10, 2.11 

pEF1 EF1-α, “V  SV40 Ampizillin traditionell 2.5, 2.8, 2.9, 2.10 

Tabelle 2.13: Verwendete Klonierungsvektoren 
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2.13 Verwendete Proteine 
 

 

Name Organismus Code 

ABI1 Arabidopsis thaliana At4g26080 

AtrbohD Arabidopsis thaliana At5g47910 

AtrbohF Arabidopsis thaliana At1g64060 

AtRem1.1 Arabidopsis thaliana At3g48940 

AtRem1.2 Arabidopsis thaliana At3g61260 

AtRem1.3 Arabidopsis thaliana  At2g45820 

AtRem1.4 Arabidopsis thaliana At5g23750 

AtRem3.1 Arabidopsis thaliana At1g69325 

AtRem3.2 Arabidopsis thaliana At4g00670 

AtRem4.1 Arabidopsis thaliana At3g57540 

AtRem4.2 Arabidopsis thaliana At2g41870 

AtRem5.1 Arabidopsis thaliana At1g45207 

AtRem6.1 Arabidopsis thaliana  At2g02170 

AtRem6.2 Arabidopsis thaliana At1g30320 

AtRem6.3 Arabidopsis thaliana At1g53860 

AtRem6.4 Arabidopsis thaliana At4g36970 

AtRem6.5 Arabidopsis thaliana At1g67590 

AtRem6.6 Arabidopsis thaliana At1g13920 

AtRem6.7 Arabidopsis thaliana At5g61280 

CPK21 Arabidopsis thaliana At4g04720 

CPK5 

SLAH3 

Arabidopsis thaliana 

Arabidopsis thaliana  

At4g35310 

At5g24030 

RCAR1/PYL9 Arabidopsis thaliana At1g01360 

Snrk2.2 Arabidopsis thaliana At3g50500 

Snrk2.3 Arabidopsis thaliana  At5g66880 

Snrk2.6/OST1 Arabidopsis thaliana At4g33950 

Snrk2.7 Arabidopsis thaliana At4g40010 

Snrk2.8 Arabidopsis thaliana At1g78290 

StRem1.3 Solanum tuberosum NM_001288060 

Tabelle 2.14: Verwendete Proteine 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT5G47910
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT1G64060
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2.14 Verwendete statistische Methoden 
 

 

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung aller gemessenen Daten erfolgte 

i  de  Ta elle kalkulatio sp og a  „Mi osoft E el  fü  Wi do s“ „Mi osoft-
Office-“uite“, Mi osoft Co po atio . Die Be e h u g des Mittel e tes e folgte a h de  
Formel: 

�̅����ℎ =  ∑ ���= =  � + � + ⋯ + �
 

Dabei sind �  –  �  die gegebenen reellen Zahlen, also die Messwerte und  ihre Anzahl. 

Die Berechnung der Standardabweichung �� erfolgte nach der Formel: σx =  √Var x  

Die Standardabweichung �� einer Zufallsvariablen � ist dabei definiert als die 

Quadratwurzel der Varianz �� � . Dabei ist die Varianz �� �  definiert als: �� � = � − � = � −  �  � ist dabei stets größer oder gleich 0. Das Symbol ·  bezeichnet den Erwartungswert, 

also die Zahl, die die Zufallsvariable � im Mittel annimmt. Der mittlere Fehler wurde wie 

folgt berechnet: ��√  

Zur Bestimmung der Signifikanz, das heißt zu Prüfung ob die Mittelwerte �̅����ℎ zweier 

Stichprobenmengen gleich oder signifikant unterschiedlich sind, wurde der 

Zweistichproben-t-test durchgeführt unter der Annahme, dass die zwei 

Stichprobenmengen eine gleiche Varianz (�� � ) besitzen. Unterschiede zwischen den 

Stichprobenmengen wurden als signifikant angenommen wenn der Signifikanzwert 

p ,  a . 
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Ergebnisse 

 

3.1     Die Identifizierung von Signalkomplexen in Membrandomänen von        
           Arabidopsis thaliana - Calcium-abhängige Kinasen 

 
 

3.1.1 Identifizierung und Lokalisierung von sterolabhängigen Membranproteinen  
– CPK21 und ABI1 

 

Lange Zeit wurden Membrandomänen (Simons und Ikonen, 1997; Lingwood und Simons, 

2010) in verschiedenen Systemen und Zelltypen entsprechend ihrer Resistenz gegenüber 

einer Behandlung mit nicht-ionischen Detergenzien charakterisiert, weshalb man sie auch 

als „Dete ge t-Resistant Me a es“ D˃Ms, siehe 1.1.3.3, Seite 12) bezeichnet. Heute 

weiß man, dass die Behandlung von isolierten Membranfraktionen mit Detergenzien zu 

Artefakten führen kann und dass die Anwesenheit eines Proteins in den DRMs nicht 

automatisch bedeutet, dass dieses Protein auch mit Membrandomänen assoziiert ist 

(Zurzolo et al., 2003; Simons, 2008). Mangels anderer zuverlässiger 

Präparationsmethoden, bedient man sich aber nach wie vor der Methode der DRM-

Aufreinigung mittels Detergenzien (siehe 2.11.4, Seite 101), um einen ersten Teileindruck 

von der Proteinzusammensetzung dieser distinkten Membranbereiche zu bekommen. 

Durch Verwendung solcher nicht-ionischen Detergenzien, wie Triton X-100 und Brij-98 

und durch die anschließende Behandlung der isolierten DRMs aus Arabidopsis thaliana 

mit der sterolreduzierenden Substanz Methyl-β-Cyclodextrin (MCD; siehe 2.11.4.1, Seite 

101), konnten zuvor (Dissertation Dr. Fatih Demir, "Lipid rafts in Arabidopsis thaliana 

leaves", 2010) durch Massenspektrometrie ca. 80 Proteine identifiziert werden, die 

konstant sterolabhängig waren und somit als potentiell in Membrandomänen lokalisiert, 

angenommen werden können. Unter diesen Proteinen befanden sich die beiden 

Remorine AtRem1.2 und AtRem1.3 (At3g61260 und At2g45820; Tabelle 3.1; Demir et al., 

2013).  

Durch Koexpressionsanalysen (siehe 2.8.1, Seite 88) konnte gezeigt werden, dass diese 

beiden Proteine nicht nur in Form eines punktierten Musters in der Plasmamembran von 

Arabidopsis exprimiert werden und somit tatsächlich in Membrandomänen lokalisiert 

sind, sondern auch, dass beide Proteine miteinander kolokalisieren, also zur selben Zeit, 

in denselben Membrankompartimenten exprimiert sind. Weiterhin wurde gezeigt, dass 

AtRem1.3 ganz klar mit dem bereits etablierten Membrandomänenmarker StRem1.3 

(NM_001288060; Raffaele et al., 2009) in Arabidopsis-Epidermiszellen kolokalisiert ist, 

wodurch auch dieses Protein als Membrandomänenmarker etabliert werden konnte. 

Durch Verwendung einer hochauflösenden Mikroskopiertechnik (STED) konnte weiterhin 

die Größe der durch die Remorine bezeichneten Membrandomänen von etwa 250nm auf 

~97nm herunterskaliert werden (Demir et al., 2013).  
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An die oben erwähnten, bereits einige Jahre zuvor durchgeführten Experimente 

(Dissertation Dr. Fatih Demir, "Lipid rafts in Arabidopsis thaliana leaves", 2010), schließen 

sich nun weiterführende massenspektrometrische (durchgeführt von Prof. Waltraud 

Schulze) und Western-Blot-Analysen an. Durch diese kann gezeigt werden, dass die 

Behandlung von isolierten Plasmamembranfraktionen aus der damals zur Verfügung 

stehenden stabilen Arabidopsis-Linie eGFP::StRem1.3 mit 25mM MCD dazu führt, dass 

StRem1.3 wesentlich geringer in der aufgereinigten DRM gefunden werden konnte, dafür 

aber ve eh t i  de  „Dete ge t-Soluble F a tio “ D“F; A ildu g . .  

 

 

 

 

Tabelle 3.1: Auswahl einiger der identifizierten, sterolabhängigen DRM-Proteine 
Sowohl die beiden Remorine AtRem1.2 und AtRem1.3 konnten als sterolabhängig in 

DRMs lokalisiert identifiziert werden, als auch die an ABA-Signalwegen beteiligte Kinase 

CPK21 und die Phosphatase ABI1. Die NADPH-Oxidase AtrbohD wurde als schwach 

sterolabhängig identifiziert (Demir et al., 2013). 

Abbildung 3.1: MCD-Behandlung von isolierten 
Plasmamembranfraktionen von stabilen 
Arabidopsis eGFP::StRem1.3-Mutanten 
A: Normalisierte und skalierte Ionen-intensitäten 

von StRem1.3 in der DRM und der DSF mit und ohne 

MCD-Behandlung. Die Zahlen geben die Anzahl der 

identifizierten und quantifizierten Peptide für jede 

Behandlung an. B: Western-Blot-Analysen von DRMs 

und DSFs isoliert aus stabilen Arabidopsis- 

eGFP::StRem1.3-Pflanzen mit und ohne Behandlung 

mit MCD (Proteineinsatz = 15µg). Durch Behandlung 

mit MCD, dissoziiert eGFP::StRem1.3 (~95kDa) aus 

der DRM und kann verstärkt in der DSF gefunden 

werden. Die Spektrometrischen Messungen wurden 

durchgeführt von Prof. Waltraud Schulze. 



3 Ergebnisse 

109 

 

Unter den als sterolabhängig in DRMs identifizierten Proteinen, die als potentiell 

domänenlokalisiert gelten können, fanden sich neben den beiden Remorinen AtRem1.2 

und AtRem1.3 auch die Calcium-abhängige Kinase CPK21 (At4g04720) und die PP2C-

Proteinphosphatase ABI1 (At4g26080; Tabelle 3.1; Demir et al., 2013). Dieses Kinase-

Phosphatasepaar ist dafür bekannt, den in Schließzellen lokalisierten S-Typ-Anionenkanal 

SLAC1 in ABA- und Ca2+-abhängiger Weise zu regulieren (Geiger et al., 2011). Genauer 

gesagt wird die Aktivität der Kinase CPK21 durch einen Komplex aus der Phosphatase 

ABI1 und einem ABA-Rezeptor der RCAR/PYR/PYL-Familie reguliert. SLAC1 selbst wird 

ausschließlich in Schließzellen exprimiert (Negi et al., 2008) und ist deshalb für 

Untersuchungen die sich auf domänenlokalisierte Proteine im Mesophyll orientieren, 

nicht interessant. Aber ein Homologer Anionenkanal, SLAH3 (At5g24030), wird in 

Arabidopsis- Mesophyllzellen exprimiert (Geiger et al., 2011). SLAH3 konnte zuvor, wegen 

der geringen Signaldichte nicht in Proteomanalysen gefunden werden (Zhao et al., 2008 

und 2010). Deshalb wurden massenspektrometrische Analysen mit aufgereinigten DRMs 

aus transient transfizierten Tabakpflanzen durchgeführt (siehe 2.11, Seite 99). Dazu 

wurden SLAH3, CPK21 und ABI1 mit passenden Detektionsmarkern (SLAH3::V5, 

CPK21::YFP, ABI1::V5) fusioniert und über Agrobakterien-vermittelte Transfektion in 

Nicotiana benthamiana überexprimiert (siehe 2.7, Seite 86). In den anschließenden 

Massenspektrometrie-basierten Peptidquantifikationen (Abbildung 3.2, durchgeführt 

von Prof. Waltraud Schulze) wurde CPK21 sowohl in der DRM als auch in der DSF 

gefunden.  

 

Abbildung 3.2: ABI1-abhängige Lokalisierung von CPK21 und SLAH3 in DRMs 
Die Anwesenheit von ABI führt zu einer Verlagerung von SLAH3 und CPK21 aus den DRMs 

in die DSF. A: CPK21 und SLAH3 jeweils einzeln exprimiert, zusammen und mit ABI1. Zwei 

bis drei Replikate wurden gemessen und gemittelt. Die Ionenintensität der DSF wurde 

auf 1 gesetzt und die DRM wurde im Vergleich dazu abgebildet. B: Für jede 

Proteinkombination wurde das DRM/DSF-Verhältnis als normalisierte Ionenintensität 

gemessen und zwischen den biologischen Replikaten gemittelt. Die grünen Balken zeigen 

eine höhere Ionenintensität in der DRM und die orangen Balken zeigen eine vermehrte 

Proteinexpression in der DSF. Die Zahlen in den Balken (A) geben die Anzahl der 

identifizierten und quantifizierten Peptide für jede Behandlung an. Die 

Spektrometrischen Messungen wurden durchgeführt von Prof. Waltraud Schulze. 
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In Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass CPK21 nach Behandlung der 

Membranpräparationen mit MCD verringert in der DRM auftritt und dafür vermehrt in 

der DSF detektiert werden kann. Das beweist eine klare Sterolabhängigkeit von CPK21. 

Im Gegensatz zu CPK21 kann SLAH3, wenn allein exprimiert, vorwiegend in der DSF 

detektiert werden. Werden aber beide Proteine zusammen überexprimiert, sind beide 

vermehrt in den DRMs zu finden. Wird zusätzlich die Phosphatase ABI1 überexprimiert, 

werden sowohl CPK21 als auch SLAH3 aus der DRM in die DSF verlagert (Demir et al., 

2013). Diese Ergebnisse bedeuten, dass CPK21 und SLAH3 als sterolabhängig in 

Membrandomänen exprimiert angenommen werden können und die Phosphatase ABI1 

einen Einfluss auf die Membrandomänenlokalisierung von SLAH3 und CPK21 hat. 

 

3.1.2 Die Interaktion von CPK21 mit SLAH3 ist abhängig von ABA  

 

Die „Bi olekula e Fluo esze zko ple e tatio “ BiFC; siehe . . . , “eite 89), ist die 

Überexpression zweier, mit jeweils einer Fluorophorhälfte (am Häufigsten nutzt man ein 

gel  „ ello “ -fluoreszierendes Protein (YFP)), gekoppelten Proteine von Interesse 

(Split-YFP-Fusionskonstrukte), deren Interaktion und somit Komplementation des 

Fluorophors, es via Fluoreszenzmikroskopie zu analysieren gilt. Mit Hilfe dieser Methode 

konnte in Epidermiszellen von Arabidopsis thaliana eine Interaktion zwischen CPK21 und 

SLAH3 sowie zwischen CPK21 und ABI1 nachgewiesen werden. Das Fluoreszenzsignal 

resultierend aus einer Interaktion zwischen den, mit je einer Hälfte eines Fluorophors 

fusionierten Proteine von Interesse, tritt nicht nur in Form eines punktierten Musters auf, 

dieses war weiterhin mit dem punktierten Expressionsmuster von DsRed::AtRem1.3 

kolokalisiert. Das bedeutet, dass CPK21 sowohl mit SLAH3 als auch mit ABI1 in AtRem1.3-

markierten Membrandomänen interagiert. Wird zusätzlich zu den beiden mit den 

Fluoreszenzproteinhälften markierten SLAH3 und CPK21 die Phosphatase ABI1 

überexprimiert, nimmt die Menge und die Intensität der Fluoreszenz, die aus einem 

gebildeten Komplex aus SLAH3 und CPK21 entsteht, deutlich ab. Elektrophysiologische 

Untersuchungen im heterologen Oozytensystem (durchgeführt von Dr. Sönke Scherzer) 

bestätigen, dass SLAH3 tatsächlich durch eine Interaktion mit der Kinase CPK21 

phosphoryliert und somit aktiviert wird. Wird ABI1 zusätzlich koexprimiert, sind keine 

typischen S-Typ-Anionenströme mehr zu messen. Die Anwesenheit von ABI1 verhindert 

also die Aktivierung des Anionenkanals SLAH3 (Demir et al., 2013). Die Regulation der 

Interaktion zwischen CPK21 und SLAH3 und der Aktivität von SLAH3 durch die An- oder 

Abwesenheit von ABI1, gibt aber noch keinen Aufschluss darüber, ob die Interaktion 

zwischen Anionenkanal und Kinase und die damit einhergehende Aktivierung des 

Anionenkanals tatsächlich Teil eines ABA-abhängigen Signaltransduktionsweges ist. 

Werden Protoplasten von Arabidopsis thaliana (siehe 2.3, Seite 79) mit den BiFC-

Konstrukten SLAH3::YN und CPK21::YC transfiziert, zeigen die Zellen eine deutliches YFP-

Signal, resultierend aus der Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21. Die Behandlung der 

transfizierten Zellen mit 50µM ABA resultiert in einem signifikanten Anstieg der relativen 
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Fluoreszenzintensität des YFP-Signals von 13,04 auf einen Wert von 16,93. Diese Tatsache 

impliziert, dass die Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 durch die Behandlung mit ABA 

entweder quantitativ oder qualitativ deutlich gesteigert werden kann (Abbildung 3.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das BiFC-System eignet sich sehr gut um schnell und einfach erste Interaktionsanalysen 

durchzuführen. Ein Fluorophor wird auf molekularer Ebene in zwei nun nicht mehr 

fluoreszierende Teile gespalten und auf translationaler Ebene (siehe 2.1, Seite 67) an die 

zu untersuchenden Proteine fusioniert. Aufgrund seiner hohen intramolekularen 

Fluoreszenz wird als Fluorophor meist YFP verwendet. Das Ausmaß der Komplementation 

ist maßgeblich von der Interaktion der beiden zu untersuchenden Proteine und somit 

einem physischen Kontakt der komplementären Fluorophorfragmente abhängig. Der 

einmal gebildete komplementierte Fluorophorkomplex ist dann stabil und somit lassen 

sich auch zeitlich kurze Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen nachweisen 

(Kerppola, 2008). Es hat aber auch gewisse Nachteile. Aufgrund der langsamen 

Abbildung 3.3: ABA-induzierte Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 in A. thaliana 
Protoplasten mittels BiFC 
SLAH3 fusioniert mit dem N-Terminus von YFP und CPK21 fusioniert mit dem C-Terminus 

von YFP wurden transient in Protoplasten von Arabidopsis thaliana überexprimiert und 

mittels BiFC-Technik auf ihre Interaktion hin untersucht. Das deutliche Fluoreszenzsignal 

resultierend aus einer Komplementation der beiden YFP-Hälften durch die Interaktion 

der beiden Proteine von Interesse kann durch Behandlung mit 50µM ABA signifikant 

gesteigert werden. A: statistische Auswertung der Mittelwerte der relativen 

Fluoreszenzintensität (relat. FI) der einzelnen Zellen (n=75, ± MSE). B: Abbildung von 

transfizierten Zellen, die beispielhaft ein BiFC-Signal aufzeigen welches der gemittelten 

relat. FI der statistischen Auswertung entspricht. Statistisch signifikante Unterschiede (p 

 0,05) sind mit zwei Sternen gekennzeichnet. 
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Maturation der fluoreszent-markierten Proteine und der erwähnten stabilen 

Komplexbildung, lässt sich keine Aussage über die Dynamik der molekularen Interaktion 

treffen. Weiterhin wird die Anwendbarkeit der BiFC-Methode stark eingeschränkt durch 

die Position der Untersuchungsprotein-Fluoreszenzproteinfragment-Kopplung, welche 

für den Erfolg der Messmethode entscheidend sein kann und durch die 

Selbstkomplementationsrate der beiden Fluorophorfragmente, wodurch es einerseits zu 

einem artifiziell stark übersteigerten Signal und andererseits zu einer falsch positiven 

Interpretation der Ergebnisse kommen kann. 

Eine andere Methode, mit der man fluoreszenzbasierte Interaktionsmessungen zwischen 

z ei ode  eh e e , P otei e  du hfüh e  ka , ist de  soge a te „Fö ste -

˃eso a ze e giet a sfe “, ku z F˃ET Förster, 1948; siehe 2.8.2.2 und 2.8.2.3, Seite 89 

und 91). Der Förster-Resonanzenergietransfer ist ein nach Theodor Förster (1948) 

benannter physikalischer Prozess, bei dem Energie strahlungsfrei (nicht als Emission) von 

einem angeregten Fluorophor (Donor) auf ein zweites Fluoreszenzprotein (Akzeptor) 

übertragen werden kann. Dazu werden die zu untersuchenden Proteine auf 

translationaler Ebene (siehe 2.1, Seite 67) an bestimmte Fluorophore gekoppelt. Häufig 

verwendet man als Fluorophorpaar das Cyan-fluoreszie e de P otei  „ a  fluo es e t 
p otei “, CFP  als Do o  u d YFP als Akzepto , da das E issio spekt u  o  CFP it de  
Absorptionsspektrum von YFP zu mehr als 70% überlappt (Abbildung 2.3, Seite 91). 

Kommen sich die beiden zu analysierenden Proteine ausreichend nahe (�  muss kleiner 

als 10nm sein), kann die Energieübertragung zwischen Donor und Akzeptor stattfinden 

(� =Försterradius, d.h. der Abstand zwischen beiden Fluoreszenzproteinen, bei dem die 

Energieübertragung zu mehr als 50% erfolgt). Der Anionenkanal SLAH3 wurde dazu mit 

dem Donormolekül mTurquoise, einer stark verbesserten Form des Cyan-

fluoreszierenden Proteins (CFP), welches eine höhere Lebenszeit und eine gesteigerte 

Photonenausbeute aufweist, markiert (Goedhart et al., 2012). Die Proteinkinase CPK21 

wurde mit einer ebenfalls verbesserten Variante des YFP, mit dem mVenus markiert.  

Die Überexpression der FRET-Paare erfolgte, zwecks Vergleichbarkeit der gemessenen 

Daten, ebenfalls in dem einfach zu manipulierenden Protoplastensystem (siehe 2.3, Seite 

79). Nachdem durch Definition von sehr engen Detektionsgrenzen sichergestellt war, 

dass keine Donoremission im Detektionsbereich der Akzeptoremission aufgezeichnet 

wurde, wurde die relat. FI des Akzeptors mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 

(siehe 2.8, Seite 87) und anhand einer repräsentativen Anzahl von Zellen gemessen und 

statistisch ausgewertet (Abbildung 3.4). Auch mit Hilfe der SE- („“e sitized E issio “  
FRET-Methode kann gezeigt werden, dass der Anionenkanal nicht nur deutlich mit der 

Kinase CPK21 interagiert, sondern diese Interaktion, angezeigt durch ein detektierbares 

YFP-Signal, ebenfalls signifikant durch die Behandlung der Zellen mit 50µM ABA von einer 

relat. FI von 8,06 auf 9,76 gesteigert werden kann. 
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Neben der Methode des SE-FRET zur Messung und Interpretation von 

Proteininteraktionen, gibt es die weit zuverlässigere FRET-Variante des 

„A epto lea hi g“-Förster-Resonanzenergietransfer, kurz AB-FRET (siehe 2.8.2.3, Seite 

91). Diese FRET-Variante beruht, im Gegensatz zum SE-FRET, welcher sich durch einen 

Energieübergang von Donor zu Akzeptor und somit durch eine Senkung der 

Donorfluororeszenzintensität auszeichnet, auf einer Reversion dieses 

Energieüberganges, da das Akzeptorfluorophor ausgebleicht und somit inaktiviert wird. 

Durch diesen Vorgang kann man diverse Schwächen, welche die Methode des SE-FRET 

mit sich bringt umgehen oder ausgleichen. So bergen AB-FRET-Messungen nicht länger 

das Risiko, dass die Donoremission in den Bereich der Akzeptoremission durchstrahlt und 

unerwünschter Weise in diesen Detektionsbereich einfließt. Im gleichen Zuge kann 

vernachlässigt werden, dass das Akzeptormolekül durch die Anregung des Donors 

ebenfalls mit angeregt wird und auch die unterschiedlichen Reifungsraten der beiden 

Abbildung 3.4: ABA-induzierte Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 in A. thaliana 
Protoplasten mittels SE-FRET 
Der Donor SLAH3::CFP und der Akzeptor CPK21::YFP wurden transient in Protoplasten 

von Arabidopsis thaliana überexprimiert und mittels SE-FRET auf ihre Interaktion hin 

untersucht. Das deutliche Fluoreszenzsignal resultierend aus einem Energietransfer von 

dem angeregten CFP auf das YFP durch die Interaktion der beiden Proteine von Interesse 

kann durch Behandlung mit 50µM ABA signifikant gesteigert werden. A: statistische 

Auswertung der Mittelwerte der relativen Fluoreszenzintensität (relat. FI) der einzelnen 

Zellen (n=50, ± MSE). B: Abbildung von transfizierten Zellen, die beispielhaft das 

detektierte YFP-Signal aufzeigen welches der gemittelten relat. FI der statistischen 

Auswertung entspricht. “tatistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d it z ei 
Sternen gekennzeichnet. 
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Fluoreszenzmoleküle kann durch die Methode des AB-FRET vernachlässigt werden. Mit 

entsprechenden Positiv- und Negativkontrollen, zum Beispiel Donor-Akzeptorfluorophor-

Chimären mit kurzen oder langen definierten Aminosäureketten zwischen den beiden 

Fluorophoren, wurde zuvor die minimale FRET-Effizienz, die nicht als Interaktion 

angenommen werden kann und die maximale Grenze, welche als absolute Interaktion zu 

interpretieren ist, definiert. Demnach kann ein EFRET-Wert von 0,7 als maximaler Wert für 

eine zu erwartende Interaktion zwischen den verwendeten Fluorophoren CFP und YFP 

angenommen werden (siehe IV.2, Seite 251). Da durch die zuvor durchgeführten 

Experimente bereits eine Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 eindeutig festgestellt 

werden konnte, wurden keine weiteren Positiv- oder Negativkontrollen durchgeführt. 

Wie bereits zuvor gezeigt, kann eine eindeutige Interaktion zwischen dem C-terminal mit 

mTurquoise (CFP)-markierten Anionenkanal SLAH3 und der C-terminal mit mVenus (YFP)-

markierten Proteinkinase CPK21 beobachtet werden (Abbildung 3.5). Die FRET-Effizienz 

(EFRET) einer Interaktion wird mit Werten zwischen 0 und 1 angegeben. Mit einem Wert 

von 0,64 ist die EFRET der untersuchten Interaktion nahe an dem Maximalwert von 0,7 und 

somit ziemlich hoch. Dieser Wert und somit die physikalische Interaktion zwischen SLAH3 

und CPK21, kann erneut, durch eine Behandlung der transient transfizierten Protoplasten 

von Arabidopsis thaliana mit 50µM ABA, signifikant auf einen Wert von 0,72, also über 

den definierten Maximalwert gesteigert werden. Weiterhin war der ABA-vermittelte 

Anstieg der Interaktion am stärksten und am deutlich zu sehen in der Randregion, also 

der Region der Plasmamembran der untersuchten Protoplasten (Abbildung 3.5 B; 3.6).  

Die Interaktion der Kinase CPK21 mit dem Anionenkanal SLAH3 kann also generell durch 

die Anwesenheit von ABA signifikant gesteigert werden. Das lässt sich auch an 

durchgeführten Experimenten mit lebenden Zellen über einen längeren Zeitraum 

beobachten. Dazu wurden transfizierte Protoplasten zuerst vor der Zugabe von ABA 

vermessen. Danach wurde genau diesen Zellen 50µM ABA zur Verfügung gestellt und 

jeweils nach 30 min mittels SE-FRET die Interaktion zwischen SLAH3::CFP und CPK21::YFP 

gemessen. Neun von 10 (eine Zelle ist innerhalb der ersten 30 min geplatzt) zufällig 

ausgewählten Zellen zeigten, über einen Zeitraum von 1,5 h, einen deutlichen und 

kontinuierlichen Anstieg der relat. FI von CPK21::YFP und somit der Interaktion zwischen 

den beiden Proteinen (Abbildung 3.7). Nach 30 min Inkubation der Zellen mit ABA ist 

diese Induktion der Interaktion am deutlichsten zu sehen. In den darauf folgenden 60 min 

nimmt die Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 zwar noch weiter zu, aber nicht mehr 

so stark, wie am Anfang. Aus diesem Kontrollexperiment lässt sich schließen, dass erstens 

die Induktion der Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 tatsächlich durch den Einfluss 

des Phytohormons ABA und nicht durch andere Faktoren, wie etwa eine physikalische 

Beeinflussung der Zellen, wie sie eventuell durch die Applikation von ABA mit sich bringen 

könnte, bewirkt wird. Zweitens zeigt dieses Experiment, dass in dem gewählten 

Inkubationszeitraum von 30 min, der verhältnismäßig stärkste Anstieg der Interaktion 

zwischen SLAH3 und CPK21 stattfindet und dieser dann im weiteren Verlauf der 

Inkubation nur noch geringfügig weiter ansteigt. 
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In Anbetracht der zuvor durchgeführten Experimente, durch die gezeigt werden konnte, 

dass die Proteinphosphatase ABI die Aktivierbarkeit von SLAH3, durch Interaktion mit der 

Kinase CPK21, inhibiert, sollte der zusätzliche Einfluss von ABI1 auf die durch ABA-

induzierbare Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 untersucht werden. Dafür wurden 

Protoplasten von Arabidopsis thaliana nicht nur mit dem AB-FRET-Paar SLAH3::CFP und 

CPK21::YFP transfiziert, sondern zusätzlich wurde auch die Phosphatase ABI C-terminal 

mit mCherry fusioniert und koexprimiert. Die Fusion von ABI1 mit mCherry diente 

einerseits dem fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der ABI1-Expression in den zu 

Abbildung 3.5: ABA-induzierte Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 in A. thaliana 
Protoplasten mittels AB-FRET 
A: Die Behandlung der transfizierten Protoplasten mit 50µM ABA führte zu einem 

signifikanten Anstieg der FRET-Effizienz (EFRET) nach der Photobleichung des Akzeptors. 

Der Akzeptor (CPK21::YFP) wurde mit 100% totaler Laserintensität bei einer Wellenlänge 

von 514nm für 30frames (~32sec) gebleicht und war wesentlich stabiler in seiner 

Fluoreszenzintensität in den ABA-behandelten Zellen. Nach der Photobleichung des 

Akzeptors war die Fluoreszenzintensität des Donors (SLAH3::CFP) erhöht, was auf eine 

Interaktion der beiden Proteine schließen lässt. Durch Behandlung der transient 

transfizierten Protoplasten von Arabidopsis thaliana mit 50µM ABA, konnte diese 

Interaktion signifikant gesteigert werden. In den Schritt der Photobleichung wurde die 

Oberfläche des gesamten Protoplasten einbezogen, weshalb die gesamte Zelle als ROI 

„Region Of Interest“, Region von Interesse) markiert wurde (n=100, ±MSE). B: Abbildung 

von gemessenen Zellen, die beispielhaft die EFRET-Werte aufzeigen, welche der 

gemittelten EFRET der statistischen Auswertung entspricht. Die Farbskala (rechts) zeigt die, 

den Farben in den ausgewerteten Zellen entsprechenden EFRET-Werte zwischen 0 und 1. 

“tatistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d it z ei “te e  geke zei h et. 
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messenden Zellen, andererseits wurde das Fluoreszenzprotein so gewählt, dass dessen 

Emission nicht die FRET-Messung stören konnte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wurde die Proteinphosphatase ABI1 zusätzlich zu SLAH3 und CPK21 transient in 

Protoplasten von Arabidopsis thaliana koexprimiert, konnte zwar mittels AB-FRET 

weiterhin eine Interaktion zwischen dem Donor SLAH3::CFP und dem Akzeptor 

Abbildung 3.6: Die ABA-induzierte Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 in A. 

thaliana-Protoplasten mittels AB-FRET tritt vor allem in der Plasmamembran auf 
A: Ei  „Li es a “ du h die ä uato iale E e e g ü e  Pfeil i  B  de  ge esse e  
Protoplasten bestätigt, dass die, durch Behandlung mit 50µM ABA induzierte Interaktion 

zwischen SLAH3::CFP und CPK21::YFP, nicht nur höher, sondern vor allem in den 

Randbereichen der Protoplasten, also in der Nähe der Plasmamembran auftritt. B: 

Abbildung von gemessenen Zellen, die beispielhaft die EFRET-Werte (in Abbildung 3.5) 

aufzeigen, welche der gemittelten EFRET der statistischen Auswertung entspricht. Die 

Farbskala (rechts) zeigt die, den Farben in den ausgewerteten Zellen entsprechenden 

EFRET-Werte zwischen 0 und 1. 

Abbildung 3.7: ABA-vermittelter Anstieg der 
SLAH3-CPK21-Interaktion über die Zeit mittels 
SE-FRET 
Die Interaktion von SLAH3::CFP und CPK21::YFP 

wurde in transfizierten Protoplasten mittels SE-

FRET als relat. FI von YFP gemessen. Nach der 

Messung der unbehandelten Zellen zum Zeitpunkt 

t0 wurden dieselben Zellen mit 50µM ABA 

behandelt und alle 30 min (0,5h, gesamt 1,5h) 

vermessen. Die ABA-vermittelte Induktion der 

Interaktion ist nach 30 min am deutlichsten. Eine 

Zelle ist innerhalb der ersten 30 min geplatzt (n=9, 

±MSE). “tatistis h sig ifika te U te s hiede p  
0,05) sind mit zwei Sternen gekennzeichnet.  
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CPK21::YFP gemessen werden, nur konnte diese Interaktion nicht mehr durch ABA 

verstärkt werden (Abbildung 3.9). Wie zuvor mehrfach gezeigt interagiert die 

Phosphatase ABI1 mit der Kinase CPK21 und verhindert somit wahrscheinlich, zumindest 

wenn die beiden Proteine auf normalem zellulärem Niveau exprimiert würden, eine 

Interaktion der Kinase mit dem Anionenkanal SLAH3 und dadurch dessen Aktivierung. In 

der Theorie sollte aber dennoch eine Induktion der Interaktion zwischen SLAH3 und 

CPK21 durch den Einfluss des Phytohormons ABA stattfinden. Da aber sowohl die Kinase 

und der Anionenkanal, als auch die Phosphatase auf ein unphysiologisch hohes Maß in 

den Zellen überexprimiert wurden, war es naheliegend anzunehmen, dass vor allem die 

Menge an exprimierter Phosphatase die geringere physiologische Konzentration an 

exprimiertem ABA-Rezeptor übersteigt und ABI1 somit nicht durch einen ABA-Rezeptor-

Komplex gebunden und dadurch inhibiert werden kann. Die zusätzliche Koexpression des 

ABA-Rezeptors RCAR1/PYL9 (At1g01360; Ma et al., 2009; Park et al., 2009) C-terminal 

fusioniert mit dem photokonvertierbaren Fluoreszenzprotein mEos sollte diesen Zustand 

aufheben und das Expressionsniveau des ABA-Rezeptors auf dieselbe Ebene heben, wie 

das der Phosphatase ABI. Das Fluoreszenzprotein mEos wurde gewählt, um zum einen 

die Detektion des ABA-Rezeptors RCAR1/PYL9 in den zu untersuchenden Zellen zu 

ermöglichen. Zum zweiten, durch die UV-Licht- vermittelte Konvertierung der Extinktion 

und Emission des Fluoreszensproteins vom grünen (490-520nm) in den roten (570-

600nm) Spektralbereich, zu gewährleisten, dass die AB-FRET-Messung nicht durch, in den 

Akzeptoremissionsbereich (die Emission von YFP und GFP liegen nahe beieinander) 

einstrahlende Emission, gestört wird. Um das zu überprüfen wurden SLAH3::CFP und 

RCAR1/PYL9::mEos in Protoplasten von Arabidopsis thaliana transient koexprimiert und 

nach der Photokonvertierung von mEos in den roten Spektralbereich mittels AB-FRET die 

potentielle Energieübertragung von CFP auf nicht komplett konvertiertes, noch im 

grünen Bereich fluoreszierendes mEos, gemessen (Abbildung 3.8). Vor der 

Photokonvertierung kann mEos nur mit 488nm angeregt und klar und deutlich im grünen 

Spektralbereich zwischen 490 und 520nm aufgezeichnet werden, jedoch nicht im roten 

Spektralbereich. Nach einer 20-sekündigen Bestrahlung des Fluoreszenzproteins mit UV-

Licht (405nm), kann festgestellt werden, dass die Photokonvertierung nahezu komplett, 

aber nicht perfekt erfolgte und mEos fast nur noch mit 561nm angeregt und größtenteils 

nur noch im roten Spektralbereich detektiert werden kann (Baker et al., 2010). Aus 

diesem Grund kann nur eine minimale Energieübertragung von dem Donor SLAH3::CFP 

auf eventuell noch restliches unkonvertiertes mEos im grünen Spektralbereich gemessen 

werden. Da diese Energieübertragung nur sehr gering ist (gemittelte EFRET von 0,38), 

konnten die vierfach mit SLAH3::CFP, CPK21::YFP, ABI1::mCherry und RCAR1/PYL9::mEos 

transfizierten Protoplasten von Arabidopsis thaliana für die Messung  der Interaktion 

zwischen SLAH3 und CPK21 mittels AB-FRET verwendet werden.   

 

 

 



3 Ergebnisse 

118 

 

 

Bisher konnte mittels verschiedener Techniken, vor allem mittels AB-FRET, gezeigt 

werden, dass der Anionenkanal SLAH3 und die Proteinkinase CPK21 in Protoplasten von 

Arabidopsis thaliana miteinander interagieren. Wie in elektrophysiologischen Studien im 

heterologen Oozytensystem gezeigt, führt diese Interaktion zu einer Aktivierung des 

Anionenkanals, so dass deutliche S-Typ-Anionenströme gemessen werden können 

(Demir et al., 2013). Durch Behandlung der transfizierten Zellen mit 50µM ABA kann diese 

Interaktion nicht nur signifikant induziert, sondern dann auch hauptsächlich im Bereich 

der zellulären Plasmamembran beobachtet werden. Wird zusätzlich die PP2C-

Proteinphosphatase ABI1 koexprimiert, kann zwar immer noch eine physikalische 

Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 festgestellt werden, aber die Möglichkeit diese 

durch die Behandlung mit 50µM ABA zu induzieren geht verloren (Abbildung 3.9). Im 

heterologen Expressionssystem der Xenopus laevis-Oozyten können dann auch keine 

typischen S-Typ-Anionenströme, die von einer Aktivierung des SLAH3 resultieren, 

gemessen werden (Demir et al., 2013). Die Phosphatase ABI1 scheint also die Kinase-

vermittelte Aktivierung des Anionenkanals unterbinden zu können. Das Phytohormon 

ABA sollte diese Inhibierung eigentlich wieder rückgängig machen und erneut eine 

Aktivierung des Anionenkanals durch verstärkte Interaktion mit CPK21, ermöglichen. Da 

die Protoplasten aber durch die Überexpression eine unphysiologisch hohe Menge der 

Abbildung 3.8: Untersuchung des Einflusses von RCAR1/PYL9::mEos auf AB-FRET-
Messungen  
A: Die Energieübertragung (EFRET) von SLAH3::CFP auf RCAR::mEos nach dessen 

Photokonvertierung in den roten Spektralbereich ist sehr gering. B: Abbildung einer 

gemessenen Zelle, die beispielhaft den EFRET-Wert aufzeigt, welcher der gemittelten EFRET 

der statistischen Auswertung entspricht (n=10, ±MSE). Die Farbskala (rechts daneben) 

zeigt die, den Farben in den ausgewerteten Zellen auftretenden EFRET-Werte zwischen 0 

und 1. C oben: Die Extinktion (488nm) und Emission (490-520nm) von mEos kann vor der 

Photokonvertierung ausschließlich im grünen Spektralbereich erfolgen. C unten: Die 

Extinktion (561nm) und Emission (570-600nm) von mEos kann nach der 

Photokonvertierung fast ausschließlich nur noch im roten Spektralbereich erfolgen. Die 

UV-vermittelte Konvertierung von mEos vom grünen in den roten Spektralbereich erfolgt 

nahezu vollständig. 
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transfizierten Proteine überexprimieren, liegt es nahe anzunehmen, dass die von der 

Zelle, in einer natürlich hohen Konzentration, exprimierten ABA-Rezeptoren nicht 

ausreichen um nach Bindung von ABA die inhibierende Wirkung von ABI1 zu unterbinden. 

Wenn man nun dafür sorgt, dass der ABA-Rezeptor RCAR1/PYL9 ebenfalls, durch 

zusätzliche Koexpression, stark überexprimiert wird, kann durch Behandlung der Zellen 

mit ABA erneut die Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 signifikant induziert werden 

(Abbildung 3.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.2 Identifizierung und Lokalisierung von sterolabhängigen  
           Membranproteinen - Die NADPH-Oxidase AtrbohD 

 
 

In den zuvor, mittels Einsatz von milden, nicht-ionischen Detergenzien, isolierten und 

analysierten DRMs (siehe 2.11.4, Seite 101) konnten 246 Proteine identifiziert werden. 

Die meisten von ihnen sind dafür bekannt in der Plasmamembran lokalisiert und an 

Signal- und Transportprozessen beteiligt zu sein. Die sterolreduzierende Komponente 

MCD wurde eingesetzt (siehe 2.11.4.1, Seite 101), um die identifizieren Proteine genauer 

in Hinblick auf ihre mögliche Abhängigkeit von einer sterolreichen Membranumgebung 

zu untersuchen (Dissertation Dr. Fatih Demir, "Lipid rafts in Arabidopsis thaliana leaves", 

Abbildung 3.9: Die ABA-induzierte Interaktion zwischen SLAH3 und CPK21 kann in A. 

thaliana Protoplasten durch ABI1 und RCAR1/PYL9 modifiziert werden 
Die Behandlung der transfizierten Protoplasten mit 50µM ABA führte zu einem 

signifikanten Anstieg der FRET-Effizienz (EFRET) nach der Photobleichung des Akzeptors, 

nach der die Fluoreszenzintensität des Donors (SLAH3::CFP) erhöht war (n=90, ±MSE). 

Die zusätzliche Überexpression von ABI::mCherry verhindert die ABA-Induktion der 

Interaktion von SLAH3 und CPK21 (n=70, ±MSE). Die Koexpression des ABA-Rezeptors 

RCAR1/PYL9::mEos verhindert die ABI-vermittelte Inhibierung und die ABA-induzierte 

Steigerung der Interaktion von SLAH3 und CPK21 war erneut detektierbar (n=20, ±MSE). 

“tatistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d it z ei “te e  geke zei h et. 
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2010). Die Behandlung von DRMs mit MCD entfernt Sterole zu mehr als 50% 

(Kierszniowska et al., 2008). Durch diese Behandlung konnten unter den 246 

identifizierten Proteinen ca. 80 identifiziert werden, die als sterolabhängig in 

Membrandomänen lokalisiert gelten können. Proteine, die eine starke Affinität zu ihrer 

sterolreichen Umgebung hatten, konnten größtenteils nach der Behandlung nicht mehr 

in den DRMs nachgewiesen werden. Proteine, die schwach sterolabhängig waren, 

konnten im Anschluss nur noch schwach in den DRMs nachgewiesen werden. Zu diesen 

schwach sterolabhängigen Proteinen gehörte unter anderem die, im Mesophyll und da 

vor allem in der Plasmamembran lokalisierte, NADPH-Oxidase AtrbohD (At5g47910). Die 

Überexpression der fluoreszent markierten AtrbohD zusammen mit dem zuvor 

etablierten Membrandomänenmarker AtRem1.3 (Demir et al., 2013) in Arabidopsis-

Epidermiszellen mittels Partikelbombardement (siehe 2.6, Seite 85) sollte klären, ob 

tatsächlich eine Lokalisation der Oxidase in Membrandomänen vorliegt. Das 

Expressionsmuster von AtrbohD ist, genau wie das erwartete Expressionsmuster von 

AtRem1.3, punktiert und nicht homogen über die Plasmamembran verteilt, weshalb man 

o  ei e  „pat h  patte “ sp e he  ka  A ildu g . 0 A). Die Expressionsmuster 

beider Proteine zeigen zwar eine ähnliche Verteilung in der Plasmamembran, aber sie 

überlagern sich nicht, das heißt, beide Proteine kommen nicht zur selben Zeit am selben 

Ort vor, sie sind also nicht kolokalisiert. Zum Vergleich zeigt die Expression der zuvor 

bereits eingehend untersuchten, vorwiegend in den Schließzellen von Arabidopsis 

lokalisierten, NADPH-Oxidase AtrbohF (At1g64060, Kwak et al., 2003; Sirichandra et al., 

2009) ebenfalls ein punktiertes Expressionsmuster (Abbildung 3.10 B). Allerdings ist in 

diesem Fall die Lokalisation von AtrbohF dieselbe wie die von AtRem1.3, das heißt beide 

Proteine sind zur selben Zeit am selben Ort exprimiert und somit kolokalisiert. Die 

statistische Auswertung der Oxidase-Remorin-Lokalisation in Epidermiszellen erfolgte 

mittels der Bestimmung der Korrelatio skoeffizie te  „Correlation Coeffi ie t“, CC  
nach Pearson und Spearman. Sind die Korrelationskoeffizienten (CC) nach Pearson und 

“pea a    edeutet dies ei e “epa ie u g de  “ig ale. “i d sie  , edeutet dies ei e 
Tendenz zur Kolokalisation der fluoreszent markierten Proteine. Mit Werten zwischen 0,7 

und 0,8, wird bestätigt, dass AtrbohF mit dem Domänenmarker AtRem1.3 kolokalisiert ist 

(Abbildung 3.11). Mit Werten zwischen -0,2 und -0,5 zeigt sich für die Koexpression der 

AtrbohD mit AtRem1.3 eine starke Tendenz dahingehend, dass beide fluoreszent 

markierten Proteine lokal voneinander getrennt vorliegen (French et al., 2008). Es kann 

also eine Membrandomänenlokalisation für die NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF 

angenommen werden, nur dass AtrbohD in einer anderen Art von Membrandomänen 

lokalisiert zu sein scheint wie AtrbohF.  

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT5G47910
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT1G64060
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Abbildung 3.11: Statistische Auswertung 
der Kolokalisierungsanalysen zwischen 
AtRem1.3 und AtrbohF/AtrbohD nach 
transienter Überexpression in 
Epidermiszellen von Arabidopsis thaliana  
Ausgehend von der statistischen 

Auswertung der Korrelationskoeffizienten 

nach Pearson und Spearman (CC) bestätigt 

sich, mit Werten zwischen 0,7 und 0,8, 

eine Kolokalisation zwischen dem 

Membrandomänenmarker AtRem1.3 und 

der Oxidase AtrbohF (n=5, ± MSE), nicht 

aber mit der Oxidase AtrbohD (CC 

zwischen -0,2 und -0,5, n=5, ± MSE). A: 

GFP::AtrbohF + DsRed::AtRem1.3, B: 
GFP::AtrbohD + DsRed::AtRem1.3 

Abbildung 3.10: Membrandomänenlokalisierung der NADPH-Oxidasen AtrbohD und 
AtrbohF 
Beide Oxidase-GFP-Fusionsproteine (grün fluoreszierend), sind in Membrandomänen 

lokalisiert. Die AtrbohD ist aber nicht in denselben Domänen lokalisiert wie der etablierte 

Domänenmarker AtRem1.3 (rot fluoreszierend), wohingegen AtrbohF mit AtRem1.3 

kolokalisiert ist. Angezeigt wird dies durch die gelbe Mischfarbe an den Stellen an denen 

beide Proteine zur selben Zeit vorkommen, also kolokalisiert sind. A: GFP::AtrbohD + 

DsRed::AtRem1.3; B: GFP::AtrbohF + DsRed::AtRem1.3 
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Die transiente Überexpression der beiden unterschiedlich fluoreszent markierten 

NADPH-Oxidasen in Nicotiana benthamiana (siehe 2.7, Seite 86), zeigt ebenfalls, dass es 

keine gemeinsame Expression beider Oxidasen am selben Ort gibt (Abbildung 3.12). Beide 

Fluoreszenzsignale liegen separiert voneinander vor. Die statistische Auswertung des 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson liegt mit 0,07 eindeutig in dem Bereich, in dem 

keine Kolokalisation, sondern ein nicht-korrelierendes und zufälliges Verteilungsmuster 

für die entsprechenden Signale und somit für beide Proteine angenommen werden kann. 

Dies Bestätigt, dass beide Oxidasen zwar zur selben Zeit in einer Zelle überexprimiert 

werden können, aber dann nicht am selben Ort, in derselben Art von Membrandomänen 

vorliegen.  

 

AtrbohD wird in den isolierten DRMs nach Behandlung mit MCD lediglich als schwach 

sterolabhängig charakterisiert (Demir et al., 2013). Epidermiszellen von Tabakpflanzen 

lassen sich sehr einfach mit MCD behandeln. Wird zuvor AtrbohD in Nicotiana 

benthamiana (siehe 2.7, Seite 86) überexprimiert (Abbildung 3.13), ist nicht nur das 

bereits beobachtete punktierte Expressionsmuster, welches auf eine Lokalisierung von 

AtrbohD in Membrandomänen hinweist, zu beobachten, sondern auch, dass dieses 

distinkte Expressionsmuster nach Behandlung der Zellen mit 50µM MCD nahezu 

komplett verschwindet und aufgelöst wird. Die Lokalisierung von AtrbohD über die 

Plasmamembran wird homogener und gleichmäßiger. Dieses Ergebnis zeigt, dass die 

Oxidase AtrbohD, zumindest in ihrer Lokalisation, vielleicht stärker von einem 

sterolreichen Umfeld abhängig sein könnte, als zuvor vermutet. Die durchgeführten 

Lokalisierungs- und Kolokalisierungsexperimente legen nahe, dass es in Pflanzen 

Abbildung 3.12: Koexpression von AtrbohF und AtrbohD in Epidermiszellen von 
Nicotiana benthamiana 
Der Korrelationskoeffizient von GFP::AtrbohF und AtrbohD::mCherry nach Pearson 

beträgt 0,07399 ± 0,05193 (n=5, ±MSE) und deutet damit auf eine Separierung der beiden 

Fluoreszenzsignale hin. 
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unterschiedliche Arten von Membrandomänen geben muss und die beiden Oxidasen 

AtrbohD und AtrbohF zumindest zeitweise in diesen unterschiedlichen 

Membrankompartimenten lokalisiert und dadurch eventuell auch unterschiedlich 

reguliert sind.  

Für die NADPH-Oxidase AtrbohF ist zuvor schon ein Interaktionspartner identifiziert 

worden. Die Calcium-unabhängige Kinase Snrk . , au h O“T  „Ope  “to ata “, 
At4g33950) genannt, aus der Familie der Snrk2-Ki ase  „“NF -related protein kinases 

“  i te agie t it At ohF a  de  Plas a e a  o  “ hließzelle  u d phospho lie t 
die beiden Serinreste 13 und 174, wodurch die Oxidase aktiviert wird (Sirichandra et al., 

2009). Um zu klären, ob die unterschiedliche Lokalisierung der beiden Oxidasen auch 

einen Einfluss auf deren funktionelle Regulation hat, ob also beide Oxidasen zu 

unterschiedlichen Zeiten, auf unterschiedliche Reize hin, durch den Ablauf 

unterschiedlicher Signalwege usw. aktiviert werden, musste zuerst ein 

Interaktionspartner für die, in den voranstehenden  DRM-Präparationen als 

sterolabhängig klassifizierte NADPH-Oxidase AtrbohD, identifiziert werden. Mit Blick auf 

die bereits erkannte Interaktion zwischen der Oxidase AtrbohF und der Snrk2-Kinase 

OST1, war es sehr wahrscheinlich unter den restlichen 9 Mitgliedern der Snrk2-Familie in 

Arabidopsis einen solchen, die Funktion von AtrbohD regulierenden Interaktionspartner 

zu finden.  

 

 

3.2.1 Die Diversität von Membrandomänen in Arabidopsis thaliana 

 

Die NADPH-Oxidase AtrbohD zeigt, wie in Abbildung 3.10 zu sehen, ein sehr heterogenes, 

punktiertes Expressionsmuster. Sie scheint nicht in denselben, durch das Protein 

AtRem1.3 markierten, Membrandomänen in Arabidopsis thaliana wie die Oxidase 

AtrbohF lokalisiert zu sein, sondern in einer anderen Art dieser spezialisierten 

Abbildung 3.13: Nanodomänen-
lokalisierung von AtrbohD 
Transiente Überexpression von 

AtrbohD::mCherry in Epidermiszellen 

von Nicotiana benthamiana. A & B: 

ohne MCD-Behandlung ist ein 

deutliches, punktiertes Expressions-

muster zu erkennen. C & D: nach 

Sterolreduktion mit 50µM MCD für 30 

Min bei RT, erscheint das 

Fluoreszenzsignal homogen über die 

Plasmamembran verteilt. B & D sind 

jeweils vergrößerte Ausschnitte aus 

den Abbildungen A & C.  
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Membranbereiche. Dies legt die Vermutung nahe, dass es unterschiedliche 

Membrandomänen mit unterschiedlicher Zusammensetzung und vielleicht auch 

unterschiedlicher Funktion in der Plasmamembran gibt. Die Lokalisierung eines 

bestimmten Proteins in einer bestimmten Art von Membrandomänen könnte somit eine 

bestimmte funktionelle Regulierung dieses Proteins bedeuten. Mit anderen Worten, die 

Signalwege in denen beide NADPH-Oxidasen involviert sind und die Mechanismen, die 

zur Regulierung besagter Signalwege beitragen, könnten durch die Lokalisierung der 

beiden Enzyme in jeweils unterschiedlichen Membrandomänen, unterschiedlich 

beeinflusst und/oder gesteuert werden. In diesem Zusammenhang steht die Frage im 

Raum, ob tatsächlich unterschiedliche Arten von Membrandomänen, zumindest in 

Pflanzen, existieren und ob man diese durch die Überexpression anderer 

Remorinproteine, visualisieren kann. In Arabidopsis thaliana gibt es 16 Gene, die für die 

unterschiedlichen Vertreter der fünf Remorinuntergruppen kodieren (Raffaele et al., 

2007). Die transiente Überexpression der N-terminal mit GFP markierten 

Remorinproteine in Epidermiszellen von Nicotiana benthamiana (Abbildung 3.14; siehe 

2.7, Seite 86) lässt erkennen, dass alle Vertreter der Remorinproteinfamilie ein mehr oder 

weniger distinktes und zumindest temporär punktiertes Expressionsmuster zeigen und 

somit für diese ebenfalls eine Lokalisierung in Membrandomänen angenommen werden 

kann.  

Abbildung 3.14: Membrandomänenlokalisation der Arabidopsis-Remorine 
Alle 14 (AtRem1.1 (At3g48940), AtRem1.2 (At3g61260), AtRem1.3 (At2g45820), 

AtRem1.4 (At5g23750), AtRem3.1 (At1g69325), AtRem3.2 (At4g00670), AtRem4.1 

(At3g57540), AtRem4.2 (At2g41870), AtRem5.1 (At1g45207), AtRem6.1 (At2g02170), 

AtRem6.2 (At1g30320), AtRem6.4 (At4g36970), AtRem6.6 (At1g13920), AtRem6.7 

(At5g61280)) N-terminal mit GFP markierten und transient in Epidermiszellen von 

Nicotiana benthamiana überexprimierten Arabidopsis-Remorine sind mehr oder weniger 

deutlich und zumindest zeitweise in Membrandomänen lokalisiert.  
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Es fällt auf, dass einige Remorine, wie das AtRem1.2, das AtRem3.1, das AtRem6.1, das 

AtRem6.4 und das AtRem6.7, ein weniger deutliches punktiertes Expressionsmuster 

zeigen als andere Remorine. Zwei Remorinproteine, das AtRem6.3 (At1g53860) und das 

AtRem6.5 (At1g67590) konnten zuvor nicht aus einem Pool genomischer DNA mittels 

genspezifischer PCR-Primer amplifiziert werden, so dass deren Überexpression in 

Tabakpflanzen bisher nicht gelang. Beide Proteine sind laut Datenbank 

(http://bar.utoronto.ca) hauptsächlich in der Blüte und im Sprossapex exprimiert und 

deshalb für Überexpressionsanalysen zur Lokalisierung im Blattmesophyll weniger von 

Bedeutung. Für das Remorin AtRem3.1 wurden bisher noch keine Analysen zur 

gewebespezifischen Expression durchgeführt. Das Protein AtRem5.1 wird hauptsächlich 

in den Samen exprimiert (Raffaele et al., 2007).   

In Pflanzen gibt es also nachweislich verschiedene Proteine, alle zur großen Familie der 

Remorine gehörig, die mehr oder weniger deutlich Membrandomänen in der 

Plasmamembran markieren. Ob es sich dabei aber immer um dieselbe Art von 

Membrandomänen handelt, oder ob tatsächlich die Lokalisierung der verschiedenen 

Vertreter der Remorine auch unterschiedliche Arten von Membrandomänen anzeigen, 

ist bisher nicht klar. Klar ist aber, dass AtrbohD in einer anderen Art von 

Membrandomänen exprimiert ist als die NADPH Oxidase AtrbohF. Eine Koexpression von 

AtrbohD mit den verschiedenen anderen in Membrandomänen (Abbildung 3.15) 

lokalisierten Remorinproteinen, zeigt, dass kein Remorin eine Tendenz zeigt mit der 

Oxidase AtrbohD kolokalisiert zu sein, außer dem Remorin AtRem1.4. Wie das zuvor 

beschriebene Remorin AtRem1.3, ist es ein Mitglied der Untergruppe 1b (Raffaele et al., 

2007) und zeigt nach statistischer Analyse der Korrelationskoeffizienten nach Pearson 

und Spearman mit Werten von 0,54 und 0,209 eine gewisse Tendenz zur Kolokalisation 

mit AtrbohD. Aus der entsprechenden Abbildung (Abbildung 3.15 B, markiert mit einer 

roten Ellipse) ist ersichtlich, dass AtrbohD nicht in allen durch das AtRem1.4 markierten 

Domänen vorliegt, aber das AtRem1.4 andersherum in all den Domänen, in denen 

AtrbohD vorliegt, exprimiert wird. Die beiden Remorine AtRem1.3 und AtRem1.4 wurden 

weiterhin mit komplementären Fluorophoren fusioniert und transient in Epidermiszellen 

von Nicotiana benthamiana überexprimiert, um zu überprüfen, ob es sich bei den 

markierten Membrandomänen tatsächlich um jeweils unterschiedliche Domänenarten 

handelt. Die statistische Auswertung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson ergab 

mit einem Wert von 0,118, dass es sich um eine nicht-korrelierte, zufällige Verteilung der 

Expressionssignale, also nicht um eine Kolokalisation dieser handelt. Beide Proteine 

kommen also nicht zu selben Zeit am selben Ort vor und markieren unterschiedliche 

Arten von Membrandomänen (Abbildung 3.16). Diese Tatsache bestätigt, dass es nicht 

nur unterschiedliche Arten von Membrandomänen in der pflanzlichen Plasmamembran 

geben muss, sondern auch, dass das Arabidopsis-Remorin1.4 die spezifischen 

Membranbereiche markiert, in denen die NADPH-Oxidase AtrbohD exprimiert wird und 

somit ein weiterer Marker für Membrandomänen und zwar für andere 
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Membrandomänen, als die die sich durch die Expression von AtRem1.2 und AtRem1.3 

auszeichnen, etabliert werden konnte.  

Abbildung 3.15: Lokalisation der Arabidopsis-Remorine mit AtrbohD 
Die Remorine wurden N-terminal mit GFP fusioniert und zusammen mit der C-terminal 

mit mCherry fusionierten Oxidase AtrbohD transient in Epidermiszellen von Nicotiana 

benthamiana überexprimiert. A: Die statistische Auswertung (n=5, ± MSE) der 

Korrelationskoeffizienten (CC) nach Pearson (=0,54) und Spearman (=0,209) ergibt eine 

Tendenz zur Kolokalisation von AtrbohD mit AtRem1.4 (markiert mit roter Ellipse). Die 

Koexpression mit den anderen Remorinen ergab sonst keine Kolokalisation. Zum 

Vergleich wurden die zuvor (Abbildung 3.11) ermittelten Korrelationskoeffizienten der 

Koexpression von AtrbohD mit AtRem1.3, welche keine Kolokalisation aufzeigt und die 

positive Kolokalisation zwischen AtRem1.3 und AtrbohF (markiert mit rotem Kästchen) 

herangezogen. B: Die Expression von mCherry::AtrbohD erfolgt nur in Membran-

domänen, in denen auch GFP::AtRem1.4 lokalisiert ist (markiert mit rotem Kästchen). 

Abbildung 3.16: Koexpression von 
AtRem1.3 und AtRem1.4 in 
Epidermiszellen von Nicotiana 

benthamiana 

Der Korrelationskoeffizient von 

GFP::AtRem1.3 und 

mCherry::AtRem1.4 nach Pearson 

beträgt 0,11852 ± 0,02824 (n=7, ± MSE) 

und deutet damit auf eine Separierung 

der beiden Fluoreszenz-signale hin. 
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Das Arabidopsis-Remorin AtRem1.4 kann somit als ein Marker für eine andere Art von 

Membrandomänen, als jene, die das AtRem1.3 markiert, angesehen werden. Dazu muss 

aber verifiziert werden, dass es ebenfalls, wie AtRem1.3, echte pflanzliche 

Membrandomänen und nicht etwa Makrodomänen oder Aggregate markiert. Es konnte 

gezeigt werden, dass Membrandomänen in der pflanzlichen Plasmamembran immobiler, 

also weit weniger dynamisch sind (Demir et al., 2013) als man es etwa im tierischen oder 

pilzlichen System bereits beobachten konnte (Edidin, 2001). Zur Untersuchung und 

Messung der Diffusionsgeschwindigkeit, also der lateralen Mobilität eines Proteins von 

Interesse, eignet sich unter anderem die fluoreszenzbasierte Methode des FRAP 

„Fluo es e e ˃ecovery Afte  Photo lea hi g“, Edidi  et al., 1976; Axelrod et al. 1976; 

siehe 2.8.3, Seite 92). Hierbei wird der fluoreszente Marker, der zuvor auf translationaler 

Ebene (siehe 2.1, Seite 67) an das zu untersuchende Protein fusioniert wurde, durch einen 

kurzen, hochintensiven Laserimpuls gebleicht. Über einen längeren Zeitraum hinweg wird 

dann beobachtet, ob die Fluoreszenz und somit das markierte Protein wieder in den 

gebleichten Bereich zurückdiffundiert. Anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitäten, 

korreliert über die Zeit, kann dann die Diffusionskonstante des entsprechenden Proteins 

definiert werden.  

 

Abbildung 3.17: Mobilitätsmessung der AtRem1.4-markierten Membrandomänen 
FRAP-Messungen in transient transfizierten Nicotiana benthamiana-Epidermiszellen 

zeigen nahezu keine Rückkehr der anfänglich hohen Fluoreszenz von GFP::AtRem1.4, 

nachdem Domänenbereiche, die dieses Protein exprimieren, 15 sec lang gebleicht 

wurden (ROI1-3). A: Epidermiszelle mit den gesetzten ROIs vor dem Bleichen. B: 

Epidermiszelle mit den gesetzten ROIs nach dem Bleichen. C: Die gemessenen FI wurden 

gegen die FI einer nichtgebleichten Referenzregion aufgetragen. Das Experiment wurde 

genau gleich und mit demselben Ergebnis für 21 verschiedene Zellen durchgeführt. Die 

definierten ROIs wurden immer annähernd gleich groß gewählt. 
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Die transiente Überexpression von GFP::AtRem1.4 in Nicotiana benthamiana zeigt erneut 

ein starkes und klar punktiertes Überexpressionsmuster. Nachdem charakteristische und 

gleich große Regionen (ROI1-3), die die Membrandomänen darstellen könnten, 15 

Sekunden lang auf eine minimale Fluoreszenzintensität gebleicht wurden, zeigte sich, 

dass es keine signifikante Rückkehr zu der hohen, anfänglichen Fluoreszenzintensität gibt 

(Abbildung 3.17). Dies bedeutet, dass die Membrandomänen, die von dem Remorin 

AtRem1.4 markiert werden, ebenso immobil sind, wie die durch das AtRem1.3 

markierten. Es handelt sich also um echte, lateral immobile Membrandomänen in der 

pflanzlichen Plasmamembran. Um als potentieller Membrandomänenmarker etabliert 

werden zu können, muss auch AtRem1.4 als, in seiner Membrandomänenlokalisierung 

von einer sterolreichen Umgebung abhängig, charakterisiert werden. Wie bereits in 

einem ähnlichen Experiment zuvor (Abbildung 3.13) wurden Tabakpflanzen transient mit 

dem fluoreszent markierten Remorin transfiziert. Erneut zeigte sich nicht nur eine 

eindeutige Lokalisierung des Proteins in distinkten Membrandomänen, diese wurden 

nach Behandlung der Zellen mit 50µM MCD aufgelöst, so dass die Lokalisierung des 

Proteins nun in homogener Form über die gesamte Zelloberfläche zu detektieren war 

(Abbildung 3.18). 

 

Für die NADPH-Oxidase AtrbohD sind bisher neun essentielle Phosphorylierungsstellen 

erkannt und beschrieben worden (Dubiella et al., 2013; Kadota et al., 2014). Zwei dieser 

Phosphorylierungsstellen, die Serinreste S343 und S347 (Abbildung 3.19, rot umrandet), 

sind schon länger bekannt und als stark induziert und in mehreren der 10 

Oxidaseisoformen als konserviert beschrieben worden (Nühse et al., 2004). Man weiß, 

dass diese beiden Phosphorylierungsstellen für die Aktivierung von AtrbohD essentiell 

sind, wenn auch eine alleinige Phosphorylierung nur einer dieser beiden Serinreste nicht 

ausreicht, um die Oxidase zu aktivieren (Nühse et al., 2007). An dieser Stelle stellte sich 

die Frage, inwieweit die Phosphorylierung dieser beiden Aminosäuren die 

Membrandomänenlokalisierung von AtrbohD beeinflusst. Aus diesem Grund wurden die 

Abbildung 3.18: Membrandomänen-
lokalisierung von AtRem1.4 
Überexpression von GFP::AtRem1.4 in 

Epidermiszellen von Nicotiana 

benthamiana. A & B: ohne MCD-

Behandlung ist ein deutliches, 

punktiertes Expressionsmuster zu 

erkennen. C & D: nach Sterolreduktion 

mit 50µM MCD für 30 Min bei RT, 

erscheint das Fluoreszenzsignal 

homogen über die Plasmamembran 

verteilt. B & D sind jeweils vergrößerte 

Ausschnitte aus den Abbildungen A & C.  
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beiden Phosphorylierungsstellen von einem Serinrest zu einem Alaninrest mutiert (S343A 

und S347A) und somit als solche ausgeschaltet. Interessant ist, dass die Kolokalisierung 

von AtrbohD und AtRem1.4 keinen Bestand mehr hat, wenn diese zwei 

Phosphorylierungsstellen auf der Proteinsequenz von AtrbohD mutiert werden. Dennoch 

zeigt die Expression der fluoreszent markierten AtrbohD unabhängig von den Mutationen 

in ihrer Proteinsequenz, nach wie vor ein punktiertes Expressionsmuster und damit 

einhergehend eine Lokalisierung in Membrandomänen (Abbildung 3.20 B).  

 

 

Die Kolokalisierungsanalysen und die statistische Auswertung der 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman ergibt, eine nicht-korrelierte und 

zufällige Verteilung der beiden Expressionsmuster und somit dass die fluoreszent mit 

mCherry markierte NADPH-Oxidase AtrbohD, wenn die beiden Serinreste S343 und S347 

mutiert sind, nicht mehr mit dem N-terminal mit GFP markierten AtRem1.4 kolokalisiert 

ist (Abbildung 3.19 A). Dies würde bedeuten, dass eine Veränderung der Proteinsequenz, 

Abbildung 3.20: Lokalisation von 
AtRem1.4 mit den Phosphory-
lierungsmutanten von AtrbohD 

A: Die statistische Auswertung der 

Korrelationskoeffizienten (CC) nach 

Pearson und Spearman ergibt keine 

Kolokalisation von GFP::AtRem1.4 

mit den beiden N-terminal mit 

mCherry markierten Phosphory-

lierungsmutanten S343A und 

S347A von AtrbohD. B: Die 

Phosphorylierungsmutanten 

S343A und S347A, werden wie die 

unveränderte AtrbohD in 

Membrandomänen exprimiert, 

aber nicht mehr in denselben wie 
das AtRem1.4 (n=5, ± MSE).  

Abbildung 3.19: Proteinstruktur von AtrbohD 
AtrbohD besitzt drei funktionelle Domänen (in gelb, orange und grün) und zwei C-

terminale EF-Hand-Motive (in blau). Sechs Phosphorylierungsstellen (als dunkelgrüne 

Pfeile) sind bisher bekannt, davon wurden die zwei Serinreste S343 und S347 als 

essentiell für die Aktivierung von AtrbohD identifiziert (mit rotem Kästchen umrandet). 
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oder des Phosphorylierungsstatus der Oxidase zu einer veränderten Lokalisierung 

derselben führt. Ob dies auch eine Veränderung der Funktion und Regulierung der 

NADPH-Oxidase AtrbohD mit sich bringt, konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht 

geklärt werden und ist somit Inhalt für weiterführende, zukünftige Untersuchungen. 

 

3.2.2 Identifizierung eines Interaktionspartners für die Oxidase AtrbohD 

 

In Arabidopsis thaliana gibt es 10 Gene, die für Mitglieder der Snrk2-Familie kodieren 

(Yoshida et al., 2002 und Hrabak et al., 2003). Diese können in die drei Untergruppen I-III 

eingeteilt werden (Kobayashi et al., 2004). Die meisten der Snrk2-Kinasen können durch 

eine hohe Osmolarität aktiviert werden und fünf Mitglieder durch das Phytohormon ABA 

(Boudsocq et al., 2004). Vor allem drei Mitglieder der Untergruppe III, die Kinasen Snrk2.2 

(At3g50500), Snrk2.3 (At5g66880) und OST1 werden sehr stark durch ABA reguliert 

(Mustilli et al., 2002 und Fuji et al., 2007). Die Kinase Snrk2.8 (At1g78290), ein Mitglied 

der Untergruppe II, wird stark durch Trockenstress reguliert und hat Einfluss auf 

bestimmte metabolische Prozesse in Pflanzen (Shin et al., 2007). Ein weiteres Mitglied 

der Untergruppe II, die Kinase Snrk2.7 (At4g40010) wird ebenfalls durch Trockenstress 

aktiviert und weniger durch ABA, ähnlich wie Snrk2.8 (Boudsocq et al., 2004 und Yoshida 

et al., 2006). Alle oben genannten Snrk2-Kinasen werden in Wurzeln, in Blüten, in der 

Sprossachse und in den Blättern und da, genau wie AtrbohD, vor allem im Mesophyll 

exprimiert. OST1 und Snrk2.3 sind in Schließzellen höher exprimiert als im Mesophyll 

(quantitative Expressionsanalyse ausgewertet mit http://www.bar.utoronto.ca). Die 

transiente Überexpression dieser fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen, C-terminal fusioniert 

mit YFP „Yello  Fluo es e t P otei “  in Nicotiana benthamiana (siehe 2.7, Seite 86; 

Abbildung 3.21) zeigt eine klare membranspezifische Lokalisierung, jedoch ist keine 

Domänenlokalisierung zu erkennen. Dies entspricht den bereits publizierten Daten 

(Nakashima et al., 2009).  

Die heterologe Expression verschiedener Proteine in Oozyten der Froschart Xenopus 

laevis ist recht einfach, denn diese Zellen sind leicht zugänglich, sie sind mit einer Größe 

von 1 bis 1,3mm recht groß und somit leicht zu manipulieren und bestimmte Versuche 

können so an nur einer einzigen Zelle zur selben Zeit durchgeführt werden. Aus diesen 

Gründen eignet sich dieses Expressionssystem besonders gut um mit Hilfe der 

Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC; siehe 3.1 und 2.8.2.1, Seite 89) 

schnell erste Interaktionsexperimente durchzuführen und so einen ersten Eindruck davon 

zu bekommen, ob die gewählten potenziellen Interaktionspartner tatsächlich für weitere, 

vertiefende Analysen in Frage kommen.  
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Im direkten Vergleich mit der bereits publizierten Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 

(Sirichandra et al., 2009), ist erkennbar, dass die Oxidase AtrbohD (C-terminal fusioniert 

mit der C-terminalen Hälfte von YFP) mit der Kinase OST1 (C-terminal fusioniert mit der 

N-terminalen Hälfte von YFP) zu interagieren scheint, da sich für diese Koexpression ein 

relativ starkes, aus einer Komplementation des Fluorophors, resultierendes 

Fluoreszenzsignal beobachten lässt (Abbildung 3.22). Ein vergleichbar starkes YFP-

Fluoreszenzsignal gibt es resultierend aus einer Interaktion zwischen AtrbohD und 

Snrk2.7. Ein schwächeres Fluoreszenzsignal zeigt die Interaktion zwischen AtrbohD und 

Snrk2.3. Dieses letztere Signal ist von seiner Intensität her vergleichbar mit den Signalen, 

die detektiert werden können für die Interaktion zwischen AtrbohF und Snrk2.2, Snrk2.7 

und Snrk2.8. Dennoch ist das Fluoreszenzsignal der Koexpression von AtrbohF und 

Snrk2.2 ähnlich stark wie die Positivkontrolle und könnte somit auch auf eine Interaktion 

zwischen diesen beiden Proteinen hinweisen. Im Allgemeinen zeigt AtrbohF, fusioniert 

mit einem vollständigen YFP, eine eher geringe Expression, deutlich ersichtlich im 

Vergleich mit der höheren Expression des AtrbohD-YFP-Fusionskonstruktes. Dennoch 

konnte mit Hilfe der BiFC-Methode, durchgeführt in Xenopus laevis-Oozyten, ein erster 

Eindruck davon gewonnen werden, dass sich mit Snrk2.7 unter den fünf gewählten Snrk2-

Kinasen ein potenzieller Interaktionspartner für AtrbohD finden lassen könnte.  

 

 

Abbildung 3.21: Membranlokalisierung von AtrbohD und der Snrk2-Kinasen 
Die fünf Snrk2-Kinasen Snrk2.2, Snrk2.3, Snrk2.7, Snrk2.8 und OST1 und die Oxidase 

AtrbohD wurden als C-terminale YFP-Fusionskonstrukte in Nicotiana benthamiana 

überexprimiert. Alle sechs Konstrukte sind eindeutig in der Plasmamembran, aber die 
Snrk2-Kinasen im Vergleich zur Oxidase AtrbohD, nicht in Membrandomänen lokalisiert.  
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Die Qualität der Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis schwankt jahreszeitlich 

bedingt sehr stark, wodurch die Expressionsrate von heterologen Proteinen beeinflusst 

werden kann und wegen der Analyse von einzelnen Zellen muss für eine statistisch 

abgesicherte Arbeit ein entsprechend hoher Aufwand betrieben werden. Außerdem ist 

das Membranumfeld im amphibischen System ganz anders aufgebaut als im pflanzlichen. 

Protoplasten aus pflanzlichen Epidermis- und Mesophyllzellen sind ebenfalls leicht 

zugänglich und manipulierbar und auch hier können Analysen an einzelnen, distinkten 

Zellen erfolgen. Die jahreszeitlichen Schwankungen in der Zellqualität von 

Versuchspflanzen sind aber durch die Haltung der Pflanzen in speziell und immer gleich 

Abbildung 3.22: Interaktionsanalyse mittels BiFC in X. laevis-Oozyten 
Die beiden Oxidasen AtrbohD und AtrbohF wurden C-terminal mit dem C-Terminus von 

YFP fusioniert und mit den fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen koexprimiert, welche 

wiederum jeweils C-terminal mit dem N-Terminus von YFP fusioniert waren. Die bereits 

beschriebene Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 diente als Positivkontrolle. Die 

Koexpression der Oxidasen::YC mit dem alleinigen N-Terminus von YFP diente als 

Negativkontrolle. Die Überexpression der C-terminal mit einem vollständigen YFP 

fusionierten Oxidasen diente als Expressionskontrolle. Eine deutliche Interaktion ist 

ersichtlich zwischen AtrbohD und OST1 bzw. Snrk2.7.  
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gesteuerten Anzuchteinheiten (siehe 2.2, Seite 79) vernachlässigbar. Auch sollten die 

zuvor beobachteten Interaktionsereignisse vor dem Hintergrund des passenden 

Membranumfeldes im pflanzlichen System analysiert und verifiziert werden. Nach 

Isolation und Transfektion von Arabidopsis thaliana-Protoplasten (siehe 2.3, Seite 79) mit 

ähnlichen BiFC-Konstrukten wie zuvor im Oozytensystem, bestätigte sich zunächst die 

membranständige Expression von AtrbohD, die zum Zwecke der Expressionskontrolle 

einzeln exprimiert und mit einem kompletten YFP fusioniert war (Abbildung 3.23 a1). 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass kein Fluoreszenzsignal nach Koexpression von 

AtrbohD fusioniert mit dem C-Terminus von YFP und dem N-Terminus von YFP 

detektierbar war. Deswegen kann man davon ausgehen, dass keine falsch positiven 

Signale mit in die Messung einfließen und die Ergebnisse beeinflussen. Das stärkste 

Fluoreszenzsignal, also eine hohe relative Fluoreszenzintensität (relat. FI), liefert ganz klar 

die Interaktion zwischen AtrbohD und Snrk2.7. Die Interaktion mit der Kinase Snrk2.8 ist 

unter den vorliegenden Bedingungen hingegen etwas, aber nicht signifikant schwächer. 

In diesem experimentellen System ist, im Vergleich zu demselben Versuch im 

Oozytensystem, keine deutliche Interaktion zwischen AtrbohD und OST1 erkennbar. Die 

relativen Fluoreszenzintensitäten, die sich aus der Koexpression der Oxidase AtrbohD mit 

Snrk2.2, Snrk2.3 und OST1 ergeben, sind signifikant schwächer als das Fluoreszenzsignal 

der Oxidase, die mit einem kompletten YFP fusioniert wurde und somit als Richtwert für 

ein als Resultat einer Komplementation anzusehendes Fluoreszenzsignal gilt (Abbildung 

3.23 B). Die C-terminal fusionierte Oxidase AtrbohF (Abbildung 3.23 a2) zeigte in diesem 

Expressionssystem keine deutliche Expression, weshalb auch keine Daten zu den 

durchgeführten Interaktionsanalysen gewonnen werden konnten. 

Durch transiente Überexpression der beiden NADPH-Oxidasen und verschiedener Snrk2-

Kinasen als Split-YFP-Fusionskonstrukte in Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis 

und in Arabidopsis-Protoplasten, konnte bis zu diesem Punkt der Analysen unter Nutzung 

der BiFC-Methode, die Kinase Snrk2.7 als wahrscheinlichster potentieller 

Interaktionspartner für die Oxidase AtrbohD identifiziert werden. Dabei scheint es nicht 

entscheidend zu sein, ob AtrbohD N- oder C-terminal mit einem Fluorophor, oder eben 

einer Fluorophorhälfte fusioniert wird. Die Oxidase AtrbohF dagegen wird nicht, oder für 

Fluoreszenz-basierte Messmethoden nicht ausreichend stark exprimiert, wenn sie C-

terminal mit einem fluoreszenten Markerprotein gekoppelt wird.  
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Auch das BiFC-System hat Vor- und Nachteile. Es können einerseits schnell erste 

Interaktionsanalysen durchgeführt werden, aber wie bereits weiter oben ausführlich 

erwähnt, ist das Ausmaß der Komplementation maßgeblich abhängig von der Interaktion 

der beiden zu untersuchenden Proteine und somit einem physischen Kontakt der 

komplementären Fluorophorfragmente. Dieser gebildete Fluorophorkomplex ist stabil 

und es lassen sich keine Aussagen über die Dynamik der molekularen Interaktion treffen. 

Abbildung 3.23: Interaktionsanalysen mittels BiFC in A. thaliana-Protoplasten 

Beide Oxidasen AtrbohD und AtrbohF wurden C-terminal mit dem C-Terminus von YFP 

fusioniert und mit den fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen koexprimiert, welche wiederum 

jeweils C-terminal mit dem N-Terminus von YFP fusioniert waren. Die Koexpression von 

AtrbohD::YC mit dem einzelnen N-Terminus von YFP diente als Negativkontrolle. Die 

Überexpression der mit einem vollständigen YFP C-terminal fusionierten Oxidasen (a1 

und a2) diente als Expressionskontrolle. AtrbohF::YFP (a2) und das entsprechende Split-

YFP-Fusionskonstrukt AtrbohF::YC wird im Protoplastensystem nicht ausreichend stark 

exprimiert, weshalb für AtrbohF keine BiFC-Analysen in diesem Expressionssystem 

durchgeführt werden konnten. Die Signale von AtrbohD::YC und Snrk2.2::YN, Snrk2.3::YN 

und OST1::YN zeigen signifikant niedrigere relative Fluoreszenzintensitäten (relat. FI) als 

Zellen, die AtrbohD fusioniert mit einem kompletten YFP exprimierten (a1). Eine 

Interaktion ist, angezeigt durch eine hohe relat. FI, zwischen AtrbohD und Snrk2.7 

ersichtlich. Auch die Koexpression von AtrbohD mit Snrk2.8 als BiFC-Fusionskonstrukte, 

führt zu einem hohen Fluoreszenzsignal. A: konfokale Aufnahmen der Protoplasten mit 

den aus einer Komplementation resultierenden YFP-Fluoreszenzsignalen, B: statistische 

Auswertung der gemessenen relat. FI (n= 12, ± MSE). Statistisch signifikante Unterschiede 
p  ,  si d it z ei “te e  geke zei h et. 
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Weiterhin kann es durch die Affinität der beiden Proteinhälften zueinander, zu falsch als 

positiv bewerteten Ergebnissen kommen. Zusätzlich zu BiFC-Messungen sollten deshalb 

immer weiterführende Untersuchungen durchgeführt werden, um die erhaltenen Daten 

mit Hilfe weiterer passender Methoden verifizieren zu können. Eine dieser weiteren 

passenden Methoden ist der bereits ausführlich beschriebene „Fö ste -

˃eso a ze e giet a sfe “, kurz FRET (Förster, 1948; siehe 3.1 und 2.8.2.2, Seite 89). Für 

die Durchführung eines SE-FRET, wurden die beiden homologen Oxidasen mit dem 

modifizierten, vom cyan-fluoreszierenden Protein (CFP) abstammenden Donormolekül 

mTurquoise fusioniert (siehe III.13 und III.14, Seite 239 und 240). Im Gegensatz zu den 

vorherigen Experimenten, die zeigten, dass AtrbohF, wenn C-terminal markiert, weniger 

effizient exprimiert wird, wurde die Oxidase diesmal N-terminal mit dem Fluorophor 

fusioniert. Die Snrk2-Kinasen wurden mit dem ebenfalls modifizierten, vom gelb-

fluoreszierenden Protein (YFP) abstammenden Akzeptormolekül mVenus fusioniert 

(siehe Abbildung III.15, Seite 241).  

Die Überexpression der FRET-Paare erfolgte in dem einfach zu manipulierenden 

pflanzlichen Protoplastensystem (siehe 2.3, Seite 79). Nachdem auch hier sichergestellt 

war, dass keine Donoremission im Detektionsbereich der Akzeptoremission 

aufgezeichnet wurde, wurde die relat. FI des Akzeptors mittels konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.8, Seite 87) und anhand einer repräsentativen Anzahl 

von Zellen gemessen und statistisch ausgewertet (Abbildung 3.2). Die Auswertung 

erfolgte durch den direkten Vergleich des, auf einer Energieübertragung von Donor auf 

Akzeptor beruhenden Anstieges der Akzeptor-Fluoreszenzintensitäten mit der mit 

mVenus fusionierten und eigenständig exprimierten Oxidase (Abbildung 3.24 a1 und a2), 

welche somit als Expressionskontrolle diente. AtrbohD scheint erneut vorwiegend mit der 

Kinase Snrk2.7 und OST1 zu interagieren, da die Werte der relat. FI für diese beiden 

beobachteten Interaktionen signifikant höher sind als die relat. FI von AtrbohD C-terminal 

markiert mit mVenus allein. Dieselben Messungen durchgeführt für die Oxidase AtrbohF, 

diesmal N-terminal mit dem Fluorophor fusioniert, zeigen eine signifikant höhere relat. 

FI für die Interaktionen mit den Kinasen Snrk2.2, ebenfalls mit Snrk2.7 und mit OST1 

(Abbildung 3.24 B). Dieses letztere Ergebnis bestätigt die Funktionalität der Messung, da 

die publizierte Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 eindeutig reproduziert werden 

konnte. Für AtrbohD konnte zudem einmal mehr die Kinase Snrk2.7 als 

Interaktionspartner bestätigt werden. 
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Abbildung 3.24: Interaktionsanalysen mittels SE-FRET in A. thaliana-Protoplasten 
Die Oxidasen AtrbohD und AtrbohF wurden C- bzw. N-terminal mit dem Donormolekül 

mTurquoise (CFP) fusioniert. Die Snrk2-Kinasen, wurden jeweils C-terminal mit dem 

Akzeptormolekül mVenus (YFP) fusioniert und zusammen mit den Oxidasen in 

Arabidopsis-Protoplasten koexprimiert. Die Einzelexpression (a1 und a2) der mit YFP 

fusionierten Oxidasen diente als Expressionskontrolle und zur Gewinnung von 

Vergleichswerten für die statistische Auswertung. Für AtrbohD ist erneut eine Interaktion 

mit Snrk2.7 und OST1 zu beobachten. AtrbohF interagiert mit Snrk2.2, Snrk2.7 und wie 

bereits beschrieben mit OST1. A: konfokale Aufnahmen der Protoplasten mit den aus 

einer Interaktion resultierenden YFP-Fluoreszenzsignalen, B: statistische Auswertung der 

gemessenen relat. FI (n=12, ± M“E . “tatistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d 
mit zwei Sternen gekennzeichnet. 
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Zur Verifizierung der bisher gemessenen Daten und Expressionssysteme und um 

wesentlich aussagekräftigere Messergebnisse zu erhalten, wurde weiterhin die Methode 

des bereits ausführlich erläuterten „A epto lea hi g“-Förster-

Resonanzenergietransfer, kurz AB-FRET (siehe 2.8.2.3, Seite 91) durchgeführt. Da die 

Interaktion von anderen Proteinen als bei dem letzten durchgeführten AB-FRET 

(Abbildung 3.5) untersucht werden sollte, war hier eine erneute Verifizierung des 

Systems mit Hilfe der verschiedenen Positiv- und Negativkontrollen notwendig. 

Weiterhin fanden die zuvor festgelegten unteren und oberen Messwerte, gemessen 

anhand von Donor-Akzeptorfluorophor-Chimären mit definierten, kurzen oder langen 

Aminosäureketten zwischen den beiden Fluorophoren zur Definition eines maximalen 

Wertes für die Interaktion zwischen CFP und YFP Verwendung, um damit die generelle 

Funktionalität der Messung an sich bewerten zu können (siehe IV.1, Seite 249). Die 

bereits etablierte Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 (rot umrahmter Balken in 

Abbildung 3.25; Sirichandra et al., 2009) diente zur Definition eines unteren Grenzwertes, 

für welchen die gemessenen und im Folgenden aufgeführten FRET-Effizienzen (EFRET, rote 

Linie in Abbildung 3.25) als positive Interaktionen angenommen und interpretiert werden 

können. 

 

 

Abbildung 3.25: Interaktionsanalysen mittels AB-FRET in A. thaliana-Protoplasten 
Die Oxidasen AtrbohD und AtrbohF wurden C- bzw. N-terminal mit dem Donormolekül 

mTurquoise (CFP) fusioniert. Die Snrk2-Kinasen, wurden jeweils C-terminal mit dem 

Akzeptormolekül mVenus (YFP) fusioniert und zusammen mit den Oxidasen in 

Arabidopsis-Protoplasten koexprimiert. Die eingezeichnete rote Linie beschreibt die 

untere Grenze, für welche die gemessenen EFRET-Werte ausgehend von der 

beschriebenen positiven Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 (rot umrahmter Balken) 

als positive Interaktion angenommen werden können. Die Oxidase AtrbohD interagiert 

erneut am stärksten mit OST1, Snrk2.7 und auch mit Snrk2.8. Anhand des festgelegten 

Wertes für eine positive Interaktion zeigt sich eine Interaktion zwischen AtrbohF mit 

Snrk2.2 und Snrk2.7 (graue Balken). Nach Behandlung der Protoplasten für 30 min mit 

100µM MCD zeigten sich signifikant höhere EFRET, die maximale Interaktionen zwischen 

allen Snrk2-Kinasen und den Oxidasen anzeigen (blaue Balken). Statistische Auswertung 

der gemessenen EFRET = , ± M“E . “tatistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d 
mit zwei Sternen gekennzeichnet. 
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Die Oxidasen wurden erneut wie zuvor mit dem Donorfluorophor mTurquoise (CFP) 

fusioniert und die Snrk2-Kinasen mit dem Akzeptorfluorophor mVenus (YFP). Die 

entsprechenden FRET-Paare wurden in Arabidopsis-Protoplasten koexprimiert. Anhand 

der, mit Hilfe der etablierten Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 (Sirichandra et al., 

2009), definierten unteren Grenze, welche als Maß für eine positive Interaktion 

angesehen werden kann, zeigte sich erneut eine Interaktion zwischen AtrbohF und den 

Kinasen Snrk2.2 und Snrk2.7. Die Oxidase AtrbohD interagiert, gemessen an der unteren 

Grenze, mit allen fünf Snrk2-Kinasen. Am deutlichsten und am stärksten zeigen sich aber 

die Interaktionen zwischen AtrbohD und Snrk2.7, Snrk2.8 und OST1. Um zu untersuchen 

ob die Membrandomänenlokalisierung der Oxidasen einen Einfluss auf die gemessenen 

Interaktionen hat, wurden die transient transfizierten Zellen zur Sterolreduktion mit MCD 

behandelt. Nach der Behandlung mit 100µM MCD, zeigten sich signifikant erhöhte EFRET 

und somit deutlich stärkere Interaktionen zwischen den Oxidasen und Kinasen in allen 

untersuchten Fällen. Dies bedeutet, dass nach Entfernung der sterolreichen 

Membranumgebung, von der die Oxidasen in ihrer Domänenlokalisierung abhängig sind, 

eine deutlich stärkere Interaktion dieser mit den von Beginn an nicht in 

Membrandomänen befindlichen Snrk2-Kinasen stattfinden kann.  

 

Für die Identifikation von Interaktionspartnern für ein oder mehr Proteine von Interesse 

eignen sich fluoreszenzbasierte Messmethoden wie die BiFC-Methode, der SE-FRET und 

der AB-FRET. Diese Methoden sind anderen, wie zum Beispiel einem Hefe-2-Hybridscreen 

dahingehend überlegen, dass sie im selben System, in dem die Proteine von Interesse im 

natürlichen Hintergrund exprimiert werden, durchgeführt werden können und dass sie 

verhältnismäßig einfach und schnell durchgeführt werden können. Nur sollte nie nur eine 

der oben genannten fluoreszenzbasierten Methoden zur Identifikation von 

Interaktionspartnern genutzt werden, sondern immer mehrere im Vergleich. Nach 

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der durchgeführten Interaktionsanalysen und der 
identifizierten potentiellen Interaktionspartner 
Anhand der zum Vergleich stehenden, beschriebenen Interaktion zwischen AtrbohF und 

OST1 werden insgesamt 6 positive Bewertungen (+) oder mehr als eine positive 

Interaktion definiert. Dabei werden die durchgängig als sehr stark bewerteten EFRET nach 

MCD-Behandlung der Protoplasten nicht mit in die Gesamtbewertung einer positiven 

Interaktion mit einbezogen. Die als positiv bewerteten Interaktionspartner der beiden 

NADPH-Oxidasen sind mit einem roten Kästchen umrahmt. 
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Durchführung der BiFC-, der SE-FRET- und der AB-FRET-Methode ergaben sich bei 

vergleichender Betrachtung aller Ergebnisse (Tabelle 3.2) die Kinase OST1, welche schon 

als Regulator für die Oxidase AtrbohF beschrieben wurde und die Kinase Snrk2.7 als 

putative Interaktionspartner. Die Oxidase AtrbohF, deren Interaktion mit OST1 stets im 

direkten Vergleich zur Definition einer positiven Interaktion und zur qualitativen 

Bewertung der Messungen herangezogen wurde, zeigte zudem ebenfalls eine deutliche 

Interaktion mit den Kinasen Snrk2.7 und Snrk2.2. Die in Signalwegen zur Reaktion auf 

Trockenstress beteiligte Kinase Snrk2.7 scheint folglich mit beiden untersuchten, 

vermutlich an unterschiedlichen Stressreaktionen beteiligten NADPH-Oxidasen zu 

interagieren. Die bloße Interaktion zweier Proteine miteinander bedeutet aber nicht 

gleich, dass sich daraus auch eine physiologische Relevanz zur Steuerung der 

Proteinaktivität, oder der Proteinfunktion ergibt. Um eine fundierte Aussage darüber 

machen zu können, muss man die funktionelle Regulierung des Proteins von Interesse 

genauer betrachten und die daran anteilhabende Funktion des zuvor identifizierten, 

potenziellen Interaktionspartners.  

 

3.2.3 Funktionelle Analyse der AtrbohD-Snrk-Interaktion 

 

Me s hli he e o ale Nie e zelle  „Hu a  E o i  Kid e “-Zellen, HEK-Zellen) 

sind bedingt als Modelorganismus geeignet, da ihnen durch Manipulation mit Fremd-

DNA künstlich die Charakteristika von Krebszellen gegeben wurden (siehe 2.5, Seite 82). 

Sie sind aber sehr einfach zu kultivieren und zu transfizieren und so lange das Verhalten 

der Proteine in der Zelle und nicht das Verhalten der Zelle selbst im Vordergrund steht, 

sind diese Zellen als Studienobjekte sehr gut geeignet. HEK-Zellen exprimieren selbst 

keine endogenen NADPH-Oxidasen und zeigen somit keine eigene Ca2+-abhängige ROS-

Produktion. Aus diesen Gründen fand das HEK-Zellsystem Verwendung, um die zuvor 

identifizierte Interaktion zwischen der Oxidase AtrbohD und der Kinase Snrk2.7 

funktionell zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden die Oxidasen, welche oftmals 

zuvor im Pflanzensystem nicht sehr stark und nicht sehr stabil exprimiert wurden, in den 

speziellen Expressionsvektor pEF1, generiert aus dem Säugerexpressionsvektor 

pcDNA3.1, eingebaut und diesmal beide N-terminal mit mVenus (YFP) fusioniert. Diese 

Konstrukte ermöglichten nun eine gleichbleibend höhere und stabilere Expressionsrate 

der beiden NADPH-Oxidasen in den Säugerzellen. Durch die Kopplung mit dem stark 

fluoreszierenden und leichter zu detektierenden Fluorophor mVenus lassen sich die 

anschließend heterolog in HEK-Zellen überexprimierten Oxidasen leichter beobachten 

und nachweisen. Die Snrk2-Kinasen wurden C-terminal mit dem Fluorophor mTurquoise 

(CFP) markiert (Abbildung 3.26). So war es auch möglich weiterführende FRET-basierte 

Messungen im HEK-Zellsystem durchzuführen. Mittlerweile weiß man auch um eine 

weitere publizierte und funktionell relevante Oxidase-Kinase-Interaktion. Die Calcium-

abhängige Kinase CPK5 wird im Zuge einer Antwort auf Pathogenbefall aktiviert und 

vermittelt die Apoptose betroffener Pflanzenzellen durch die Aktivierung der Synthese 
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von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Ein direktes Phosphorylierungsziel der CPK5 

(At4g35310) ist die NADPH-Oxidase AtrbohD. Dabei werden vor allem die Serinreste S39 

und S148 phosphoryliert. Es konnte aber gezeigt werden, dass primär auch andere 

Kinasen, abgesehen von CPK5, in der Lage sein können die AtrbohD auch an anderen 

Serinresten, zu phosphorylieren und somit zu aktivieren (Dubiella et al., 2013). Mit 

diesem interagierenden Proteinpaar kann für die folgenden Versuche eine weitere 

Positivkontrolle, spezifisch für die zu untersuchende AtrbohD eingesetzt werden. Das 

bedeutet, dass nicht länger die Interaktion zwischen der verwandten Oxidase AtrbohF 

und OST als einzige, für Vergleichszwecke zur Verfügung stehende Positivkontrolle 

genutzt werden muss und der Fokus im Folgenden ganz klar auf AtrbohD liegen wird. 

 

Die Kinase CPK5 wird, wie die anderen Kinasen auch, stark und mit hoher Effizienz 

exprimiert. Auch die Oxidasen werden im HEK-Zellsystem stärker exprimiert als im 

pflanzlichen Expressionssystem, wobei auch hier AtrbohF weniger stark exprimiert wird 

als AtrbohD. Die Expressionssignale der beiden fluoreszent markierten Oxidasen AtrbohD 

und AtrbohF zeige  ei  pu ktie tes Muste , ei  „pat h  Patte “, as auch im HEK-

Zellsystem eine Lokalisierung dieser Proteine in Membrandomänen anzeigt (Abbildung 

3.27). Die beiden N-terminal mit YFP markierten Oxidasekonstrukte zeigten in 

Koexpressionsansätzen eine deutlich geringere Expressionsrate als die C-terminal mit CFP 

fusionierten Kinasen. Verschiedene Koexpressionsansätze mit verschieden kombinierten 

DNA-Konzentrationen ergaben letztendlich, dass eine 100:25-Kombination von Oxidase- 

zu Kinase-DNA notwendig ist, um eine gleichmäßig starke transiente Expression der 

jeweils koexprimierten Konstrukte zu gewährleisten (siehe IV.3, Seite 252).  

Abbildung 3.26: Überexpression der Oxidasen und der Kinasen in HEK-Zellen 
Die beiden NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF wurden N-terminal mit mVenus (YFP) 

und die Kinasen Snrk2.2, Snrk2.3, Snrk2.7, Snrk2.8, OST1 und CPK5 wurden C-terminal 

mit mTurquoise (CFP) markiert und heterolog in HEK-Zellen überexprimiert. Dabei zeigt 

sich auch, dass AtrbohF generell schwächer und weniger effizient exprimiert wird, als 

AtrbohD. 
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Auch in dem gewählten HEK-Zellsystem, welches vor allem zur funktionellen 

Charakterisierung der zuvor beobachteten Oxidase-Snrk2-Kinase-Interaktion genutzt 

werden sollte, wurden erneut Interaktionsmessungen mittels SE-FRET (siehe IV.3, Seite 

252) und AB-FRET durchgeführt. Dies diente zuallererst der Verifizierung der Eignung des 

gewählten HEK-Expressionssystems. Die Interaktion zwischen AtrbohD und der Kinase 

CPK5 (rot umrandeter Balken in Abbildung 3.28), statt der Kinase OST1 dient nun als 

Positivkontrolle und zur Definition eines unteren Grenzwertes, welcher den Mindestwert 

angibt, ab dem eine gemessene FRET-Effizienz eine positive Interaktion bezeichnet (rote 

Linie in Abbildung 3.28). Bei der Kotransfektion von AtrbohD und Snrk2.7 in HEK-Zellen, 

kann mit Blick auf den definierten unteren Grenzwert eine Interaktion angenommen 

werden. Die Kinase OST1 zeigt in diesem Fall keine Interaktion mit der Oxidase AtrbohD, 

genauso wenig wie die anderen drei koexprimierten Kinasen Snrk2.2, Snrk2.3 und 

Snrk2.8. Die EFRET sind generell geringer als die Werte, die im Protoplastensystem 

gemessen wurden. Das liegt an der Definition unterschiedlicher Messbereiche. Die 

Protoplasten konnten aufgrund ihrer sehr klaren, runden Zellform als Ganzes innerhalb 

eines ROIs markiert werden. HEK-Zellen haben keine klare und einfache Form und liegen 

nicht vereinzelt, sondern sehr nahe beieinander vor. Deshalb wurden immer 10 kleinere 

ROIs in den peripheren Membranbereichen der Zellen zur Bestimmung der EFRET 

festgelegt. Die Ergebnisse für diese einzelnen ROIs einer Zelle wurden dann zu einem 

Wert, der zur Angabe der Interaktionseffzienz in dieser spezifischen Zelle diente, 

statistisch verrechnet. Bezüglich der Wirkung von MCD auf die Integrität der 

Domänenstruktur der Plasmamembran in HEK-Zellen zeigte sich, dass eine Inkubation der 

HEK-Zellen mit 50µM MCD für 30 min ausreicht, um die Mikrodomänenstrukturen, 

welche zuvor zu beobachten waren, größtenteils aufzulösen, ohne die Zellstruktur an sich 

anzugreifen und die optische Qualität der Zellen somit zu sehr negativ zu beeinflussen 

(Abbildung 3.29). Nach Inkubation der HEK-Zellen mit MCD zeigt sich ein signifikanter 

Anstieg aller zuvor gemessenen EFRET in einem ähnlichen Maße, wie es zuvor bereits im 

Protoplastensystem zu beobachten war (Abbildung 3.25). Dies könnte darauf hindeuten, 

dass die Oxidase AtrbohD, wenn sie durch MCD-vermittelte Sterolreduktion aus den 

Membrandomänen ausgeschleust wird, effizienter mit den nicht in Membrandomänen 

lokalisierten Snrk2-Kinasen interagieren kann. 

Abbildung 3.27: Domänen-
lokalisierung von AtrbohD 
und AtrbohF in HEK-Zellen 
Beide N-terminal mit YFP 

markierten und heterolog in 

HEK-Zellen exprimierten 

Oxidasen zeigen ein 

punktiertes Expressions-

muster. 
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Abbildung 3.28: Interaktionsanalysen mittels AB-FRET in HEK-Zellen 
Die Oxidase AtrbohD wurde N-terminal mit dem Akzeptorfluorophor mVenus (YFP) 

fusioniert. Die Snrk2-Kinasen, wurden jeweils C-terminal mit dem Donormolekül 

mTurquoise (CFP) fusioniert und zusammen mit der Oxidase in HEK-Zellen koexprimiert. 

Die eingezeichnete rote Linie beschreibt die untere Grenze, für die die gemessenen EFRET-

Werte als positive Interaktion angenommen werden können und basiert auf der 

beschriebenen Interaktion zwischen AtrbohD und CPK5 (rot umrandeter Balken). Die 

Oxidase AtrbohD interagiert erneut am stärksten mit Snrk2.7 (graue Balken). Nach 

Behandlung der HEK-Zellen für 30 min mit 50µM MCD zeigen sich signifikant höhere EFRET, 

die maximale Interaktionen zwischen allen Kinasen und der Oxidase anzeigen (blaue 

Balken). Statistische Auswertung der gemessenen EFRET (n=75, ± MSE). Statistisch 

sig ifika te U te s hiede p  ,  si d it z ei “te e  geke zei h et. 

Abbildung 3.29: MCD-Behandlung von AtrbohD exprimierenden HEK-Zellen 
In der Plasmamembran von HEK-Zellen, die mit YFP::AtrbohD transfiziert waren, ließen 

sich nach der Inkubation mit 50µM MCD für 30 min (rechts) deutlich weniger Expression 

in Form eines punktierten Musters visualisieren als in unbehandelten Zellen (links). Dies 

deutet darauf hin, dass die Behandlung mit 50µM MCD ausreicht um einen Großteil der 

kleinen Membrandomänen aus der Plasmamembran zu entfernen. Die Integrität der 

Zellmembran und somit die Zellqualität bleiben nach dieser Behandlung, zumindest 

optisch, weitestgehend erhalten, so dass die Inkubation der Zellen für 30 min mit 50µM 

MCD standardmäßig erfolgen kann. 
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3.2.3.1  Snrk2.7 aktiviert AtrbohD 

 

Mit Hilfe de  soge a te  „Pe o idase-katalysierten Luminol-Chemoluminesze te h ik“ 
(siehe 2.9.1, Seite 93) kann man die, durch die NADPH-Oxidase synthetisierten reaktiven 

Sauerstoffspezies („˃ea ti e O ge  “pe ies“; ROS) quantifizieren. Die durch diese 

Methode gewonnenen Ergebnisse (Abbildung 3.30), bestätigen zum einen die vermutete 

Interaktion zwischen AtrbohF und OST1, sowie zwischen AtrbohD und CPK5, wobei diese 

Interaktion erneut als Positivkontrolle diente, sowie zwischen AtrbohD und Snrk2.7. Zum 

zweiten bestätigen diese Interaktionsereignisse die Kinase-vermittelte Aktivierung der 

Oxidasen, welche nun in Form von ROS-Produktion und somit Oxidation des Luminols, 

angezeigt als relative Lumineszenzeinheiten pro Sekunde (relat. LU/s) messbar wird.  Die 

Aktivierung der Oxidase erfolgt nicht nur im Zuge einer Phosphorylierung der Oxidase 

durch eine Kinase, sondern auch durch die Bindung von freien Ca2+ an die EF-Handmotive 

der NADPH-Oxidase. Diese beiden aktivierenden Prozesse, Phosphorylierung der Oxidase 

und Calciumbindung müssen synergistisch ablaufen (Ogasawara et al., 2008; Kimura et 

al., 2011). Im Falle der durchgeführten ROS-Messungen, wurde die intrazelluläre 

Calciumkonzentration durch das Calcium-Ionophor Ionomycin kurzzeitig gesteigert und 

somit die initiale ROS-Produktion der Oxidase ausgelöst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.30: ROS-Produktion von AtrbohD und AtrbohF in HEK-Zellen 
Jede Messung wurde 30 min bei 37°C aufgezeichnet. Nach fünf Minuten wurde das 

Calcium-Ionophor Ionomycin (3µM) zu den Zellen gegeben (roter Pfeil). Diese initial, 

kurzzeitig gesteigerte ROS-Produktion gibt Aufschluss über die Aktivität der Oxidasen. 

Beide Oxidasen zeigen eine initiale ROS-Produktion, welche für AtrbohF gesteigert 

werden kann wenn die Kinase OST1 koexprimiert wird (oben). Für AtrbohD kann die 

initiale ROS-Produktion nach Koexpression mit Snrk2.7 und, wie bereits zuvor 

beschrieben, mit CPK5 gesteigert werden (unten). Statistische Auswertung der 

gemessenen relativen Lumineszenzeinheiten pro Sekunde (relat. LU/s, n=3 unabhängige 

Messungen, ± MSE). Statistis h sig ifika te U te s hiede p  ,  si d it z ei “te e  
gekennzeichnet.  
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Die AtrbohD zeigt eine höhere initiale ROS-Produktion als die AtrbohF, was durchaus an 

den unterschiedlichen Expressionsmengen liegen kann. Die Aktivierung und somit die 

ROS-Produktion der AtrbohD kann durch Koexpression mit der Kinase Snrk2.7 auf ein 

ähnlich hohes Niveau gesteigert werden wie durch die Koexpression mit der Kinase CPK5. 

Auch die Koexpression der AtrbohF mit der Kinase OST1 zeigt eine gesteigerte initiale 

ROS-Produktion der Oxidase, vergleichbar mit der ROS-Produktion von Zellen, welche die 

AtrohD zusammen mit CPK5 exprimieren. Die Oxidase AtrbohD zeigt hingegen keine 

gesteigerte Aktivierung und somit ROS-Produktion durch die Koexpression mit der Kinase 

OST1.  

Abhängig von den SE- (Abbildung IV.5, Seite 255/256) und AB-FRET-Messungen 

(Abbildung 3.28) im HEK-Zellsystem, die zeigen, dass sämtliche analysierten Interaktionen 

zwischen der AtrbohD und den Snrk2-Kinasen durch Inkubation mit MCD, signifikant 

gesteigert werden können, stellt sich die Frage ob diese gesteigerten Interaktionen in 

diesen Fällen auch eine gesteigerte ROS-Produktion bedeuten. Daher wurde die ROS-

Produktion von HEK-Zellen gemessen, die die NADPH-Oxidase AtrbohD und die Kinasen 

OST1 bzw Snrk2.7 exprimierten, und 30 Minuten lang mit 50µM MCD behandelt wurden 

(Abbildung 3.31).  

Abbildung 3.31: ROS-Produktion von AtrbohD in HEK-Zellen nach Behandlung mit MCD 
Jede Messung wurde 30 min lang bei 37°C aufgezeichnet. Nach fünf Minuten wurde das 

Calcium-Ionophor Ionomycin (3µM) hinzugegeben (roter Pfeil). Diese initial, kurzzeitig 

gesteigerte ROS-Produktion gibt Aufschluss über die Aktivität der Oxidase AtrbohD. 

Oben: Für AtrbohD kann die initiale ROS-Produktion nach Koexpression mit Snrk2.7 und, 

wie bereits zuvor beschrieben, mit CPK5 gesteigert werden, nicht aber mit OST1. Unten: 

Nach Behandlung der HEK-Zellen für 30 min mit 50µM MCD, kann die ROS-Produktion 

von AtrbohD nur bei Koexpression mit Snrk2.7 signifikant gesteigert werden, nicht aber 

wenn keine Kinase zu Phosphorylierung von AtrbohD oder die Kinase OST1 koexprimiert 

wird. Statistische Auswertung der gemessenen relativen Lumineszenzeinheiten pro 

Sekunde (relat. LU/s, n=3 unabhängige Messungen, ± MSE). Statistisch signifikante 

U te s hiede p  ,  si d it z ei “te e  geke zei h et.  
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Die alleinig von der AtrbohD abhängige ROS-Produktion kann nicht durch zusätzliche 

Behandlung mit MCD, gesteigert werden, wenn diese nicht, durch die zusätzlich 

koexprimierten Kinasen CPK5 und Snrk2.7 phosphoryliert wird. In den vorangegangenen 

Interaktionsstudien schien die Kinase OST1 oft ein potenzieller Interaktionspartner für 

AtrbohD zu sein (Abbildungen 3.22, 3.24, 3.25). Mit AtrbohD und OST1 kotransfizierte 

HEK-Zellen zeigen aber, dass die AtrbohD-vermittelte ROS-Produktion nur leicht und nicht 

signifikant gesteigert werden kann. In diesem Fall liegt die Induktion der ROS-Bildung 

durch diese Interaktion bei nur 28% und ist deshalb nicht sonderlich stark. Die Snrk2.7-

vermittelte initiale ROS-Produktion der Oxidase AtrbohD hingegen kann durch 

Behandlung mit MCD signifikant, um fast 43%, gesteigert werden. Weiterhin zeigt sich, 

dass die Kinase Snrk2.7 die Oxidase AtrbohD generell stärker aktivieren kann als OST1, 

mit oder ohne Behandlung der transfizierten Zellen mit MCD (Abbildung 3.32). Dieses 

Ergebnis zeigt, dass eine Interaktion zwischen zwei Proteinen nicht gleichzeitig auch eine 

regulierende Funktion haben muss und auf jeden Fall immer beide Vorgänge 

experimentell untersucht werden müssen, um Aussagen über die Funktion eines Proteins 

und die einer Protein-Protein-Interaktion, in diesem Fall die Funktion der AtrbohD und 

ihrer Interaktion mit OST1 bzw. Snrk2.7, treffen zu können. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.32: Snrk2.7 kann AtrbohD stärker induzieren als OST1 
Die Kinase Snrk2.7 kann nach Koexpression in HEK-Zellen die AtrbohD-bedingte ROS-

Produktion stärker induzieren als OST1. Nach Behandlung der Zellen mit 50µM MCD für 

30 min führt die Koexpression von AtrbohD und Snrk2.7 zu einem signifikanten Anstieg 

der ROS-Produktion um 43% (mit zwei Sternen gekennzeichnet). Der MCD-vermittelte 

Anstieg der ROS-Produktion, nach Applikation von Ionomycin (roter Pfeil) beträgt für 

Zellen die mit AtrbohD und OST1 kotransfiziert wurde, lediglich 28% und ist nicht 
signifikant. 
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Die Oxidase AtrbohD und die aktivierende Kinase Snrk2.7, sowie zur vergleichenden 

Analyse CPK5, wurden weiterhin in HEK-Zellen koexprimiert. Denn auch dieses 

Expressionssystem eignet sich sehr gut um die mikrosomale Endomembranfraktion zu 

isolieren (siehe 2.5.4, Seite 84) und diese in massenspektrometrische Analysen 

(durchgeführt von Prof. Waltraud Schulze) zur Untersuchung des 

Phosphorylierungsstatus der Oxidase einzusetzen. Das untersuchte Peptid GAFSGPLGRPK 

beinhaltet die Aminosäure S39 (Abbildung 3.19, mit rosa Kreis umrandet), welche zuvor 

schon als bedeutende Phosphorylierungsstelle der Oxidase AtrbohD beschrieben wurde 

(Dubiella et al., 2013; Kadota et al., 2014). Ziel war es nachzuweisen, dass sowohl die 

Aktivierung der Oxidase durch Ca2+-Bindung an die zwei EF-Hand-Motive, als auch die 

Lokalisierung dieser in distinkten Membrandomänen einen  Einfluss auf den 

Phosphorylierunsstatus von AtrbohD haben können. Dazu wurden die transient 

transfizierten HEK-Zellen, bevor sie lysiert wurden, für eine Minute mit 3µM des Ca2+-

Ionophors Ionomycin oder für 30 min mit 50µM von dem sterolabreichernden Reagenz 

MCD behandelt. Betrachtet man den Phosphorylierungsstatus von S39 zeigt sich, dass die 

Kinase CPK5 die Oxidase AtrbohD verstärkt nach Behandlung der Zellen mit sowohl 

Ionomycin, als auch MCD phophorylieren kann (Abbildung 3.33). Auch fällt auf, dass die 

Aminosäure S39 von AtrbohD stärker phosphoryliert wurde, wenn die Kinase Snrk2.7 

koexprimiert und die Zellen mit MCD behandelt wurden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.33: Die Snrk2.7-vermittelte Phosphorylierung von AtrbohD erfolgt 
abhängig von deren Lokalisierung in Membrandomänen 
Quantifizierung der Snrk2.7-vermittelten Phosphorylierung von AtrbohD an der 

Phosphorylierungsstelle S39 mittels SRM-Massenspektrometrie als summierte 

Ionenintensität (W. Schulze). Die Peptidphosphorylierung wurde an isolierten 

Endomembranfraktionen aus transfizierten HEK-Zellen gemessen, die zuvor eine Minute 

mit 3M Ionomycin oder 30 min mit 50µM MCD behandelt wurden (n=6, ± MSE). Die 

massenspektrometrischen Messungen wurden durchgeführt von Prof. Waltraud Schulze. 
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Die unphosphorylierte Aminosäure S39 konnte in Membranfraktionen von Zellen, die mit 

der Kinase CPK5 koexprimiert und weder mit Ionomycin, noch mit MCD behandelt 

wurden, nachgewiesen werden (Abbildung 3.33 unten). Ebenfalls war die Ionenintensität 

der unphosphorylierten Phosphorylierungsstelle in Membranfraktionen in denen die 

Kinase Snrk2.7 lokalisiert war, deutlich höher, wenn die Membran aus Zellen isoliert 

wurde, die zuvor keine Behandlung erfuhren. Die Ionenintensität wird geringfügig 

niedriger, wenn die Zellen zuvor mit Ionomycin und deutlicher noch mit MCD behandelt 

wurden. Diese Ergebnisse bestätigen, dass die Kinase CPK5, in der Lage ist, die 

Phosphorylierungsstelle S39 der Oxidase AtrbohD zu phosphorylieren. Die Kinase Snrk2.7 

scheint demhingegen keinen deutlichen Einfluss auf die Phosphorylierung der 

Aminosäure S39 der Oxidase AtrbohD zu haben. Wahrscheinlich phosphoryliert Snrk2.7 

bevorzugt eine der anderen Phosphorylierungsstellen, wie zum Beispiel S343 oder S347 

(Abbildung 3.19).  

Die Ergebnisse deuten aber darauf hin, dass die Phosphorylierung durch Snrk2.7 durch 

eine MCD-Behandlung wesentlich gesteigert werden kann und das dies nicht für den Fall 

einer Phosphorylierung durch CPK5 zutrifft. Die Phosphorylierung und somit die 

Aktivierung der Oxidase AtrbohD ist also nicht nur von einer Ca2+-Bindung an die beiden 

EF-Hand-Motive abhängig, sondern auch von einer Lokalisierung der Oxidase in 

sterolreichen Membrandomänen. 
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4 Diskussion 

 

Pfla zli he D˃Ms „Dete ge t ˃esiste t Me a es“; siehe . .3.1, Seite 9) bestehen zu 

einem hohen Anteil aus Signalproteinen (Peskan et al., 2000; Shahollari, 2004; Mongrand 

et al., 2004). Daraus kann man schließen, dass Membrandomänen Wirkungspfade für 

Signale und Plattformen für die Koordination von Signalproteinen und den Transport von 

Substanzen vom intrazellulären in den extrazellulären Raum darstellen können. Diese 

Vorgänge sind essentiell notwendig für die Reaktionen der Pflanzen auf abiotische und 

biotische Stressantworten. Die detaillierten physiologischen Funktionen der in DRMs 

gefundenen Signalproteine generell und in den ABA-vermittelten Signalwegen im 

Besonderen, sind aber bisher nur unzureichend verstanden und bedürfen genauerer 

Analysen. 

Aus diesem Grund wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits isolierte DRM-Fraktionen aus 

der Blattplasmamembran von Arabidopsis thaliana via Massenspektrometrie in Hinblick 

auf ihre Proteinzusammensetzung untersucht (Dissertation Dr. Fatih Demir, "Lipid rafts 

in Arabidopsis thaliana leaves", 2010). Mit Hilfe verschiedener Detergenzien und 

verschiedener Präparationsprotokolle konnten so 246 DRM-Proteine isoliert und 

identifiziert werden (Demir et al., 2013). Annähernd die Hälfte dieser Proteine wurde 

nicht in vorangegangenen Studien identifiziert (Mongrand et al., 2004; Shahollari et al., 

2004 und 2005; Borner et al., 2005; Morel et al., 2006; Kierszniowska et al., 2008; Minami 

et al., 2009). Um unter diesen Proteinen diejenigen heraus zu finden, deren Anwesenheit 

in den DRMs tatsächlich vom Sterolgehalt ihrer Umgebung abhängig ist, wurden die in 

der Membran vorhandenen Sterole durch Behandlung mit dem Reagenz Methyl-β-

Cyclodextrin (MCD) entfernt. Membrandomänen zeichnen sich durch einen hohen Anteil 

an gesättigten Phospholipiden, Sphingolipiden und Sterolen aus (Simons und Ikonen, 

1997) und die Entfernung von Sterolen sollte die Integrität dieser Membranbereiche 

beeinflussen, so dass stark sterolabhängige Proteine aus der Membran entfernt und in 

die Detergenz-lösliche Fraktion (DSF) überführt werden sollten (Scheiffele et al., 1997, 

Simons et al., 1998). Von der genannten Sterolredutkion waren in F. Demirs Analysen 

mehr als die Hälfte der zuvor mittels Triton X-100 isolierten DRM-Proteine betroffen, 

wobei 41 Proteine nach der MCD-Behandlung nicht mehr detektiert werden konnten und 

daher als von einer sterolreichen Umgebung abhängig angesehen werden können. Die 

Mehrzahl dieser Proteine (41,5%) sind “ig alp otei e ie zu  Beispiel die L˃˃ „leu i e-

rich- epeat“ -Proteinkinase BRI1 und die Ca2+-abhängigen Proteinkinasen CPK10 und 

CPK21. Andere Proteine, die durch MCD-Behandlung aus der DRM ausgeschlossen 

wurden, sind die Proteinphosphatase ABI1 und die beiden Remorine AtRem1.2 und 

AtRem1.3. Diese Proteine verschwanden aus der DRM und konnten dann teilweise in der 

D“F „Dete ge t solu le F a tio “  ode  i  MCD-Überstand detektiert werden, wodurch 

sie sich somit als Proteine, die stark von einer sterolhaltigen Umgebung abhängig sind, 

auszeichnen (Demir et al., 2013).  
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4.1 Membrandomänenmarker 

 
 

Für Untersuchungen von Membrandomänen im tierischen System stehen schon seit 

längerer Zeit Proteine als Marker zur Verfügung, die entweder in diesen Domänen 

lokalisieren oder ganz klar aus diesen ausgeschlossen sind. Transferrine und 

Folsäurerezeptoren sind GAPs (GPI-a ho ed P otei s“ , die i ht i  D˃Ms akku ulie e  
(Hao et al., 2001; Varma und Mayor, 1998) und sich somit als Nicht-Domänenmarker 

eignen. Das Transmembranadapterprotein LAT (Head et al., 2006; Wilson et al., 2004), 

Caveolin (Rothberg et al., 1992) und die palmitoylierte c-Src-Kinase (Resh, 1999; Simons 

und Ikonen, 1997; Stulnig et al., 1998) sind hochgradig präsent in tierischen 

Membrandomänen und dienen deshalb in diesem System als Domänenmarker. Diverse 

zellbiologische Ansätze konnten in den letzten Jahren auch im pflanzlichen System 

verschiedene Membran-assoziierte Proteine identifizieren, die distinkte 

Membrandomänen in lebenden Zellen markieren. Dabei handelt es sich um die Flotilline 

und die Remorine (Raffaele et al., 2009; Haney und Long, 2010, Lefebvre et al., 2010; 

Haney et al., 2001; Li et al., 2012; Demir et al., 2013). Sowohl im tierischen als auch im 

pflanzlichen System besteht die Familie der Flotilline nur aus drei Mitgliedern (in 

Arabidopsis thaliana: At5g2520, At5g25260, At5g64870), während die Familie der 

pflanzenspezifischen Remorine 16 Mitglieder aufweist (Raffaele et al., 2007). Die 

Lokalisierung von einzelnen Remorinen in Membrandomänen konnte zuvor für das 

ektopisch exprimierte Remorin1.3 aus der Kartoffel Solanum tuberosum gezeigt werden, 

für ein endogenes Remorin aus der Tomate Solanum lycopersicum (Raffaele et al., 2009), 

sowie für das nah verwandte Remorin AtRem1.3 aus Arabidopsis thaliana (At2g45820; 

Demir et al., 2013).  

 

4.1.1  Die AtRemorine sind Membrandomänenmarker 

 

Ein pflanzlicher Membrandomänenmarker sollte folgende Kriterien erfüllen: i) Eine starke 

Präsenz in DRMs, ii) eine starke Abhängigkeit in seiner Membranlokalisierung von einer 

sterolreichen Umgebung und iii) eine mikroskopisch detektierbare in vivo-Lokalisierung 

i  klei e    u d defi ie te  Ko pa ti e te  i  de  pfla zli he  
Plasmamembran. Zusätzlich sollten die entsprechenden Proteine eine jeweilige natürlich 

hohe Expression aufweisen und es sollten mehrere Homologe im pflanzlichen System 

existieren, damit im Falle unterschiedliche Marker für unterschiedliche Arten von 

Membrandomänen (Jarsch et al., 2014) etabliert und diese Domänen dann voneinander 

unterschieden werden können.  

Die Remorine 1.2 und 1.3 aus Arabidopsis thaliana repräsentieren ideale Kandidaten, die 

als Membrandomänenmarker angesehen werden können. Diese beiden Proteine 

gehören zu den 10% am höchsten exprimierten Genen in Arabidopsis (Raffaele et al., 

2007). Dies erklärt auch ihre Identifizierung in zahlreichen proteomischen Analysen von 
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DRMs (Kierszniowska et al., 2008; Minami et al., 2009; Shahollari et al., 2004). Eine starke 

Abhängigkeit dieser beiden Remorine von einer sterolreichen Umgebung konnte zuvor 

schon in DRMs, isoliert aus einer Arabidopsis-Zellkultur und aus Blättern von Arabidopsis 

nachgewiesen werden (Kierszniowska et al., 2008; Demir et al., 2013). Die in der 

vorliegenden Arbeit gezeigten Analysen von Triton X-100-isolierten DRMs aus stabilen 

Arabidopsis-Mutanten, die das Kartoffel-Remorin StRem1.3 überexprimieren, zeigen, 

dass dieses Protein in seiner Membrandomänenlokalisierung klar von einer sterolreichen 

Umgebung abhängig ist. Nach der Behandlung der isolierten DRMs mit 25mM MCD 

konnte StRem1.3 nur noch schwach bis gar nicht mehr nachgewiesen werden, dafür aber 

verstärkt in der löslichen Fraktion, der DSF (Abbildung 3.1, Seite 108). Dieses Ergebnis 

wird durch zuvor durchgeführte elektronenmikroskopische Untersuchungen bestätigt, 

welche ebenfalls zeigen, dass StRem1.3 nach der Behandlung mit MCD nicht mehr in 

DRMs lokalisiert ist und auch nicht mehr in Immunogold-markierten Strukturen 

aggregiert (Raffaele et al., 2009). Betrachtet man die Lokalisierung der fluoreszent 

markierten Proteine AtRem1.2 und 1.3, erkennt man klare, punktierte und kleine 

Strukturen in der Plasmamembran. Diese Strukturen kolokalisieren deutlich mit dem 

zuvor etablierten Membrandomänenmarker StRem1.3. Weiterhin zeigen diese beiden 

Remorine eine geringe laterale Mobilität in der pflanzlichen Plasmamembran wie zuvor 

durchgeführte FRAP-Experimente deutlich zeigen (Demir et al., 2013). Eine geringe 

laterale Mobilität allein ist zwar noch kein Beweis für eine Membrandomänenlokalisation 

(Kenworthy et al., 2004), aber diese Tatsache bestätig, dass AtRem1.2 und 1.3, zumindest 

wenn sie ektopisch in Arabidopsis überexprimiert werden, stabile Elemente der 

Plasmamembran sind. Diese Aussage muss deshalb so stark relativiert werden, weil 

kürzlich veröffentlichte Untersuchungen zeigen, dass die beiden genannten Remorine 

eine eher diffuse und wenig distinkte Lokalisierung in der Plasmamembran zeigen und 

auch in anschließenden FRAP-Analysen hoch mobil zu sein scheinen, wenn sie unter dem 

nativen Promoter in den entsprechenden Arabidopsis-Mutanten exprimiert werden. 

Lediglich in den Zellen der Wachstumszone des Hypokotyl konnte unter diesen 

Bedingungen eine Lokalisation der beiden Remorine in distinkten Membrandomänen 

beobachtet werden (Jarsch et al., 2014). Interessanterweise sind es aber vor allem diese 

beiden Remorine der Untergruppe 1, die als einzige Remorine immer wieder durch 

proteomische Analysen in isolierten DRMs gefunden werden. Dies kann vor allem daran 

liegen, dass diese beiden Proteine sehr hoch exprimiert sind, so dass sie generell immer 

in DRM-Präparationen zu detektieren sind (Tabelle 3.1, Seite 108; Shahollari et al., 2004; 

Kierszniowska et al., 2008; Minami et al., 2009; Keinath et al., 2010; Demir et al., 2013).   

Die ektopische Überexpression der übrigen 14 Remorine in Arabidopsis thaliana 

offenbarte aber erneut eine klare, zumindest zeitweise Lokalisation dieser in distinkten 

Domänenbereichen (Abbildung 3.14, Seite 124, Jarsch et al., 2014). Diese Diskrepanzen 

zwischen den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen und der aktuellsten Literatur, 

lassen darauf schließen, dass die Remorine zwar in Domänen- oder Domänen-ähnlichen 

Bereiche der Plasmamembran lokalisiert sind, wenn sie unter einem starken Promoter 
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ektopisch überexprimiert werden, jedoch nicht wenn sie in natürlichen Konzentrationen 

in der Pflanze exprimiert werden. Vielleicht lokalisieren sie auch, wenn sie auf einem 

natürlich hohen Niveau in der Zelle exprimiert werden, in Membrandomänen, sind dann 

aber einfach auf Grund der Auflösungsgrenzen, die die Lichtmikroskopie mit sich bringt, 

nur nicht zu erfassen. Denn der Einsatz von TIRF- „total i te al efle tio “  Mik oskopie 
offenbart zwar nur eine sehr schwache, aber doch eine vorhandene Lokalisierung der 

Remorine 1.2 und 1.3 in distinkten Domänenbereichen der Plasmamembran (Jarsch et 

al., 2014). Eventuell werden die Remorine der Untergruppe 1 auch nur in einer Stimulus- 

oder Gewebe-abhängigen Weise in Membrandomänen lokalisiert. Da man bisher über 

die Funktion der einzelnen Remorinproteine noch nicht viel weiß, lässt sich dieser 

letztgenannte Punkt nur schwer diskutieren.  

Es ist bekannt, dass die Stabilität von lateralen Membrankompartimenten durch zwei 

Systeme gewährleistet wird: Durch die Zellwand und das kortikale Zytoskelett. 

Untersuchungen an Protoplasten, die kontinuierlich ihre Zellwand wieder regenerieren, 

zeigten, dass die laterale Stabilität von Proteinen während der Zellwandregeneration 

stark verändert wurde (Martiniére et al., 2012). Im tierischen System, an menschlichen 

Zellen, konnte die aktive Funktion von Zytoskelettelementen für die laterale 

Immobilisierung von Membrankompartimenten demonstriert werden (Dinic et al., 2013). 

Diese Abhängigkeit vom Zytoskelett würde auch erklären warum Prozesse, wie die 

Invasion von Pathogenen in die Wirtszelle, mit kortikalen Reorganisationen einhergehen 

(Henty-Ridilla et al., 2013), die die Akkumulierung von sterolreichen Membrandomänen 

und Resistenzproteinen an den Infektionsstellen auslösen (Bhat et al., 2005; Underwood 

und Somerville, 2013). Die Remorin-markierten Membrandomänen beinhalten 

höchstwahrscheinlich solche einzigartigen Zusammenstellungen von Signalproteinen und 

stellen somit Signalplattformen für die Antwort von Pflanzen auf pathogene und 

symbiotische mikrobielle Organismen dar (Jarsch und Ott, 2011; Urbanus und Ott, 2012). 

Ebenfalls konnte zuvor gezeigt werden, dass nah miteinander verwandte Remorine ein 

ähnliches Expressionsmuster zeigen (Jarsch et al., 2014). Daraus könnte man schließen, 

dass evolutionär verwandte Proteine auch in ähnlichen Kompartimenten lokalisiert sein 

können. Die Remorine der Untergruppe 1 sind nahe miteinander verwandt und somit 

wäre erklärbar, dass die NADPH-Oxidase AtrbohD, die anders als die verwandte AtrbohF 

nicht mit dem Remorin 1.3 in Epidermiszellen von Tabak und Arabidopsis kolokalisiert 

(Abbildung 3.10, Seite 121), stattdessen aber mit dem Remorin 1.4 kolokalisiert zu sein 

scheint (Abbildung 3.15, Seite 126). Mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson 

von 0,54 ist diese Kolokalisation deutlich geringer als die zwischen AtrbohF und AtRem1.3 

mit Werten zwischen 0,7 und 0,8. Dennoch besagt die Definition der 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman, dass Werte zwischen 0,5 und 0,8 

als ein deutlicher linearer Zusammenhang, also in diesem Fall als eine Kolokalisation von 

zwei Proteinen zu deuten sind (Galton, 1888). Dass es in Hinblick auf ihre 

Lipidkomposition unterschiedliche Arten von Membrandomänen geben muss ist auf 

Grund des dynamischen Charakters der Plasmamembran logisch, aber worin sich nun 
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genau die einzelnen Membrandomänen ähneln oder unterscheiden ist bisher nicht klar 

und muss somit Inhalt zukünftiger Untersuchungen sein. Eine andere neuere Studie hat 

im Hefesystem gezeigt, dass auch Proteine mit ähnlichen Funktionen die Tendenz haben 

im selben Membrankompartiment miteinander zu kolokalisieren (Spira et al., 2012). Die 

beiden Arabidopsis-Remorine 1.3 und 1.4 scheinen nicht zur selben Zeit im selben 

Kompartiment lokalisiert zu sein. Das wird zum einen durch die Tatsache bestätigt, dass 

die beiden verwandten NADPH-Oxidasen AtrbohF und AtrbohD jeweils mit nur einem der 

beiden Remorine kolokalisiert sind (Abbildung 3.10 und 3.11, Seite 121 und 3.12, Seite 

122). Weiterhin zeigt auch eine Koexpressionsanalyse der beiden Remorine AtRem1.3 

und AtRem1.4 in Epidermiszellen von Nicotiana benthamiana, in Form des 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson mit einem Wert von 0,118, dass die beiden 

Proteine nicht kolokalisiert sind (Abbildung 3.16, Seite 126). Diese Fakten untermauern 

die weit verbreitete Theorie, dass sowohl die Formation von Proteinkomplexen (z.B. 

SLAH3 und CPK21), als auch die physikalische Separierung von enzymatischen Aktivitäten 

(z.B. ROS-Produktion) und somit von physiologisch unzusammenhängenden Prozessen, 

über solche Membrandomänen reguliert werden können.  

Im Gegensatz zu anderen kürzlich veröffentlichen Studien (Jarsch et al., 2014) zeigt das 

AtRem1.4 in unseren Untersuchungen eine sehr deutliche Expression in distinkten, 

punktförmigen Domänen in der Plasmamembran (Abbildung 3.14, Seite 124). Diese 

Membrandomänen sind dieselben in denen, zumindest zeitweise, auch die NADPH-

Oxidase AtrbohD exprimiert wird (Abbildung 3.15, Seite 126). Um die Tauglichkeit von 

AtRem1.4 als Membrandomänenmarker zu verifizieren, wurde dessen laterale Mobilität 

mit Hilfe der FRAP-Technik untersucht. Dazu wurden, zur besseren Vergleichbarkeit ROIs 

mit annähernd gleicher Größe um ausgewählte, fluoreszent markierte 

Membrandomänen gesetzt und diese dann 15 sec lang gebleicht. Um die eventuelle 

Rückkehr von fluoreszenten Proteinen zu erfassen, wurden die Fluoreszenzintensitäten 

der ROIs anschließend zwei weitere Minuten vermessen. Diese Werte wurden mit den 

Fluoreszenzintensitäten eines Referenz-ROIs von ähnlicher Größe, welcher nicht 

gebleicht wurde, verglichen. Da keine Rückkehr von diffundierenden, fluoreszent 

markierten Proteinen in die zuvor gebleichten Bereiche erfolgte, kann eine laterale 

Immobilität von AtRem1.4-markierten Membrandomänen angenommen werden 

(Abbildung 3.17, Seite 127).  

Die durchgeführten Experimente liefern sehr gute Hinweise darauf, dass nicht nur die 

Remorine AtRem1.2 und AtRem1.3, sondern auch das Remorin AtRem1.4 einen guten 

Membrandomänenmarker darstellt. Genau wie die Proteine StRem1.3, MtSYMREM1 und 

die Arabidopsis-Remorine AtRem1.2 und 1.3, kann auch das AtRem1.4 in isolierten DRMs 

nachgewiesen werden (Raffaele et al., 2013). AtRem1.4 ist zumindest nach ektopischer 

Überexpression in Nicotiana benthamiana und unter Verwendung eines starken 

Promoters (z.B. 35S) immer wieder klar und deutlich in mikroskopisch detektierbaren, 

distinkten Membrandomänen lokalisiert (Abbildung 3.14-3.18, Seite 124-128 und 3.20, 

Seite 129). Diese sind nicht zu groß, um lediglich Membrankompartimente (diese haben 
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eine Größe von ca. 300nm) darzustellen, sondern sind mit einer aus den zahlreichen 

Abbildungen geschätzten Größe von etwa 100nm als Membrandomänen im pflanzlichen 

System zu charakterisieren. Diese distinkten Domänenstrukturen sind entsprechend der 

Definition von Membrandomänen immobil und zeigen in FRAP-Analysen keine laterale 

Mobilität (Abbildung 3.17, Seite 127). Weiterhin ist das AtRem1.4 in seiner 

Membrandomänenlokalisierung von einer sterolreichen Umgebung abhängig, wie die nur 

mehr homogene Verteilung von fluoreszent markierten AtRem1.4 nach Behandlung der 

transfizierten Epidermiszellen von Tabakpflanzen mit 50µM MCD deutlich zeigt 

(Abbildung 3.18, Seite 128). Das natürliche Expressionsniveau von AtRem1.4 in 

Arabidopsis ist nicht sehr hoch, aber auch nicht so gering wie das anderer 

Remorinproteine (Jarsch et al., 2014). In Tabakpflanzen konnte zuvor eine 10-fache 

Steigerung der Expression von NtRem1.2 von sehr jungen Pflanzen zu erwachsenen und 

größeren Pflanzen beobachtet werden. Die Expression war in seneszenten Blättern sogar 

100-fach erhöht (Raffaele et al., 2013). Daher kann man annehmen, dass die Expression 

von Genen mit ansteigendem Zellalter zunimmt. Die Remorine besitzen keinerlei 

Transmembrandomänen und sind stattdessen mit einer kurzen C-terminalen Domäne, 

RemCA genannt (Abbildung 1.10, Seite 37), mit der Plasmamembran verknüpft. Diese ist 

in wässrigen Phasen ungeordnet und faltet sich spontan in die richtige Haarnadel-

ähnliche Form, bestehe d aus a phipathis he  α-Helices, wenn ein nicht-polares 

Umfeld anliegt. Diese RemCA-Domäne bindet dann bevorzugt an negativ geladene Lipide, 

wie sie vor allem in Membrandomänen vorkommen. Weiterhin können diese Proteine in 

vitro auch Trimere ausbilden und somit die Stabilität der Membranverankerung noch 

verstärken. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass zusätzliche strukturelle 

posttranslationale Modifikationen dieser Proteine, ihre Verankerung mit der Membran 

ermöglichen oder modifizieren (Perraki et al., 2012). All diese Eigenschaften und vor 

allem die Anwesenheit der RemCA-Domäne haben alle bisher untersuchten Proteine aus 

den unterschiedlichen Remorinfamilien miteinander gemeinsam. Deshalb kann, auch 

wenn kürzlich Ergebnisse veröffentlicht wurden, die zum Teil ein etwas anderes Bild 

aufzeigen (Jarsch et al., 2014), durchaus angenommen werden, dass alle bisher 

identifizierten Remorinproteine in distinkten Membrandomänen lokalisiert sind und als 

Markerproteine für unterschiedliche Arten von koexistierenden Membrandomänen 

verwendet werden können. Wenn nahe miteinander verwandte Proteine nicht nur in 

ähnlichen Arten von Membrandomänen lokalisiert zu sein scheinen, sondern ebenfalls 

eine ähnliche Funktion haben können, könnte man durchaus annehmen, dass die 

Mitglieder der Arabidopsis-Remorinfamilie 1 ähnlich wie das StRem1.3 an Pflanzen-

Pathogen- (Raffaele et al., 2009) oder Pflanzen-Symbionten-Interaktionen (Lefebvre et 

al., 2010) beteiligt sein könnten. Vielleicht markieren die einzelnen Remorine auch 

Ansatzstellen auf der Plasmamembran an denen ein, für den Ablauf eines bestimmten 

zellulären Prozesses essentieller Mechanismus, durch die Assemblierung eines 

bestimmten Signalkomplexes in einer bestimmten Art von Membrandomänen, etabliert 

werden muss. Diese Annahme ist aber rein spekulativ und bleibt es auch, so lange bis sich 
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die Funktionen der einzelnen Remorine sowie deren Lokalisierung in Membrandomänen 

erklären wird.  

 

 

4.2 Signalproteine in den pflanzlichen DRMs 

 
 

 4.2.1 Die Membrandomänen-lokalisierten Proteine ABI1 und CPK21 regulieren den  

Anionenkanal SLAH3 

 

Für sessile Organismen, wie Pflanzen, ist Trockenstress ein Hauptproblem und sämtliche 

Signalwege, die zu Antworten auf diesen Reiz hin erfolgen, müssen bestmöglich reguliert 

werden. Die Schlüsselrolle in diesen Regulierungskaskaden spielt das Phytohormon ABA 

(Zhu, 2002). Die beiden Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2 sind wichtige Komponenten 

in dem Signalweg der ABA-abhängigen Antwort auf Trockenstress (Leung et al., 1994 und 

1997; Meyer et al., 1994). Dabei ist vor allem ABI1 ein Negativregulator der ABA-Antwort 

und die Arabidopsis-Mutante abi1-1 zeigt eine Resistenz gegenüber ABA (Gosti et al., 

1999). Die Wirkung von ABA basiert auf Veränderungen in den unterschiedlichen 

Signalkaskaden (Ma und Wu, 2007; Yoshida et al., 2006) und in den Funktionen 

verschiedener Membrantransportsysteme (Becker et al., 2003; Geiger et al., 2010; 

Trouverie et al., 2008).  

 

4.2.1.1  Regulierung des Stomaschlusses 

 

In der Reaktion der Pflanze auf Trockenstress spielt die Kontrolle des Stomaschlusses, 

vermittelt durch die Wirkung von ABA, eine wichtige Rolle. Bisher weiß man, dass der 

schnelle Stomaschluss von der Aktivität von Anionenkanälen des S-Types abhängig ist 

(siehe 1.2.1.2.4.1, Seite 57). Diese in der Schließzellmembran lokalisierten Kanäle werden 

ABA-abhängig aktiviert. Dem resultierenden Anionausstrom folgt ein Ausstrom von 

Kaliumionen. Diesem folgt wiederrum der Ausstrom von Wasser, eine Senkung des 

Turgors und somit der Schluss der Stomata. Zu diesen Anionenkanälen zählt SLAC1 (Negi 

et al., 2008), ein Chlorid- und Nitratkanal in der Plasmamembran von Schließzellen 

(Vahisalu et al., 2008). Im Arabidopsis-Genom gibt es 4 Homologe (SLAH1-SLAH4) zu 

SLAC1. SLAH3 ist zwar deutlich in Schließzellen exprimiert, es können allerdings höhere 

Transkriptmengen im Mesophyllgewebe detektiert werden. Sowohl SLAC1 als auch 

SLAH3 werden durch Calcium-abhängige Kinasen aktiviert (Negi et al., 2008).  

Das komplexe Netzwerk an Signalproteinen, die ABA-abhängig den Stomaschluss 

regulieren, konnte zum Teil mit den Signal- und Transportproteinkomplexen, die in 

pflanzlichen Membrandomänen lokalisiert sind, in Verbindung gebracht werden. So 

wurden Mitglieder der CPK-Familie in den, durch Detergenzien aus Blattmesophyll 
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isolierten DRMs, identifiziert (Dissertation Dr. Fatih Demir, "Lipid rafts in Arabidopsis 

thaliana leaves", 2010). Dabei handelt es sich vor allem um CPK10 und CPK21 (Tabelle 

3.1, Seite 108). Die Kinase CPK21 zeigte dabei in den massenspektrometrischen Analysen 

die höchste Identifizierungssicherheit und wurde nach MCD-Behandlung als 

sterolabhängiges Protein charakterisiert. Auch die PP2C-Phosphatase ABI1 wurde unter 

den sterolabhängig in DRMs lokalisierten Proteinen identifiziert (Demir et al., 2013). 

Damit sind in den isolierten DRMs zwei Proteine identifiziert worden, die 

bekanntermaßen an der Regulation des Stomaschlusses maßgeblich beteiligt sind (Geiger 

et al., 2009 und 2010). Für diese Arbeit waren hauptsächlich domänenlokalisierte 

Signalwege und Proteine, die im Mesophyll lokalisiert sind von Interesse, weshalb der 

Anionenkanal SLAH3 in den Fokus rückte. 

Die Aktivität von Ionenkanälen wird hauptsächlich durch die Anwesenheit von 

zytoplasmatischem Ca2+ reguliert (Hedrich und Neher, 1987), aber auch durch die 

Interaktion mit bestimmten Kinasen, wie den CPKs (Geiger et al., 2010). Es konnte gezeigt 

werden, dass sowohl die Kinase CPK21 als auch CPK23 mit dem Schließzell-Anionenkanal 

SLAC1 interagieren, ihn somit aktivieren und regulieren können. Von beiden besagten 

Kinasen zeigt aber nur die CPK21 eine deutliche Abhängigkeit von Ca2+. Wird SLAC1 

heterolog, alleine in Oozyten von Xenopus laevis exprimiert, ist dieser nicht aktiv (Geiger 

et al., 2009). CPK21 spielt also eine wichtige Rolle für die Aktivierung des Anionenkanals 

SLAC1 in den Schließzellen. Für den homologen Mesophyll-Anionenkanal SLAH3 konnte, 

zumindest elektrophysiologisch, eine ähnliche Interaktion mit CPK21 gezeigt werden 

(Geiger et al., 2011).  

Die negative Regulierung der Aktivität der Anionenkanäle wird durch die PP2C-

Proteinphosphatase ABI1 vermittelt. In Abwesenheit von ABA können für SLAC1 (Geiger 

et al., 2009) und SLAH3 nach Koexpression mit ABI1 (Geiger et al., 2011) keine 

Anionenströme gemessen werden. Das Phytohormon ABA wird durch zytoplasmatische 

Rezeptoren der RCAR/PYR/PYL-Familie erkannt und gebunden (Fujii et al., 2009). Dabei 

bilden diese Rezeptoren Dimere. Nach der Bindung von ABA dissoziieren diese, um einen 

ABA-Rezeptor-Phosphatase-Komplex zu bilden. Die Formation eines solchen Komplexes 

wird durch die Aktivität der PP2C-Phosphatase in ABA-abhängiger Weise inhibiert, 

wodurch die Aktivität einer Proteinkinase, welche dann die betreffenden Anionenkanäle 

phosphorylieren und somit aktivieren kann, erlaubt wird (Hubbard et al., 2010). Die 

Regulierung von ABI1 wird nicht nur durch die RCAR/PYR/PYL-Rezeptoren vermittelt, 

sondern auch durch Lipidsignalmoleküle wie Phosphatidsäuren (Jacob et al., 1999). 

Phosphatidsäuren (PAs) werden durch die Phospholipase D α  s thetisie t )ha g et al., 

2004) und ziehen die PP2C-Phosphatase ABI1 zur Plasmamembran, wodurch ABI1 

deaktiviert wird und die Signalkaskade, die zum Stomaschluss führt, ablaufen kann. Die 

Phospholipase Dα  u d die PAs i ke  zusa e  it de  U te ei heit Gα des 
heterotrimeren GTP- i de de  P otei s u d egulie e  so it de  “to as hluss. Gα it 
GTP ge u de , i hi ie t die Öff u g de  “to ata u d Gα ge u de  it GDP, i te agie t 
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it de  Phospholipase Dα , odu h die Öff u g de  “to ata ei geleitet wird (Mishra 

et al., 2006).   

Der Stomaschluss ist also ein Vorgang, der durch ein Netzwerk von Proteinen präzise 

reguliert wird. Die PP2C-Phosphatase ABI1 spielt für die Aktivierung von beteiligten 

Anionenkanälen (z.B. SLAH3), durch die interagierenden Kinasen (z.B. CPK21), eine 

Schlüsselrolle. ABI1 selbst wird durch die Mitglieder der RCAR/PYR/PYL-Rezeptorfamilie 

und damit durch das Phytohormon ABA reguliert. 

 

4.2.1.2  SLAH3, CPK21 und ABI1 sind in Membrandomänen lokalisiert 

 

In transienten Einzelexpressionsanalysen mit dem Mesophyll-lokalisierten Anionenkanal 

SLAH3, der Kinase CPK21 und der Phosphatase ABI1, konnte gezeigt werden, dass nur die 

CPK21 signalunabhängig in DRMs lokalisiert ist. Die Koexpression von sowohl Kinase als 

auch Anionenkanal, resultierte in einer sterolabhängigen Lokalisierung beider Proteine in 

den DRM-Fraktionen. Die zusätzliche Koexpression der Phosphatase ABI1, führte zu einer 

Dislokation von SLAH3 aus den CPK21-besetzten Membrandomänen in die Peripherie der 

Plasmamembran (Abbildung 3.2, Seite 109). Werden SLAH3 und CPK21 heterolog in 

Oozyten von Xenopus laevis exprimiert, können elektrophysiologisch, makroskopische S-

typische Anionenströme gemessen werden, die von einer Aktivität des Anionenkanals 

SLAH3 zeugen. Wird zusätzlich die Phosphatase ABI1 koexprimiert, bleibt eine SLAH3-

Aktivierung durch CPK21 aus (Geiger et al., 2001; Demir et al., 2013). Aus diesen 

Ergebnissen kann man schließen, dass es einen Zusammenhang zwischen der Lokalisation 

von SLAH3 in den DRMs und somit in Membrandomänen und einem 

phosphorylierungsbedingten, funktionellen Anionentransport über die Membran gibt. In 

der vorliegenden Arbeit wird weiterhin gezeigt, dass die Interaktion zwischen SLAH3 und 

CPK21 deutlich, durch eine ABA-Applikation von außen, induziert werden kann 

(Abbildung 3.3, Seite 111; Abbildung 3.4, Seite 113 und Abbildung 3.5, Seite 115). Diese 

gesteigerte Interaktion konnte mittels AB-FRET am deutlichsten in der Plasmamembran 

der untersuchten Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.6, Seite 116). Dies unterstützt 

zunächst die Aussage, dass SLAH3 und CPK21 in Membrandomänen ABA-abhängig 

miteinander interagieren und der Anionenkanal dann aktiviert wird. Wenn die 

Phosphatase ABI, zusätzlich koexprimiert wird, wird diese gesteigerte Interaktion 

zwischen SLAH3 und CPK21 aufgehoben. Die Anwesenheit von ABI1 unterbindet 

nachweißlich die Phosphorylierung und somit die Aktivierung von SLAH3 (Geiger et al., 

2011). Der zusätzlich koexprimierte ABA-Rezeptor RCAR1/PYL9 kann nach Bindung von 

ABA wiederum die Phosphatase binden und somit deren inhibierende Wirkung auf die 

Aktivierung des Anionenkanals SLAH3 verhindern (Abbildung 3.9, Seite 119).  

Die untersuchte Kinase CPK21 phosphoryliert den Anionenkanal SLAH3 an verschiedenen 

Stellen im N- (Geiger et al., 2011) und C-Terminus (Nühse et al., 2003) und löst dessen 

ABA-vermittelte Verlagerung in Membrandomänen und somit dessen Aktivierung aus 
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(Abbildung 4.1). SLAH3 bewirkt den Chlorid- und Nitratausstrom und somit die für den 

Stomaschluss wichtige Membrandepolarisation. SLAH3 besitzt drei putative 

Palmitoylierungsstellen, von denen zwei C-terminal nahe der letzten 

Transmembrandomäne lokalisiert sind. Solche Palmitoylierungsstellen nahe 

Transmembrandomänen sind mögliche Signale für die Lokalisierung des betreffenden 

Proteins in Membrandomänen, so wie es für das virale Hämagglutinin aufgezeigt wurde   

(Scolari et al., 2009).  

 

Sobald ABI1 in den transfizierten Oozyten anwesend und aktiv ist, ist SLAH3 nicht mehr 

in Membrandomänen lokalisiert und es kann keine SLAH3-Aktivität gemessen werden 

(Demir et al., 2013). Die PP2C-Phosphatase ABI1 unterdrückt durch direkte Interaktion 

die Autophosphorylierung und Aktivierung von CPK21 und verhindert so die 

Phosphorylierung von SLAH3 (Abbildung 4.1). Die Deaktivierung von ABI1 kann durch die 

direkte Bindung von ABA mit dem ABA-Rezeptor RCAR1/PYL9 und durch Interaktion 

dieses Komplexes mit ABI1 erfolgen (Miyazono et al., 2009). Als Zusammenfassung der 

voran gegangenen Arbeit (Demir et al., 2013) und dieser Arbeit, lässt sich festhalten, dass 

die Proteinkinase CPK21 und der Anionenkanal SLAH3 einen in Membrandomänen 

lokalisierten Signalkomplex bilden, der bei Anwesenheit von ABA den Stomaschluss 

bewirkt. In Abwesenheit von ABA, ist die PP2C-Proteinphosphatase ABI1 aktiv. Dadurch 

Abbildung 4.1: Model der Interaktion von SLAH3, CPK21 und ABI1 an der pflanzlichen 
Plasmamembran 
CPK21 ist eine Ca2+-abhängige Proteinkinase, die durch myristoylierte und palmitoylierte 

Lipidanker mit Membrandomänen der Plasmamembran assoziiert ist. In Abwesenheit 

von ABA (linke Bildhälfte) wird die Autophosphorylierung von CPK21 durch direkte 

Interaktion mit der PP2C-Proteinphosphatase ABI1 verhindert und SLAH3 kann nicht 

aktiviert werden. In Anwesenheit von ABA (rechts), bildet ABA einen Komplex mit einem 

zytoplasmatischen ABA-Rezeptor der RCAR/PYR/PYL-Familie. Dieser ABA-

Rezeptorkomplex interagiert direkt mit der Phosphatase ABI1 und hält diese inaktiv. 

Dadurch kann die Kinase CPK21 autophosphoryliert werden, und durch Interaktion den 

nun in Membrandomänen lokalisierten Anionenkanal SLAH3 phosphorylieren und somit 

aktivieren. In Folge dessen kommt es zu einem Chlorid- und Nitratausstrom, also zu einer 

Depolarisierung der Plasmamembran. Der sich anschließende K+-Ausstrom führt 

letztendlich zum Stomaschluss als Reaktion auf Trockenstress. 
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wird die Kinaseaktivität von CPK21 inhibiert und die Membrandomänenlokalisierung von 

SLAH3, dessen Aktivierung und somit der Stomaschluss verhindert. Darüber wie die ABA-

vermittelte Lokalisierungsänderung von SLAH3 in die Membrandomänen vermittelt wird, 

können nur Vermutungen angestellt werden. So lange die Natur der Dynamik und der 

Entstehungsprozess von Membrandomänen nur so unzureichend verstanden sind, sind 

diese Vermutungen rein spekulativ. 

In der Plasmamembran der Epithelzellen der Säugetierlunge ist ein funktionell ähnlicher 

Proteinkomplex beschrieben worden. De  Chlo idka al CFT˃ „ sti  fi osis o du ta e 
egulato “  ist a h eisli h i  Me a do ä en lokalisiert und interagiert mit der 

Proteintyrosinkinase c-Src (Dudez et al., 2008). Dabei korreliert die Menge an 

exprimiertem CFTR mit der in isolierten DRMs lokalisierten c-Src-Kinase. Auf ähnliche 

Weise wie in Arabidopsis thaliana der Anionenkanal SLAH3 mit der Kinase CPK21 

interagiert, führt auch eine Interaktion von CFTR und c-Src zu einer Aktivierung des 

Chloridtransportes in Säugetierzellen. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass es sich bei 

dieser Kolokalisation von Ionenkanälen und ihren aktivierenden Kinasen in 

Membrandomänen um eine lokal begrenzte funktionelle Einheit handelt, um eine 

schnelle Signaltransduktion zu gewährleisten.  

 

4.1.3 Die membranständige Kinase Snrk2.7 aktiviert die NADPH-Oxidase AtrbohD  

 

In den ersten durchgeführten Lokalisierungsexperimenten mit dem etablierten 

Membrandomänenmarker AtRem1.3 zeigte sich zum einen eine Expression der beiden 

Oxidasen AtrbohD und AtrbohF in einem klaren punktierten Muster über die gesamte 

Plasmamembran (Abbildung 3.10, Seite 121), zum zweiten war nur das 

Expressionsmuster der AtrbohF mit dem des Membrandomänenmarkers kolokalisiert. 

Die Oxidase AtrbohD lokalisiert in anderen distinkten Membranbereichen, was bedeutet, 

dass AtrbohD in einer anderen Art von Membrandomänen lokalisiert sein müsste, als die 

nahe verwandte NADPH-Oxidase AtrbohF (Abbildung 3.11, Seite 121). Diese durch 

AtbrohD besetzten Domänen werden durch das AtRemorin1.4 markiert (Abbildung 3.15, 

Seite 126). Wie erwartet ist die Domänenlokalisierung von AtrbohD wie die des 

kolokalisierenden Remorins AtRem1.4 von einer sterolreichen Umgebung abhängig. 

Werden transient mit der fluoreszent markierten Oxidase AtrbohD transfizierte Zellen 

von Nicotiana benthamiana mit 50µM MCD behandelt, wird das distinkte, punktierte 

Expressionsmuster der Oxidase zu einer homogenen Verteilung über die gesamte 

Plasmamembran aufgelöst (Abbildung 3.13, Seite 123). Diese Experimente bestätigen, 

dass die NADPH-Oxidase AtrbohD, auch wenn sie in den zuvor isolierten DRMs nur als 

schwach von einer sterolreichen Umgebung abhängig (Tabelle 3.1, Seite 108) identifiziert 

wurde, auf jeden Fall ein, in distinkten, sterolreichen Membrandomänen lokalisiertes 

Enzym ist.  
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Die beschriebene, distinkte Lokalisation beider NADPH-Oxidasen in unterschiedlichen 

Nanodomänenspezies, lässt vermuten, dass beide NADPH-Oxidasen in unterschiedlichen 

Signalwegen angesteuert werden. Da man aber zu diesem Zeitpunkt dieser Arbeit keine 

detaillierten Informationen über den genauen Wirkmechanismus der AtrbohD, das heißt 

vor allem, über die einzelnen Schritte der zur Aktivierung führenden Signalkaskade hatte, 

war es zunächst notwendig eine interagierende und aktivierende Kinase zu identifizieren, 

um anschließend vergleichende Analysen zwischen den beiden verwandten NADPH-

Oxidasen AtrbohD und AtrbohF durchführen zu können. 

Die Snrk2-Kinase OST1 interagiert mit der in Membrandomänen lokalisierten NADPH-

Oxidase AtrbohF und phosphoryliert diese an den Serinresten S13 und S174, wodurch die 

Oxidase und somit die ROS-Produktion der Zelle aktiviert wird (Sirichandra et al., 2009). 

Die Familie der Snrk2-Kinasen besteht im Arabidopsis-Genom aus 10 Mitgliedern (Snrk2.1 

– Snrk2.10) und kann in drei Untergruppen aufgeteilt werden (Kobayashi et al., 2004). Die 

Snrks 2.2, 2.3 und 2.6 (OST1) werden stark ABA-abhängig aktiviert und haben essentielle 

Funktionen bei der positiven Regulation von ABA-Signalprozessen (Mustilli et al., 2002). 

Diese drei Snrk2-Kinasen spielen Schlüsselrollen in ABA-Signaltransduktionsprozessen, 

welche auch die ABA-Rezeptoren vom RCAR/PYR/PYL-Typ und vor allem die PP2C-

Phosphatasen ABI1 und ABI2 einschließen (Ma et al., 2009; Park et al., 2009 und 

Umezawa et al., 2009). Die Kinase Snrk2.8 wird vor allem durch Trockenstress aktiviert 

und spielt weiterhin eine wichtige Rolle bei der Regulation von metabolischen Prozessen 

während des Pflanzenwachstums (Shin et al., 2007). Genau wie diese Snrk2-Kinase wird 

Snrk2.7 vor allem durch eine hohe Osmolarität und nur schwach durch den Einfluss von 

ABA aktiviert (Boudsocq et al., 2004; Winter et al., 2007). Quantitative 

Transkriptomanalysen ergeben, dass alle Snrk2-Kinasen in der ganzen Pflanze exprimiert 

werden. Snrk2.2 und Snrk2.6/OST1 werden verstärkt in den Schließzellen exprimiert. 

Snrk2.7 wird am deutlichsten in den Wurzeln, in den Blättern und in der Blüte exprimiert 

(Abbildung 4.2; Mizoguchi et al., 2010). Im Allgemeinen sind vor allem die Snrk2-Kinasen 

2.2, 2.3, 2.7, 2.8 und OST1 im Mesophyll stark exprimiert (Arabidopsis eFP Browser at 

bar.utoronto.ca), weshalb unter diesen fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen ein 

Interaktionspartner für die in den vorangegangenen DRM-Präparationen identifizierte 

Oxidase AtrbohD, welche am stärksten im Mesophyll lokalisiert ist (Tabelle 3.1, Seite 108; 

Abbildung 4.2; Kwak et al., 2003), vermutetet wurde.  

Die fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen sind zwar eindeutig in der Plasmamembran der 

transfizierten Zellen exprimiert, im Gegensatz zu der Oxidase AtrbohD aber nicht in 

distinkten Membrandomänen (Abbildung 3.21, Seite 131). Dies entspricht einer bereits 

zuvor publizierten Untersuchung, die gezeigt hat, dass die Kinasen Snrk2.2, 2.3 und OST1 

in den Kotyledonen von embryonalen transgenen Arabidopsis-Pflanzen zwar ein 

durchaus punktiertes Expressionsmuster zeigen, nicht aber in Wildtyp-Pflanzen 

(Nakashima et al., 2009). Weiterhin wurde in dieser Veröffentlichung beschrieben, dass 

diese drei Snrk2-Kinasen im Zellkern lokalisiert sind. Auch die Kinasen Snrk2.7 und Snrk2.8 

sind laut publizierten Untersuchungen im Zellkern exprimiert (Mizoguchi et al., 2010). In 
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der im Laufe dieser Arbeit durchgeführten Expressionsanalyse, zeigte sich ebenfalls diese 

Lokalisierung aller fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen im Zellkern (Abbildung 3.21, Seite 

131), wodurch die korrekte intrazelluläre Expression der Snrk2-Kinasen auch für die 

folgenden Interaktionsversuche bestätigt werden konnte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3.1  Snrk2.7 und OST1 interagieren mit AtrbohD 

 

Die ersten Interaktionsanalysen wurden in Form von BiFC-Experimenten im heterologen 

Oozytensystem durchgeführt (siehe 2.8.2.1, Seite 89). In diesem Expressionssystem 

sollten potentieller Interaktionspartner für die Oxidase AtrbohD identifiziert werden. In 

den Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis werden beide mit einem vollständigen 

Fluorophor markierten Oxidasen exprimiert, AtrbohD dabei stärker als AtrbohF 

(Abbildung 3.22, Seite 132). Die Funktionalität des experimentellen Systems zeigt sich 

darin, dass die, mit einer Fluorophorhälfte markierten Oxidasen nicht mit den einzelnen 

jeweils komplementären Fluorophorhälften interagieren. Falsch positive Signale können 

somit nahezu ausgeschlossen werden. Die bereits publizierte Interaktion zwischen 

AtrbohF und OST1 (Sirichandra et al., 2009) diente als Positivkontrolle und ließ sich in 

Abbildung 4.2: Fünf der Snrk2-Kinasen sind in Blättern und im Mesophyll exprimiert 
Für Interaktionsanalysen mit der hauptsächlich im Mesophyll lokalisierten AtrbohD 

wurden unter den zehn in Arabidopsis thaliana exprimierten Snrk2-Kinasen aus in 

Datenbanken abgelegten Expressionsanalysen (Arabidopsis eFP Browser at 

bar.utoronto.ca, Winter et al., 2007) die Vertreter gegenübergestellt, die ebenfalls 

verstärkt im Mesophyll exprimiert sind. Dabei handelt es sich um Snrk2.2, Snrk2.3, 

Snrk2.6/OST1, Snrk2.7 und Snrk2.8. 
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diesem Experiment auch bestätigen. Weiterhin ließ sich eine deutliche Interaktion 

zwischen AtrbohD und OST1 bzw. Snrk2.7 anhand einer Komplementation der beiden 

fusionierten komplementären Fluorophorhälften nachweisen (Abbildung 3.22, Seite 

132). Mit Hilfe der BiFC-Methode konnten also in einem heterologen System zwei 

potentielle Interaktionspartner für AtrbohD identifiziert werden.  

Da sich die Plasmamembran von amphibischen Zellen strukturell von der in 

Pflanzenzellen deutlich unterscheidet, wurde dieser Versuch analog in Arabidopsis- 

Mesophyllprotoplasten durchgeführt. Zunächst bestätigte sich die membranständige 

Expression der C-terminal mit YFP fusionierten Oxidase AtrbohD. Auch konnte erneut die 

Gefahr von falsch positiv auftretenden Fluoreszenzsignalen, die durch die Affinität der 

beiden Fluorophorhälften zueinander bedingt sein könnte, ausgeschlossen werden, da 

erneut kein BiFC-Signal, resultierend aus einer Komplementation der markierten Oxidase 

und der einzelnen komplementären Fluorophorhälfte, detektiert werden konnte. Die mit 

Abstand deutlichsten Fluoreszenzsignale ergab die Koexpression der BiFC-Konstrukte von 

AtrbohD und Snrk2.7, aber auch mit der Snrk2.8-Kinase scheint AtrbohD in diesem 

Experiment zu interagieren. Die Oxidase AtrbohF war in diesem System nicht 

detektierbar, was daran liegen kann, dass eine C-terminale Markierung mit dem 

Fluorophor erfolgte. In einigen Publikationen wird diese Oxidase N-terminal markiert, 

weil festgestellt wurde, dass sie, wenn C-terminal markiert, keine Aktivität und 

wahrscheinlich auch keine Membranverankerung mehr zeigt (Sirichandra et al., 2009 ; 

Kimura et al., 2011). Vermutlich besitzt die Oxidase AtrbohF C-terminale Sequenzen, die 

für Lipid-vermittelte Proteinmodifikationen (siehe 1.1.4, Seite 18) und somit für die 

Assoziation mit der Plasmamembran benötigt werden. Da die Interaktionsanalysen 

mittels BiFC vor allem der Gewinnung von ersten Erkenntnissen dienten, auf die später 

detailliertere Analysemethoden folgen sollten, wurden die BiFC-Messungen zunächst 

nicht mit der N-terminal markierten Oxidase AtrbohF wiederholt. In allen folgenden 

Interaktions- und Funktionsanalysen aber, wurde AtrbohF fortan immer N-terminal 

markiert. Im Falle der Oxidase AtrbohD scheint dieses Problem nicht existent zu sein, da 

in all den durchgeführten Experimenten keine Beeinträchtigung der Lokalisierung oder 

der Aktivierung, durch eine C-terminale Fusion zu beobachten war.  

Die BiFC-Methode eignet sich gut, um nur wenig Zeit für die Gewinnung von ersten 

Einblick-gebenden Ergebnissen aufzubringen. Ein erster potentieller Interaktionspartner, 

der bisher in den ersten beiden durchgeführten Analysen identifiziert werden konnte, ist 

die Kinase Snrk2.7. Die ebenfalls im Protoplastensystem durchgeführte SE-FRET-Methode 

(siehe 2.8.2.2, Seite 89) lieferte ebenfalls dieses Ergebnis (Abbildung 3.24, Seite 136). Für 

diesen Versuch wurde AtrbohF N-terminal markiert und AtrbohD weiterhin C-terminal 

mit dem Donorfluorophor markiert. Sehr deutlich lässt sich erneut die publizierte 

Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 bestätigen, wodurch dieses experimentelle 

System als funktionell angesehen werden kann.  

Eine weitere Methode, die zwar etwas mehr Zeit in Anspruch nimmt, aber wesentlich 

deutlichere und statistisch besser abgesicherte Ergebnisse liefert, ist die AB-FRET-
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Methode (siehe 2.8.2.3, Seite 91). Wie bereits erwähnt war zu dieser Zeit noch kein 

Interaktionspartner spezifisch für die Oxidase AtrbohD beschrieben, weshalb in 

Ermangelung einer anderen Positivkontrolle der mittlere Wert der FRET-Effizienz (EFRET) 

und somit der Interaktion zwischen AtrbohF und OST1 als der Wert festgelegt wurde, der 

als Mindestwert eine positive Interaktion beschreibt. Anhand dieses Grenzwertes (rote 

Linie in Abbildung 3.25, Seite 137) konnte eine Interaktion der Oxidase AtrbohF mit den 

Snrk2-Kinase 2.2 und 2.7 beobachtet werden und für die Oxidase AtrbohD mit den 

Kinasen Snrk2.8 und OST1, aber erneut am deutlichsten mit der Kinase Snrk2.7 

(Abbildung 3.25, Seite 137). 

Betrachtet man alle durchgeführten Interaktionsexperimente (BiFC; SE-FRET, AB-FRET) 

und bewertet sie quantitativ, zeigt sich, dass die NADPH-Oxidase AtrbohF nicht nur wie 

bereits beschrieben (Sirichandra et al., 2009) mit der Kinase OST1 interagiert, sondern im 

Vergleich zu dieser, ebenfalls die Kinasen Snrk2.2 und Snrk2.7 als potentielle 

Interaktionspartner in Frage kommen (Tabelle 3.2, Seite 138). Für die NADPH-Oxidase 

AtrbohD konnten ebenfalls zwei potentielle Interaktionspartner identifiziert werden. 

Genau wie AtrbohF scheint auch die zu 60% homologe Oxidase AtrbohD mit der Snrk2-

Kinase OST1 zu interagieren und wesentlich deutlicher noch mit Snrk2.7.  

Wie bereits zuvor beschrieben, kann die Behandlung von transient transfizierten Zellen 

mit MCD und die damit einhergehende Sterolreduktion, dazu führen, dass die 

Membrandomänenlokalisierung von Proteinen wie dem Membrandomänenmarker 

AtRem1.4 (Abbildung 3.18, Seite 128) und der Oxidase AtrbohD (Abbildung 3.13, Seite 

123), auflöst wird und die entsprechend fluoreszenzmarkierten Proteine fortan homogen 

verteilt in der Plasmamembran detektiert werden. Um den Einfluss dieser 

Sterolredutkion auf die zuvor beobachteten Interaktionsereignisse zwischen den 

Oxidasen und den Kinasen zu untersuchen, wurden auch die zu diesem Zwecke 

transfizierten Zellen 30 min lang mit 50µM MCD behandelt. Hier galt es zu prüfen, ob eine 

Ausschleusung der Oxidasen aus den Membrandomänen durch Sterolreduktion wie im 

Falle des Anionenkanals SLAH3 (siehe 4.1.1.2) zu einer Verminderung der Aktivität führen 

würde, weil die Oxidasen außerhalb ihres präferierten, sterolreichen Umfeldes nicht 

mehr mit den sie phosphorylierenden Kinasen interagieren könnten. Tatsächlich aber 

zeigte sich ein deutlicher, signifikanter Anstieg der EFRET, also der Interaktionseffizienzen 

zwischen beiden Oxidasen und den fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen (Abbildung 3.25, 

Seite 137). In Anbetracht der Tatsache, dass die Snrk2-Kinasen nicht in 

Membrandomänen lokalisiert sind (Nakashima et al., 2009), wäre daher zu vermuten, 

dass die Oxidasen generell erst dann mit den membranständigen Snrk2-Kinasen 

interagieren können, wenn sie ebenfalls nicht in Membrandomänen lokalisiert sind. Da 

eine Interaktion zwischen zwei Proteinen aber noch lange nicht mit einer daraus 

resultierenden funktionellen Regulierung dieser Proteine einhergeht, mussten 

anschließend funktionelle Analysen durchgeführt werden, um die Bedeutung der 

beobachteten Interaktionsereignisse beurteilen zu können.  
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4.1.3.2  Snrk2.7 aktiviert AtrbohD 

 

Für Untersuchungen, die klären sollten, ob die Interaktion zwischen AtrbohD und OST1 

bzw. Snrk2.7 die Grundlage für die Regulierung, also die Aktivierung der Oxidase ist, 

wurde das heterologe HEK-Zellsystem gewählt, da hier die Bildung reaktiver 

“aue stoffspezies „˃ea ti e O ge  “pe ies“, ˃O“  i  E htzeit e folgt e de  ka . 
Diese Zellen exprimieren selbst keine NADPH-Oxidasen und zeigen somit keine Ca2+-

abhängig regulierte ROS-Produktion. Somit konnte das Problem umgangen werden, dass 

pflanzliche rboh-Proteine nur sehr schwierig ausreichend stark in Systemen exprimiert 

werden können, in denen die ROS-Produktion in Echtzeit beobachtet und aufgezeichnet 

werden kann (Ai et al., 2009).  

Die ROS-Produktion der homologen NADPH-Oxidase AtrbohC zeigt in HEK-Zellen eine 

starke Korrelation mit ihrer Aktivität in planta. Zum Beispiel konnte in beiden Systemen 

gezeigt werden, dass die E250A-Mutante der Oxidase AtrbohC eine geringere ROS-

Produktion aufzeigt als die Wildtyp-Version (Takeda et al., 2008). Das bedeutet, dass 

Ergebnisse, die unter Verwendung des heterologen Systems gewonnen werden können, 

vermutlich denen in planta ähneln und deshalb als aussagekräftig angesehen werden 

können.  

Die Plasmamembran von tierischen Zellen unterscheidet sich deutlich von der in 

pflanzlichen Systemen: so herrschen natürlich tierische Sterole, wie Cholesterol vor. Auch 

der Charakter des apoplastischen Raumes unterscheidet sich deutlich, da die pflanzliche 

Plasmamembran noch nach außen hin an die Zellwand angrenzt. Dennoch zeigt sich nach 

Überexpression der beiden homologen NADPH-Oxidasen nicht nur eine klare 

Membranlokalisation der beiden Oxidasen, sondern weiterhin ein deutliches punktiertes 

Expressionsmuster (Abbildung 3.27, Seite 141 und Abbildung 3.29, Seite 142). Dies lässt 

die Annahme zu, dass die beiden pflanzlichen Oxidasen auch in tierischen Membranen 

eine Lokalisation in Membrandomänen aufzeigen und somit eine eindeutige Präferenz 

für sterolreiche Umgebungen haben. Die Art dieser Sterole scheint für die Lokalisierung 

der Oxidasen aber keine entscheidende Rolle zu spielen.  

Erkenntnisse über die ROS-Produktion von NADPH-Oxidasen, die im HEK-Zellsystem oder 

in planta gewonnen wurden, sind, wie oben bereits erwähnt, durchaus vergleichbar. Um 

sicher zu stellen, dass dies auch im Falle der durchzuführenden Analysen zutrifft, also ob 

die geplanten ROS-Messungen tatsächlich Ergebnisse liefern, die auf das pflanzliche 

System angewendet werden können, wurde zunächst im gewählten HEK-Zellsystem 

erneut die Interaktion zwischen AtrbohD und den fünf Snrk2-Kinasen via AB-FRET 

überprüft. Als Positivkontrolle konnte ab diesem Zeitpunkt die Kinase CPK5 eingesetzt 

werden, die zuvor in der Arbeitsgruppe unserer Kooperationspartnerin Prof. T. Romeis 

als phosphorylierender Interaktionspartner von AtrbohD in der Reaktion auf 

Pathogenbefall identifiziert werden konnte (Dubiella et al., 2013). Damit stand nun ein 

positiver Interaktionspartner für die Oxidase AtrbohD selbst zu Verfügung und es musste 

nicht länger die Interaktion zwischen der homologen Oxidase AtrbohF und OST1 
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(Sirichandra et al., 2009) zum Vergleich und zur Verifizierung positiver Ergebnisse 

herangezogen werden.  

Auch im HEK-Zell-basierten AB-FRET konnte erneut eine deutliche Interaktion zwischen 

AtrbohD und Snrk2.7 festgestellt werden, aber im Vergleich zu demselben Versuch im 

pflanzlichen System, ist diese Interaktion diesmal wesentlich eindeutiger und im 

Vergleich zur Positivkontrolle besser herauszuheben (Abbildung 3.28, Seite 142). Das liegt 

sicher daran, dass in tierischen Zellen weniger störende Einflüsse, wie endogen aktive 

NADPH-Oxidasen, Kinasen und Phosphatasen, die Messungen beeinflussen können. 

Erneut zeigt sich, genau wie im pflanzlichen System, ein deutlicher Anstieg der 

Interaktionseffizienz nachdem die transfizierten Zellen zusätzlich mit 50µM MCD 

behandelt wurden, d.h. auch hier erscheint die Interaktion der beiden Partner erhöht, 

sobald die Kompartimentierung der PM durch die Sterolredutkion aufgehoben wird.  

Die Bestätigung der Funktionalität des experimentellen Systems zu Messung der durch 

die Oxidase AtrbohD produzierten ROS erfolgte zunächst durch Überexpression des 

bereits beschriebenen funktionellen Oxidase-Kinase-Paares AtrbohF und OST1. Auch 

wenn nur die Oxidase AtrbohF überexprimiert wurde, war nach Behandlung mit 

Ionomycin eine anfängliche ROS-Produktion messbar. Jedoch wurde diese ROS-

Produktion deutlich gesteigert, wenn die Oxidase durch die koexprimierte Kinase OST1 

phosphoryliert werden konnte (Abbildung 3.30 oben, Seite 143). Auch die Oxidase 

AtrbohD zeigt, nach dem Auslösen eines Anstieges der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

durch Behandlung der Zellen mit Ionomycin, eine gewisse anfängliche ROS-Produktion. 

Wurden die Kinasen CPK5 und Snrk2.7 koexprimiert, war ein signifikanter Anstieg der 

kurzzeitigen ROS-Produktion messbar. Die Koexpression der Kinase OST1 führte hingegen 

nicht zu einem Anstieg der AtrbohD-vermittelten ROS-Produktion (Abbildung 3.30 unten, 

Seite 143 und Abbildung 3.31, Seite 144). Wurden die transfizierten HEK-Zellen mit 50µM 

MCD behandelt, zeigte sich, dass die Oxidase AtrbohD allein nicht in der Lage ist mehr 

ROS zu produzieren. Wird aber die Kinase Snrk2.7 koexprimiert, kommt es durch MCD-

Behandlung zu einem signifikanten Anstieg der AtrbohD-vermittelten ROS-Produktion. 

Die Behandlung der Zellen mit MCD hat hingegen kaum Einfluss auf die Produktion von 

ROS, wenn die behandelten Zellen die Oxidase AtrbohD und die Kinase OST1 exprimieren. 

In diesem Falle ist nur ein sehr geringer Anstieg der ROS-Produktion zu verzeichnen.  

In diesem Falle scheint es, als ob die Kinase OST1 zwar mit der NADPH-Oxidase AtrbohD 

interagieren kann, diese aber entweder nicht zu aktivieren vermag, oder nicht allein dazu 

in der Lage ist. Die Oxidase AtrbohD besitzt zahlreiche Phosphorylierungsstellen und es 

wäre möglich, dass zuerst eine andere Kinase, wie zum Beispiel CPK5, eine 

Phosphorylierungsstelle von AtrbohD phosphorylieren muss, damit anschließend – z.B. 

durch eine daraus resultierende Konformationsänderung - OST1 mit AtrbohD 

interagieren und die Oxidase weiter phosphorylieren kann. Die Ca2+-abhängige Kinase 

CPK5 phosphoryliert vor allem die Position S347 der Oxidase AtrbohD und nicht die 

Position S343 (Dubiella et al., 2013). Eventuell könnte diese zweite 
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Phosphorylierungsstelle diejenige sein, die von Ca2+-unabhängigen Kinasen, wie OST1, 

phosphoryliert werden kann.   

Für Phosphorylierungsanalysen steht bisher lediglich ein einziges synthetisiertes Peptid 

von AtrbohD, welches die zu phosphorylierende Aminosäure S39 beinhaltet (fett 

markiert), zur Verfügung: GAFSGPLGRPK. Diese Position kann ebenfalls durch die Kinase 

CPK5 phosphoryliert werden (Dubiella et al., 2013). Dies bestätigt sich auch in den hier 

durchgeführten Messungen, die deutlich zeigen, dass das phospohrylierte Peptid der 

Oxidase AtrbohD vor allem dann in isolierten Endomembranfraktionen aus HEK-Zellen 

identifiziert werden konnte, wenn die transfizierten Zellen zuvor mit MCD oder 

Ionomycin behandelt wurden. Dabei hat MCD einen geringeren Einfluss auf die CPK5-

vermittelte Phosphorylierung von AtrbohD als Ionomycin. Unphosphoryliertes Peptid 

taucht nur in Membranfraktionen auf, die zuvor nicht mit MCD oder Ionomycin behandelt 

worden waren. Die Kinase Snrk2.7 kann die Oxidase AtrbohD zwar ebenfalls deutlich 

stärker phosphorylieren, wenn die Zellen zuvor mit MCD behandelt wurden und in 

unbehandelten Membranfraktionen kann eine höhere Intensität an unphosphoryliertem 

Peptid identifiziert werden, die Unterschiede an phosphoryliertem und 

unphosphoryliertem Peptid sind an sich aber deutlich zu gering um eine 

phosphorylierende Funktion der Kinase Snrk2.7 an der Position S39 der Oxidase AtrbohD 

annehmen zu können.  

 

4.1.3.3  Ihre Lokalisierung in Membrandomänen beeinflusst die Funktion der 

NADPH-Oxidase AtrbohD negativ 

 

Die NADPH-Oxidase AtrbohD wird meist synergistisch durch eine Kinase-vermittelte 

Phosphorylierung der beiden EF-Hand-Motive und durch die Bindung von Ca2+ und einer 

daraus resultierenden Konformationsänderung aktiviert (Ogasawara et al., 2008). 

Vermutlich hat auch die Lokalisierung der Oxidase in distinkten, sterolreichen 

Membrandomänen einen Einfluss auf die ROS-Syntheseaktivität (Hao et al., 2014). Lange 

Zeit waren aber keine interagierenden Kinasen, die zur Aktivierung der Oxidase AtrbohD 

beitragen konnten bekannt. Erst im Jahre 2013 konnte mit der Ca2+-abhängigen CPK5 ein 

funktioneller Interaktionspartner der Oxidase AtrbohD identifiziert werden (Dubiella et 

al., 2013). Die Ca2+-unabhängige Snrk2-Kinase OST1 wird ABA-abhängig reguliert und 

spielt eine wichtige Rolle in generellen Antworten auf osmotischen Stress, wie dem 

Stomaschluss (Mustilli et al., 2002). Auch die homologe NADPH-Oxidase AtrbohF 

vermittelt nachweislich die Schließzellantwort durch ROS-vermittelte Aktivierung von 

Ca2+-Kanälen und somit durch die Regulation der ABA-induzierten, zytplasmatischen Ca2+-

Konzentration (Kwak et al., 2003), deshalb ist es nicht weiter verwunderlich, dass 

zwischen diesen beiden Proteinen eine Interaktion nachgewiesen werden konnte 

(Sirichandra et al., 2009).  
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In den durchgeführten Interaktionsanalysen zeigte sich, dass sowohl die stark ABA-

abhängige Snrk2-Kinase OST, als auch die nur schwach ABA-abhängige Snrk2-Kinase 

Snrk2.7 mit AtrbohD interagieren können (Tabelle 3.2, Seite 138). Die Kinase Snrk2.7 ist 

bisher nur unzureichend analysiert worden. Man weiß lediglich, dass sie, genau wie OST1, 

mit Vertretern der PP2C-Phosphatasen interagieren kann (Umezawa et al., 2009). Ob 

diese Interaktionen in vivo auch zu einer Inaktivierung von Snrk2.7 führen kann, ist bisher 

noch unklar. Funktionell kann über die Snrk2.7 bisher nur spekuliert werden. Da 

Mutanten der nahe verwandten Kinase Snrk2.8 eine hypersensitive Antwort auf 

Trockenstress zeigten, schließt man, dass die Kinasen der Snrk2-Gruppe II, also Snrk2.7 

und Snrk2.8, Reaktionen auf osmotischen Stress regulieren (Boudsocq et al., 2004). 

Bisher konnte keine Beteiligung dieser beiden Kinasen an ABA-vermittelten 

Stressantworten nachgewiesen werden.  

Die Oxidase AtrbohD wird sowohl in Schließzellen als auch im Mesophyll exprimiert (Kwak 

et al., 2003) und zeigt eine deutlich stärkere ROS-Produktion als die homologe Oxidase 

AtrbohF (Kimura et al., 2011). Beide Oxidasen spielen nicht nur eine Rolle bei der 

Vermittlung des Stomaschlusses (Keller et al., 1998), sondern haben auch einen Anteil an 

der PAMP/MAMP-vermittelten ROS-Produktion (Benshop et al., 2007; Sirichandra et al., 

2009; Dubiella et al., 2013). Deshalb und weil die Menge an ROS, die durch die Oxidase 

AtrbohD gebildet wird, deutlich größer ist, kann man davon ausgehen, dass diese Oxidase 

den Hauptteil, der in Abwehrreaktionen benötigten ROS zur Verfügung stellt. Ob nun 

auch die, als putativer Interaktionspartner identifizierte Kinase Snrk2.7, eine Rolle in der 

Pathogenabwehr spielt, sollte sich zukünftig an Hand der snrk2.7-Mutante in einem 

Pathogentest herrausfinden lassen.  

Sicher ist, dass die Koexpression der Oxidase AtrbohD und Snrk2.7, im Vergleich zur 

Reaktion der allein exprimierten Oxidase, zu einer deutlichen erhöhten ROS-Produktion 

führt. Die zuvor beobachtete Interaktion kann somit auch als funktionell relevant für die 

Aktivität der Oxidase bestätigt werden. Dies steht im Gegensatz zum Fall der 

Koexpression von AtrbohD und OST1. Obwohl zuvor eine Interaktion beobachtet werden 

konnte, zeigt sich, dass OST1 anscheinend nicht in der Lage ist die Oxidase AtrbohD ohne 

weiteres zu phosphorylieren und zu aktivieren. Das kann entweder bedeuten, dass OST1 

prinzipiell keine der Phosphorylierungsstellen der Oxidase AtrbohD ansteuern kann, oder 

dass dies erst geschehen kann, nachdem eine andere Kinase zuvor erfolgreich eine 

andere Phosphorylierungsstelle phosphoryliert hat. Bei dieser anderen Kinase könnte es 

sich um die Kinase CPK5 handeln, welche bereits als Interaktionspartner von AtrbohD und 

somit an der Abwehr von Pathogenen beteiligt, beschrieben wurde (Dubiella et al., 2013). 

Diese beiden Fragen sollten ebenfalls zukünftig zu beantworten sein. Wenn die beiden 

Kinasen CPK5 und OST1 zusammen mit der Oxidase überxprimiert, eine deutlich stärkere 

ROS-Produktion aufweisen, als wenn die Oxidase nur mit einer der beiden Kinasen 

koexprimiert wurde, wäre bewiesen, dass OST1 die Oxidase AtrbohD zusätzlich  

phosphorylieren kann, nachdem bereits eine andere Kinase eine andere 

Phosphorylierungsstelle angenommen hat. Da die Ca2+-abhängigen Kinasen, wie CPK5 
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vorrangig die Position S347 der Oxidase phosphorylieren (Dubiella et al., 2013) und es 

sich bei dieser Position um eine von zwei als essentiell beschriebenen 

Phosphorylierungsstellen handelt (Nühse et al., 2007), ist es wahrscheinlich, dass die 

zweite Phosphorylierungsstelle S343, diejenige ist, die die Kinase Snrk2.7 ansteuern kann. 

Stimmt diese Vermutung, ist es keine Überraschung, dass Snrk2.7 kaum in der Lage ist, 

die Position S39, welche für unsere Messungen als einzige Matrize zur Verfügung stand, 

zu phosphorylieren. Aber auch an dieser Stelle kann die noch im Raum stehende Frage 

durch einen gewissen experimentellen Aufwand und durch Benutzung der Peptide, die 

die Position S347 beinhalten, geklärt werden. 

Die homologe NADPH-Oxidase AtrbohF, für die vor allem eine Beteiligung an der 

Regulation des hypersensitiven Zelltodes angenommen wird, ist mit dem 

Membrandomänenmarker AtRem1.3 kolokalisiert. Das bedeutet, beide Proteine 

kommen zur selben Zeit am selben Ort in der Zelle vor. Die Oxidase AtrbohD ist hingegen 

nicht mit diesem Remorin kolokalisiert. Mit dem AtRem1.4 konnte aber ein Marker für 

diejenige Sorte Membrandomänen identifiziert werden, in denen die Oxidase AtrbohD 

detektiert wird. Das bestätigt zum einen, dass es unterschiedliche Arten von 

Membrandomänen mit unterschiedlichem Aufbau und unterschiedlichen Charakteristika 

geben muss  und zum zweiten, dass die Lokalisierung eines regulatorischen Proteins in 

einer bestimmten Art von Membrandomänen einen Einfluss auf dessen Funktion haben 

kann. Werden die beiden als essentiell beschriebenen Phosphorylierungsstellen S343 und 

S347 (Nühse et al., 2007) jeweils einzeln ausgeschaltet, lokalisiert die so veränderte 

Oxidase nicht mehr in den AtRem1.4-markierten Membrandomänen (Abbildung 3.20, 

Seite 129). Dies könnte zum einen bedeuten, das entweder die durch den 

Aminosäureaustausch von Serin (polar) zu Alanin (unpolar), auftretenden 

Ladungsunterschiede im Protein dessen andere Lokalisierung bedingen, oder ein anderer 

Regulierungsmechanismus zugrunde liegt. Nach Mutation der beiden essentiellen 

Aminosäuren kann aber weiterhin ein distinktes, punktiertes Expressionsmuster der 

Oxidase AtrbohD beobachtet werden. Diese Tatsache schließt zumindest aus, dass die 

Oxidase, wenn sie in ihrer Aktivierbarkeit gravierend verändert wird, generell nicht mehr 

in Membrandomänen lokalisiert ist. Vielleicht handelt es sich dann um eine andere Art 

von Membrandomänen und es sind dann vielleicht nicht mehr die richtigen 

Membrandomänen, in denen die Oxidase AtrbohD für eine korrekte funktionelle 

Regulation lokalisiert sein muss. Die genaue Analyse der Lokalisierung und auch der damit 

zusammenhängenden funktionellen Regulierung der Phosphorylierungsmutanten der 

Oxidase AtrbohD wird in dieser Arbeit aber nicht mehr geklärt und wird somit auf jeden 

Fall Gegenstand von zukünftigen weiterführenden Untersuchungen sein. 

Dass die Lokalisation der Oxidase AtrbohD in Membrandomänen einen Einfluss auf deren 

funktionelle Regulierung hat, beweist die Tatsache, dass eine Sterolreduktion durch die 

Behandlung der entsprechend transfizierten Zellen mit dem Reagenz MCD eine 

grundlegend andere Lokalisierung (Abbildung 3.13, Seite 123) und Dynamik (Hao et al. 

2014) der Oxidase mit sich bringt. Nach MCD-Behandlung kann AtrbohD vermehrt in der 
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Detergenz-löslichen Fraktion, auch DSF genannt, identifiziert werden (Tabelle 3.1, Seite 

108  u d ittels FC“ „Fluo es e e Co elatio  “pe t os op “ -Analysen konnte gezeigt 

werden, dass diese Behandlung dazu führt, dass die Oxidase AtrbohD in dichteren 

Clustern mit höheren Diffussionskoeffizienten lokalisiert ist. In ähnlicher Weise 

beeinflussen auch Effektoren der Oxidaseaktivität, wie Ca2+ oder Phophorylierung, die 

Lokalisierung von AtrbohD (Hao et al., 2014). Diese veränderte Lokalisation der Oxidase 

beeinflusst deren Tendenz mit den fünf ausgewählten Kinasen zu interagieren. Die 

durchgeführten Analysen zeigen in diesem Fall jeweils eine deutlich höhere 

Interaktionseffizienz und geben somit Grund zu der Annahme, dass die Oxidase durch 

diese Änderung ihrer Membranlokalisierung, freier wird, effektiver und somit deutlich 

stärker mit den fünf ausgewählten Kinasen zu interagieren.  Da alle gemessenen Werte 

für die AtrbohD-Snrk-Interaktionen nach MCD-Gabe deutlich ansteigen (Abbildung 3.25 

links, Seite 137; Abbildung 3.28, Seite 142), könnte man zu diesem Zeitpunkt auch 

annehmen, dass durch MCD-Behandlung einfach eine grundlegende inhibitorische 

Signalkomponente, z.B. eine Phosphatase, inhibiert und dadurch die Interaktionen 

gefördert werden können.  

In den durchgeführten Analysen zur ROS-Produktion, also zur Aktivität der Oxidase, zeigte 

sich, dass der Einfluss von MCD einen signifikanten Anstieg der ROS-Produktion zur Folge 

hatte, wenn die Oxidase mit der Kinase Snrk2.7 koexprimiert war und somit 

phosphoryliert werden konnte (Abbildung 3.31, Seite 144). Die Oxidase allein oder mit 

OST1 exprimiert, zeigte nach MCD-Behandlung keine, oder nur eine geringfügig 

gesteigerte ROS-Produktion. Dieses Ergebnis zeigt erneut, dass eine Interaktion zwischen 

zwei Proteinen nicht unbedingt bedeutet, dass sich daraus ein regulierender 

Zusammenhang ergibt. Die Kinase OST1 zeigt ebenfalls eine Interaktion mit AtrbohD, 

welche ebenfalls signifikant durch die Behandlung mit MCD gesteigert werden kann. Auch 

für die Kinasen Snrk2.2, 2.3 und 2.8 ist eine sehr starke Interaktion mit AtrbohD nach 

MCD-Behandlung ersichtlich. Aber nur eine der ausgewählten Kinasen, Snrk2.7 scheint 

die Oxidase nach MCD-Behandlung verstärkt phosphorylieren und somit auch aktivieren 

zu können (Abbildung 3.30, Seite 143). Dass durch MCD-Behandlung lediglich eine 

inhibitorische Komponente entfernt wird, kann also für die induzierte Aktivität der 

Oxidase allein keine ausschlaggebende Rolle spielen. 

Ausgehend von den bereits vorliegenden Erkenntnissen und den durchgeführten 

Analysen kann man unter der Voraussetzung weiterer, noch durchzuführender 

Untersuchungen, die zur detaillierteren Erkenntnisbildung noch durchgeführt werden 

müssen, ein Modell für die loaklisierungsbedingte Regulation der NADPH-Oxidase 

AtrbohD vorschlagen:  

Die Oxidase AtrbohD ist im Ruhezustand in sterolreichen Membrandomänen lokalisiert 

(Abbildung 4.3 oben), welche durch das Remorin AtRem1.4 markiert werden können. Die 

Oxidase wird durch diese Lokalisierung inaktiv gehalten. Dies würde eine Art 

Negativregulierung der Oxidase bedeuten, was auch Sinn machen würde, weil die Zelle 

normalerweise verhindern sollte, dass ROS, wenn sie nicht für Signalprozesse benötigt 



4 Diskussion 

 

170 

 

werden, ihre toxische Wirkung auf die Integrität von Proteinen und der Zelle selbst 

ausüben können. Die ausgewählten Snrk2-Kinasen als potentielle Interaktionspartner 

sind nicht in Membrandomänen lokalisiert (Abbildung 3.21, Seite 131; Nakashima et al., 

2009 , eshal  die O idase, sola ge sie i  de  Me a do ä e  „festgehalte “ i d,    

nicht durch die entsprechenden Kinasen phosphoryliert und aktiviert werden kann. 

 

Wi d ei  Auslöse  de  O idaseakti ität, z.B. PAMPs/MAMPs „pathoge / i o e-

asso iated ole ula  patte s“ , a  spezifischen Rezeptoren der Plasmamembran 

erkannt, steigt die intrazelluläret Ca2+-Konzentration (Schwessinger und Zipfel, 2008; 

Boller und Felix, 2009) an, wodurch Ca2+ an die EF-Hand-Motive binden und somit eine 

Konformationsänderung der Oxidase auslösen kann. Diese Konformationsänderung 

Abbildung 4.3: Model der lokalisierungsabhängigen Regulierung der NADPH-Oxidase 
AtrbohD 
Oben: So lange die NADPH-Oxidase AtrbohD (rot) in den spezifischen, mit AtRem1.4-

markierten Membrandomänen (rosa eingefärbte Membranbereiche) lokalisiert ist, kann 

sie zumindest nicht von der entsprechenden Snrk2-Kinase phosphoryliert werden, da 

diese Kinase nicht in Membrandomänen lokalisiert ist. Die Oxidase bleibt also inaktiv. 

Unten: Ein spezifischer extrazellulärer Auslöser (z.B. ein PAMP/MAMP, orange) bewirkt 

den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Ca2+ kann an die beiden EF-Hand-

Motive (hellblau) der Oxidase binden. Dies bewirkt eine Konformationsänderung der 

Oxidase, wodurch diese evtl. aus den Membrandomänen ausgeschleust wird. Vielleicht 

bewirkt auch die Depolarisierung der Plasmamembran eine Verlagerung oder eine 

Auflösung der Membrandomänen. Die Oxidase kann nun mit der entsprechenden Snrk2-

Kinase interagieren und dadurch phosphoryliert und somit aktiviert werden.  
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könnte wiederum dazu führen, dass die Oxidase aus den Membrandomänen 

ausgeschleust wird. Alternativ hierzu könnte der Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration und die damit einhegehende Depolarisierung der  Plasmamembran 

entweder eine Auflösung oder Verlagerung der Membrandomänen, oder lediglich die 

Ausschleusung der Oxidase aus den Membrandomänen bewirken, wodurch nun eine 

Interaktion mit der entsprechenden Snrk2-Kinase ermöglicht würde (Abbildung 4.3 

unten). Durch diese Interaktion wird die Oxidase an spezifischen Positionen 

phosphoryliert und aktiviert. Dies führt dann zu einer schnellen Synthetisierung von ROS 

und somit zu transkriptionellen Umprogrammierungsprozessen und Veränderungen des 

Hormonhaushaltes, welche für die Einleitung der Resistenz gegen die betreffenden 

Stressfaktoren und -einflüsse benötigt werden. 
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5 Zusammenfassung 

 

In vielen tierischen Zellen und in Hefe wurden Membrandomänen als Plattformen für die 

Etablierung von Signalkomplexen bereits gut beschrieben (Foster et al., 2003) und 

entsprechend ihrer Resistenz gegenüber nicht-ionischen Detergenzien charakterisiert 

(Shogomori et al., 2003). Die Behandlung von Membranen mit solchen Detergenzien kann 

zu A tefakte  füh e  u d die A ese heit ei es P otei s i  diese  so ge a te  „D˃Ms“ 
bedeutet noch nicht, dass es auch in nativen Membrandomänen lokalisiert ist. Allerdings 

muss man sich, mangels besserer Methoden zur Aufreinigung von Membrandomänen, 

heute noch der Methode der DRM-Aufreinigung durch Detergenzien bedienen, um eine 

erste Vorstellung von der Proteinzusammensetzung dieser bestimmten 

Membranbereiche zu erhalten.  

Mittels Sterolreduktion der DRMs durch die Behandlung der isolierten 

Membranfraktionen mit MCD und anschließender HPLC-ESI-Massenspektrometrie, 

konnten 80 Proteine identifiziert werden, die somit als potentiell in Membrandomänen 

lokalisiert gelten können. Unter diesen befanden sich die beiden Arabidopsis-Remorine 

AtRem1.2 und AtRem1.3, die Ca2+-abhängige Proteinkinase CPK21 und die 

Proteinphosphatase 2C ABI1.  Dieses Phosphatase-Kinase-Paar reguliert den 

membranständigen, im Mesophyll exprimierten, Anionenkanal SLAH3 in ABA-abhängiger 

Weise (Geiger et al., 2011). Mit Hilfe biochemischer, massenspektrometrischer und 

mikroskopischer Methoden konnte gezeigt werden, dass die Phosphatase ABI1 in 

Abwesenheit von ABA die Interaktion zwischen der Kinase CPK21 und dem Anionenkanal 

SLAH3 unterbindet. Dies geschieht indem SLAH3 und CPK21 aus den Membrandomänen 

in die umgebenden Membranbereiche verlagert werden und somit eine 

phosphorylierungsabhängige Aktivierung des Anionenkanals verhindert wird (Demir et 

al., 2013).   

Unter den in Nanodomänen lokalisiert Proteinen, konnte auch die NADPH-Oxidase 

AtrbohD als schwach sterolabhängig identifiziert werden. Diese zeigte im Gegensatz zu 

der homologen Oxidase AtrbohF, nach transienter Koexpression in Arabidopsis-

Epidermiszellen zwar eine Lokalisation in distinkten Membrandomänen, aber keine 

Kolokalisation mit dem zuvor etablierten Membrandomänenmarker AtRem1.3 (Demir et 

al., 2013). Dieses Ergebnis impliziert, dass es verschiedene Arten von Membrandomänen 

geben könnte und dass die beiden Oxidasen (zumindest zeitweise) in unterschiedlichen 

Membrankompartimenten lokalisiert und dadurch womöglich auch unterschiedlich 

reguliert sein können. Nach Koexpression der Oxidase AtrbohD mit den weiteren 12 der 

insgesamt 16 Arabidopsis-Remorinen, konnte eine Kolokalisation der Oxidase mit 

AtRem1.4 bestätigt werden. Das Remorin AtRem1.4 zeigt in weiteren Versuchen nicht 

nur eine deutliche Lokalisierung in anderen sterolreichen Membrandomänen als 

AtRem1.3, es zeigt auch eine eindeutige laterale Immobilität und kann somit als ein 
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Marker für Membrandomänen etabliert werden. Somit bestätigt sich die Annahme, dass 

es auch in Pflanzen unterschiedliche Arten von Membrankompartimenten gibt. 

Zu diesem Zeitpunkt war noch kein, die Funktion der Oxidase regulierender 

Interaktionspartner von AtrbohD bekannt, um die Frage des Zusammenhangs zwischen 

Lokalisation und Funktion der Oxidase beantworten zu können. Mit Hilfe verschiedener 

mikroskopischer Techniken (BiFC, SE-FRET, AB-FRET) zur Untersuchung von Protein-

Protein-Interaktionen, konnte aus einer Auswahl von fünf Mesophyll-lokalisierten und 

Ca2+-unabhängigen Snrk2-Kinasen, zwei potentielle Interaktionspartner identifiziert 

werden. Genau wie mit der homologen Oxidase AtrbohF (Sirichandra et al., 2007), 

interagiert die ABA-abhängige Kinase OST1/Snrk2.6 auch mit AtrbohD. Bei dem zweiten 

potentiellen Interaktionspartner handelt es sich um Snrk2.7. Die Behandlung der 

transfizierten und in den Interaktionsmessungen eingesetzten Zellen mit der 

sterolreduzierenden Reagenz MCD resultierte in einem signifikanten Anstieg der zuvor 

gemessenen Interaktionseffizienzen (EFRET) aller fünf ausgewählten Snrk2-Kinasen mit 

AtrbohD.  

Eine Interaktion zwischen zwei Proteinen muss nicht zwingend bedeuten, dass sie eine 

funktionelle Einheit in einem Signalweg darstellen. Aus diesem Grund wurde der Einfluss 

der identifizierten potentiellen Interaktionspartner auf die ROS-Produktionsaktivität der 

NADPH-Oxidase AtrbohD untersucht. Es zeigt sich, dass Snrk2.7 die ROS-Produktion durch 

die Oxidase auf ein vergleichbar hohes Niveau steigern kann, wie die zu diesem Zeitpunkt 

als Interaktionspartner der Oxidase AtrbohD identifizierte Ca2+-abhängige Kinase CPK5 

(Dubiella et al., 2013). Die Kinase Snrk2.7 interagiert also nicht nur mit AtrbohD, sondern 

kann die Oxidase auch phosphorylieren (wahrscheinlich an einer der beiden für die 

Phosphorylierung von AtrbohD als essentiell beschriebenen Positionen S343 oder S347 

(Nühse et al., 2007) und nicht an der untersuchten Position S39) und somit aktivieren. 

Dem hingegen zeigt OST1, trotz einer zuvor bestätigten Interaktion mit AtrbohD, nicht 

die Fähigkeit diese Oxidase auch aktivieren zu können. Die Snrk2.7-vermittelte Aktivität 

von AtrbohD ist ebenfalls deutlich durch eine Behandlung der transfizierten Zellen mit 

MCD induzierbar.  

Die NADPH-Oxidase AtrbohD wird also in Abhängigkeit ihrer Lokalisierung in spezifischen 

Membrandomänen reguliert. Wenn die zwei essentiellen Phosphorylierungsstellen durch 

eine Punktmutation ausgeschaltet werden und die Oxidase nicht mehr als Antwort auf 

Pathogene aktiviert werden kann, lokalisiert diese nicht mehr in den AtRem1.4-

markierten Membrandomänen. Auch zeigt sich, dass die Aktivität der Oxidase, induziert 

durch eine Interaktion mit der nicht in Membrandomänen lokalisierten Snrk2-Kinase 

Snrk2.7, gesteigert werden kann, wenn durch MCD die sterolreichen Membrandomänen 

abgereichert werden. Eventuell dienen Membrandomänen, zumindest im pflanzlichen 

System, nicht nur der Etablierung von Signalkomplexen, sondern in einigen Fällen auch 

der Negativregulierung von bestimmten Proteinaktivitäten, wie zum Beispiel in diesem 

Fall, der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). 
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Summary 

 

In animal cells and yeast, membrane domains have been extensively characterized as 

signalling platforms (Foster et al., 2003) and characterized upon their resistance to 

treatment with non-ionic detergents (Shogomori et al., 2003). Such treatment of 

membranes can result in formation of artefacts and the appearance of a protein in these 

so- alled “D˃Ms  is ot e essa l  elated ith its lo alizatio  i  ati e e a e 
domains. The lack of improved preparative methods, results in further use of DRM 

preparation to get a first insight into the protein composition of special membrane areas. 

The protein composition of isolated and MCD-treated detergent resistant membrane 

(DRM) fractions from purified plasma membrane of Arabidopsis thaliana was investigated 

by HPLC-ESI mass spectrometry. Eighty proteins could be identified which are thought to 

be localized in sterol rich membrane domains. Among these sterol-dependent proteins 

the two Remorins AtRem1.2 and AtRem1.3 and two essential ABA signalling components, 

namely the protein phosphatase 2C ABI1 and the kinase CPK21, could be identified. This 

phosphatase-kinase pair was very recently demonstrated to regulate the stomatal 

aperture via SLAH3-mediated anion release in an ABA-dependent manner (Geiger et al., 

2011). Using biochemical, mass spectrometrical and microscopic approaches it could be 

shown that, in absence of ABA, the phosphatase ABI1 prevents the interaction between 

CPK21 and SLAH3 by dislocation of both proteins from membrane domains to 

surrounding membrane areas, which inhibits the phosphorylation and the activation of 

the channel (Demir et al., 2013).  

Among the potentially membrane domain localized proteins, the NADPH-oxidase 

AtrbohD could be identified to be weakly dependent upon a sterol rich environment. In 

contrast to the homologous AtrbohF, the isoform D shows no colocalization upon 

coexpression with the established membrane domain marker AtRem1.3 (Demir et al., 

2013). This result implies that there must be co-residing membrane domains and that 

both oxidases are (at least temporarily) located in different membrane compartments. 

This could imply functionally different membrane platformes to regulate specific 

signalling cascades. After Coexpression of AtrbohD with 12 of the altogether 16 Remorin 

proteins, a colocalization with AtRem1.4 could be confirmed. In further experiments not 

only a clear localization in other membrane domains than the ones marked by AtRem1.3, 

but also a clear lateral immobility could be proofed for AtRem1.4, which therefore can be 

accepted as a marker for another kind of membrane domains. Regarding these results, 

the existence of diverse Types of membrane compartments, also in plants, can be 

accepted.  

At this time point of the investigations, no interaction partner of AtrbohD was known to 

regulate the function of the oxidase. Therefore, the relationship between localization and 

function of the oxidase was still an open question. Using different microscopic techniques 
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(BiFC, SE-FRET, AB-FRET) to study protein-protein interactions, two potential interaction 

partners out of a set of five mesophyll expressed Ca2+-independent Snrk2-kinases, could 

be identified. The ABA-dependent kinase OST1/Snrk2.6, which also interacts with 

AtrbohF (Sirichandra et al., 2007), was demonstrated to be a potential interaction partner 

of AtrbohD as well as Snrk2.7. The treatment of transfected cells with MCD leads to a 

significant induction of the measured interaction efficiencies (EFRET) of all the five analysed 

Snrk2-kinases with AtrbohD.  

An interaction between two proteins does not automatically mean a functional regulation 

of a signalling pathway, therefore the influence of the identified potential interacting 

partners of AtrbohD on the ROS-producing activity was analysed. At this time point the 

Ca2+-dependent kinase CPK5 was identified to be an interacting and phosphorylating 

partner of AtrbohD. The kinase Snrk2.7 can induce the ROS-producing activity of AtrbohD 

to a similar level than CPK5, which means Snrk2.7 is not only interacting with AtrbohD, 

but also regulating its activity. The phosphorylation and activation of AtrbohD by Snrk2.7 

is probably mediated by one of the two essential phosphorylation sites S343 and S347 

(Nühse et al., 2007), but not on the analysed S39. In contrast, the kinase OST1 is indeed 

interacting with AtrbohD, but obviously not regulating its activity. The Snrk2.7-mediated 

ROS-producing activity of AtrbohD is also inducible upon treatment of the transfected 

cells with MCD. 

The NADPH-oxidase AtrbohD is regulated in dependency to its localization in specific 

membrane domains. Mutation oft the two essential phosphorylation sites leads to a 

dislocation from AtRem1.4-marked membrane domains. Treatment with MCD, that 

means disruption of the sterol rich membrane environment, resulted in significantly 

increased ROS-producing activity of AtrbohD upon interaction with the non-domain 

located kinase Snrk2.7.  

Probably the membrane domains do not only function as signalling platforms in plants, 

but in some cases also for negative regulation of certain protein activity, such as the 

production of reactive oxygen species (ROS). 
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Anhang III - Plasmidkarten 
 

III.1. SLAH3::V5 
 

 

 
 

 

 

 

 

SLAH3::V5 pCambia 2300

11776 bp

Kanamyz inresistenz  4954-5748B p

Kanamycinresitenz  6506- 7303Bp

SLAH3 (ohne Stop) 9196-11100Bp

T-DN A linke Grenz e

T-DN A rechte Grenz e

3' USER tail

5' USER tail

3' USER tail

35S-Promot er

35S-Promot er

Replikationsursprung 1

Repiklationsursprung 2

CaMV 3'U TR

V5

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Apa LI (4035)

Apa LI (4533)

BamHI (8380)

BamHI (11146)

Cla I (3088)

Cla I (6483)

EcoRI (8359)

EcoRI (11115)

PstI (8402)

PstI (9182)

PstI (10042)

PstI (11124)

Abbildung III.1: Vektorkarte von SLAH3::V5 in dem binären Vektor pCambia 2300 
SLAH3 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 2004Bp und ist C-terminal mit einem V5-

Marker (44Bp) fusioniert. Ein Konstrukt für ABI1 wurde analog dazu hergestellt. Beide 

Konstrukte wurden für die transiente Transfektion von Nicotiana benthamiana und der 

anschließenden massenspektrometrischen Peptidquantifikation der daraus isolierten 

DRMs verwendet (Abbildung 3.2, Seite 109).   
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III.2. CPK21::YFP 
 

 

 

 

 

 

CPK21::YFP pCambia 2300

11883  bp

K anam yzinr esistenz 4954-5748B p

K anam ycinr esitenz 6506-7303B p

C P K 21 (ohne S top) 9196-10791Bp

m V enus 10839-11303B p

T-DN A  linke Gr enze

T-DN A  r echte G r enze

3' U S E R tail

S topcodon

5' U S E R tail

3'  U S E R tail

35S -P r om oter

35S -P r om oter

R eplikationsur spr ung 1

R epiklationsur spr ung 2

C aMV  3'UTR

N t.B bvC I

N t.B bvC I

N t.B bvC I

BamHI (8380)

EcoRI (8359 )

ApaLI (4035 )

ApaLI (4533 )

ClaI (3088)

ClaI (6483)

ClaI (9524)

Pst I (8402)

Pst I (918 2)

Pst I (11048)

AvaI (23)

AvaI (653)

AvaI (17 8 4)

AvaI (2264)

AvaI (6451)

AvaI (7 329)

AvaI (837 5)

AvaI (9287 )

AvaI (11318)

Abbildung III.1: Vektorkarte von CPK21::YFP (mVenus) in dem binären Vektor pCambia 
2300 
CPK21 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 1595Bp und ist C-terminal mit YFP (mVenus, 

719Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde für die transiente Transfektion von Nicotiana 

benthamiana und der anschließenden massenspektrometrischen Peptidquantifikation 

der daraus isolierten DRMs verwendet (Abbildung 3.2, Seite 109). Analog dazu wurden 

die Konstrukte für die Snrk2-Kinasen Snrk2.2 (1086Bp), 2.3 (1083Bp), 2.7 (1050Bp), 2.8 

(1029Bp) und OST1 (952Bp) und die NADPH-Oxidase AtrbohD hergestellt und für 

Experimente zur Membrandomänenlokalisierung der Proteine in Nicotiana benthamiana 

verwendet (Abbildung 3.21, Seite 131) 
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III.3. ABI1::mCherry 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABI::mCherry pSat pUBQ10

6085 bp

Ampiz illinresistenz  5025-5885Bp

AB I1 (ohne Stop) 1129-2430Bp

mC herry 2437-3147Bp

5' USER Tail

3' USER tail

5' USER Tail

3' USER tail

Stopcodon

Primerbindestelle R BC seq rev

Primerbindestelle R BC-Terminator rev

UB Q10-Promoter

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

BamHI (1105)

Cla I (3804)

EcoRI (1493)

PstI (2793)

Nco I (1663)

Nco I (2871)

Ava I (1095)

Ava I (2714)

Ava I (2906)

Apa LI (178)

Apa LI (2498)

Apa LI (4520)

Apa LI (5766)

Abbildung III.3. Vektorkarte von ABI1::mCherry in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
ABI1 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 1301Bp und ist C-terminal mit mCherry 

(710Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Protoplasten von Arabidopsis 

thaliana exprimiert und fand somit Verwendung bei der Modifikation der SLAH3-CPK21-

Interaktion, die mittels AB-FRET untersucht wurde (Abbildung 3.9, Seite 119). 
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III.4. RCAR1/PYL9::mEos pUBQ10 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RCAR1/PYL9::mEos pSat pUBQ10

5314 bp

Ampiz illinresistenz  4254-5114Bp

RC AR1 (ohne Stop) 1122-1682B p

mEos 1696-2373Bp

5' USER Tail

3' USER tail

Stopcodon

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

RB C-Promotor/Terminator

UB Q10-Promoter

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Cla I (3033)

Hin dIII  (1969)

Ava I (1095)

Ava I (1165)

Apa LI (178)

Apa LI (3749)

Apa LI (4995)

Abbildung III.4. Vektorkarte von RCAR1/PYL9::mEos in dem Pflanzenvektor pSat 
pUBQ10 
RCAR1/PYL9 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 560Bp und ist C-terminal mit mEos 

(677Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Protoplasten von Arabidopsis 

thaliana exprimiert und fand somit Verwendung bei der Modifikation der SLAH3-CPK21-

Interaktion, die mittels AB-FRET untersucht wurde (Abbildung 3.9, Seite 119). 
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III.5. eGFP::AtrbohD  
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

eGFP::At RbohD pSat1396

7368 bp

Ampiz illinresistenz  6308-7168 B p

AtrbohD 2073-4838 Bp

Stop Codon

eGFP 1311-2027B p

5' USER Tail

3' USER tail

pB7GWIWG2-revpB7GWIWG2 fwd

Promoter 35S

Promoter 35STerminator 35S

5'U TR  TEV

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

BamHI ( 4884)

EcoRI ( 4853)

PstI (4862)

Nco I (1310)

Nco I (3792)

Sma I (3948)

Sma I (4882)

XmaI (3946)

XmaI (4880)

Apa LI (178)

Apa LI (5803)

Apa LI (7049)

Ava I (2042)

Ava I (2419)

Ava I (3946)

Ava I (4880)

Hin dIII  (2051)

Hin dIII  (2829)

Hin dIII  (3118)

Hin dIII  (3406)

Hin dIII  (3694)

Hin dIII  (3721)

Hin dIII  (4433)

Abbildung III.5. Vektorkarte von eGFP::AtrbohD in dem Pflanzenvektor pSat 1396 
AtrbohD hat eine Länge von 2765Bp und ist N-terminal mit eGFP (ohne Stopcodon, 716Bp) 

fusioniert. Analog dazu wurde ein ähnliches Konstrukt für AtrbohF (2725Bp) hergestellt. Diese 

Konstrukte wurde transient via PIG in den Epidermiszellen von Arabidopsis thaliana exprimiert 

und fanden Verwendung bei der Membrandomänenlokalisierung der beiden untersuchten 

NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF (Abbildung 3.10, Seite 121). 
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III.6. DsRed2::AtRem1.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DsRed2::At RbohD pSat1450

7341 bp

Stop

Ampiz illin-Resistenz  6281 - 7141

At RbohD CDS 2034 - 4799Bp

DsRed2 1323 - 1997

5'U TR  TEV

5' USER Tail

3' USER tail

Primer pB7GWIWG2-fwd Primer pB7GWIWG2-rev

Promoter 35S

Promoter 35STerminator 35S

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Bam HI ( 4845)

EcoRI ( 4814)

PstI (1664)PstI (4823)

Sma I (3909)

Sma I (4843)

XmaI (3907)

Xma I (4841)

Apa LI (178)

Apa LI (5776)

Apa LI (7022)

Nco I (1322)

Nco I (1742)

Nco I (3753)

Ava I (1585)

Ava I (2003)

Ava I (2380)

Ava I (3907)

Ava I (4841)

Hin dIII  (2012)

Hin dIII  (2790)

Hin dIII  (3079)

Hin dIII  (3367)

Hin dIII  (3655)

Hin dIII  (3682)

Hin dIII  (4394)

Abbildung III.6. Vektorkarte von DsRed2::AtRem1.3 in dem Pflanzenvektor pSat 1450 
AtRem1.3 hat eine Länge von 572Bp und ist N-terminal mit DsRed2 (ohne Stopcodon, 

674Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient via PIG in den Epidermiszellen von 

Arabidopsis thaliana exprimiert und fand Verwendung bei der Membrandomänen-

lokalisierung der beiden untersuchten NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF (siehe 
III.5; Abbildung 3.10, Seite 121). 
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III.7. AtrbohD::mCherry 
 

 

 

 
 

AtrbohD ::m Cherry  pCambia3300

12942 bp

K anam yzinr esistenz 4954-5748B p

B AR -Gen 6451-7002 B p

A tr bohD  (ohne S top) 8876-11638 Bp

m C her r y 11652-12362 B p

pV S 1sta

pB R 322bom

T-DN A  linke Gr enze 6173-6198 B p

3' U S E R tail

T-DN A  Rechte Gr enz e 12856-12881B p

S 343

S 347

5' U S E R tail

3' U S E R tail

P r om oter  35S

P r om oter  35S

P r om oter  P  2

R eplikationsur spr ung pV S 1

R epliaktionsur spr ung pB R 322

Ter m inator  35S

3'UTR C aMV

N t.B bvC I

N t.B bvC I

N t.B bvC I

BamHI (8060)

ClaI (3088)

EcoRI (8039 )

Nco I (105 95)

Nco I (12086)

ApaLI (4035 )

ApaLI (4533 )

ApaLI (117 13)

Pst I (8082)

Pst I (8862)

Pst I (12008)

SmaI (8057 )

SmaI (107 51)

SmaI (123 7 9)

Xma I (8055)

Xma I (107 49)

Xma I (123 7 7 )

Abbildung III.7. Vektorkarte von AtrbohD::mCherry in dem binären Vektor pCambia 
3300 
AtrbohD (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 2765Bp und ist C-terminal mit mCherry 

(710Bp) fusioniert. Analog dazu wurden die beiden Phosphorylierungsmutanten S343A 

und S347A (beide Phosphorylierungsstellen sind in der Karte eingetragen) hergestellt und 

fanden Verwendung für die Koexpression mit dem Remorin eGFP::AtRem1.4 (siehe III.18; 

Abbildung 3.20, Seite 129). Diese Konstrukte wurde transient in Nicotiana benthamiana 

exprimiert und für die Koexpression mit AtrbohF verwendet (Abbildung 3.12, Seite 122), 

für den Nachweis des Einflusses von MCD auf die Membrandomänenlokalisierung der 

AtrbohD (Abbildung 3.13, Seite 122) und für die Lokalisierungsexperimente mit den 

Remorinen (siehe III.18; Abbildung 3.15, Seite 126). 
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III.8. eGFP::AtrbohF 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eGFP::AtrbohF  pCam bia3300

13052 bp

K anam yzinr esistenz 4954-5748Bp

B A R-Gen 6451-7002 B p

A tr bohF 9638-12472B p

E GFP  (ohne S top) 8876-9592B p

pV S 1sta

pB R 322bom

T-D NA  linke Gr enze 6173-6198 Bp

T-D NA  Rechte Gr enze 12856-12881B p

5' U S E R Tail

S topcodon

5' U S E R tail

3' U S E R tail

P r om oter  35S

P r om oter  35S

P r om oter  P  2

R eplikationsur spr ung pV S 1

R epliaktionsur spr ung pBR 322

Ter m inator  35S

3'U TR C aMV

N t.B bvC I

N t.B bvC I

N t.B bvC I

BamHI (8060)

EcoRI (8039 )

ClaI (3088)

ClaI (97 81)

Pst I (8082)

Pst I (8862)

SmaI (8057 )

SmaI (12 489)

Xma I (8055)

Xma I (12 487 )

ApaLI (4035 )

ApaLI (4533 )

ApaLI (11848 )

Abbildung III.8. Vektorkarte von eGFP::AtrbohF in dem binären Vektor pCambia 3300 
AtrbohF hat eine Länge von 2834Bp und ist N-terminal mit eGFP (ohne Stopcodon, 

716Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Nicotiana benthamiana exprimiert 

und für die Koexpression mit der AtrbohD (siehe III.7) verwendet (Abbildung 3.12, Seite 

122).  
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III.9. AtrbohD::YC 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AtrbohD::Yc pNB1

6164 bp

Ampiz illinresistenz 584-1444 Bp

At rbohD (ohne Stop) 2168-4930 Bp

mVenus C-Terminus (AS156-239) 4976-5230 B p

LAC-OPER ON

LAC OPERON

5' USER Tail

3' USER tail

T7 promoter

Primerbindestelle IVT fwd

Primerbindestelle IVT rev

Promoter SP6

3´UTR

5´UTR

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

EcoRI (5245)

PstI (5522)

Nco I (3887)

Nco I (5292)

SmaI (2152)

SmaI (4043)

Xma I (2150)

Xma I (4041)

Apa LI (79)

Apa LI (1325)

Apa LI (1822)

Ava I (2150)

Ava I (2514)

Ava I (4041)

Ava I (5285)

Ava I (5532)

Hin dIII (2924)

Hin dIII (3213)

Hin dIII (3501)

Hin dIII (3789)

Hin dIII (3816)

Hin dIII (4528)

Hin dIII (5257)

Abbildung III.9. Vektorkarte von AtrbohD::YC in dem Oozytenvektor pNB1 
AtrbohD (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 2765Bp und ist C-terminal mit der C-

terminalen Hälfte von YFP (mVenus, 254Bp) fusioniert. Analog zu diesem Konstrukt 

wurde auch AtrbohF (ohne Stop, 2831Bp) kloniert. Diese Konstrukte wurden transient in 

Oozyten von Xenopus laevis exprimiert und für die BiFC-Experimente mit den Snrk2-

Kinasen (siehe III.10) verwendet (Abbildung 3.22, Seite 132).  
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III.10. OST1::YN 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AtrbohD::Yc pNB1

6164 bp

Ampiz illinresistenz 584-1444 Bp

At rbohD (ohne Stop) 2168-4930 Bp

mVenus C-Terminus (AS156-239) 4976-5230 B p

LAC-OPER ON

LAC OPERON

5' USER Tail

3' USER tail

T7 promoter

Primerbindestelle IVT fwd

Primerbindestelle IVT rev

Promoter SP6

3´UTR

5´UTR

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

EcoRI (5245)

PstI (5522)

Nco I (3887)

Nco I (5292)

SmaI (2152)

SmaI (4043)

Xma I (2150)

Xma I (4041)

Apa LI (79)

Apa LI (1325)

Apa LI (1822)

Ava I (2150)

Ava I (2514)

Ava I (4041)

Ava I (5285)

Ava I (5532)

Hin dIII (2924)

Hin dIII (3213)

Hin dIII (3501)

Hin dIII (3789)

Hin dIII (3816)

Hin dIII (4528)

Hin dIII (5257)

Abbildung III.10. Vektorkarte von OST1::YN in dem Oozytenvektor pNB1 
OST1 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 952Bp und ist C-terminal mit der N-

terminalen Hälfte von YFP (mVenus, 560Bp) fusioniert. Analog dazu wurden die 

Konstrukte für die Snrk2-Kinasen Snrk2.2 (1086Bp), 2.3 (1083Bp), 2.7 (1050Bp) und 2.8 

(1029Bp) hergestellt. Die Konstrukte wurden transient in Oozyten von Xenopus laevis 

exprimiert und für die BiFC-Experimente mit den NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF 

(siehe III.9) verwendet (Abbildung 3.22, Seite 132).  
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III.11. AtrbohD::YC 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AtrbohD::YC pSat pUBQ10

7109 bp

Ampiz illinresistenz  6049-6909 Bp

AtrbohD (ohne Stop) 1109-3871 Bp

mVenus C-Terminus (A S156-239) 4976-5230 B p

5' USER Tail

3' USER tail

RB C promotor/terminator

3' USER tail

pSA T leer cassette fwd

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

Promoter U BQ10

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Cla I (4828)

Nco I (2828)

Sma I (2984)

XmaI (2982)

Apa LI (178)

Apa LI (5544)

Apa LI (6790)

Ava I (1095)

Ava I (1455)

Ava I (2982)

Hin dIII  (1865)

Hin dIII  (2154)

Hin dIII  (2442)

Hin dIII  (2730)

Hin dIII  (2757)

Hin dIII  (3469)

Abbildung III.11. Vektorkarte von AtrbohD::YC in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
AtrbohD (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 2765Bp und ist C-terminal mit der C-

terminalen Hälfte von YFP (mVenus, 254Bp) fusioniert. Analog zu diesem Konstrukt 

wurde auch AtrbohF (ohne Stopcodon, 2831Bp) kloniert. Diese Konstrukte wurden 

transient in Protoplasten von Arabidopsis thaliana exprimiert und für die BiFC-

Experimente mit den Snrk2-Kinasen (siehe III.12) verwendet (Abbildung 3.23, Seite 134).  



III Plasmidkarten 

 

238 

 

III.12. OST1::YN 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OST1::YN pSAT UBQ10

5499 bp

AMP

OST1 (ohne Stop)  1122-2066 Bp

mVenus (AS 1-155) 3143- 3607

5' USER Tail

3' USER tail

RB C promot or/terminator

3' USER tail

pSAT leer cassette f wd

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

Promoter U BQ10

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Cla I (3218)

Hin dIII (1971)

PstI (1938)

PstI (2306)

Apa LI (178)

Apa LI (3934)

Apa LI (5180)

Ava I (1095)

Ava I (1405)

Ava I (1636)

Abbildung III.12. Vektorkarte von OST1::YN in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
OST1 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 952Bp und ist C-terminal mit der N-

terminalen Hälfte von YFP (mVenus, 560Bp) fusioniert. Analog dazu wurden die 

Konstrukte für die Snrk2-Kinasen Snrk2.2 (1086Bp), 2.3 (1083Bp), 2.7 (1050Bp) und 2.8 

(1029Bp) hergestellt. Die Konstrukte wurden transient in Protoplasten von Arabidopsis 

thaliana exprimiert und für die BiFC-Experimente mit den NADPH-Oxidasen AtrbohD und 

AtrbohF (siehe III.11) verwendet (Abbildung 3.23, Seite 134).  
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III.13. AtrbohD::mTurqouise 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AtrbohD::mTurquoise pSat pUBQ10

7558 bp

At rbohD (ohne Stop) 1122-3884 Bp

Ampiz illinresistenz 6498-7358 Bp

mTurquoise 3901-4617 Bp

5' USER Tail

3' USER tail

RB C promotor/terminator

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

Promoter U BQ10

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Cla I (5277)

Nco I (2841)

SmaI (2997)

XmaI (2995)

Apa LI (178)

Apa LI (5993)

Apa LI (7239)

Ava I (1095)

Ava I (1468)

Ava I (2995)

Hin dIII (1878)

Hin dIII (2167)

Hin dIII (2455)

Hin dIII (2743)

Hin dIII (2770)

Hin dIII (3482)

Abbildung III.13. Vektorkarte von AtrbohD::CFP in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
AtrbohD (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 2765Bp und ist C-terminal mit CFP 

(mTurqouise, 716Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Protoplasten von 

Arabidopsis thaliana exprimiert und für die FRET-Experimente mit den Snrk2-Kinasen 

(siehe III.15) verwendet (Abbildung 3.24, Seite 136 und 3.25, Seite 137).  
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III.14. mTurqouise::AtrbohF 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mTurquoise::AtrbohF pSat pUBQ10

7626 bp

AtrbohF 1854-4688 Bp

Ampiz illinresistenz  6566-7426 B p

mTurquoise 1122-1838 Bp

5' USER Tail

3' USER tail

RB C promotor/terminator

5' USER Tail

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

Promoter U BQ10

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Ava I (1095)

Hin dIII  (3514)

Cla I (1997)

Cla I (5345)

Apa LI (178)

Apa LI (4064)

Apa LI (6061)

Apa LI (7307)

Abbildung III.14. Vektorkarte von CFP::AtrbohF in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
AtrbohF hat eine Länge von 2834Bp und ist N-terminal mit CFP (mTurqouise, ohne 

Stopcodon, 716Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Protoplasten von 

Arabidopsis thaliana exprimiert und für die FRET-Experimente mit den Snrk2-Kinasen 

(siehe III.15) verwendet (Abbildung 3.24, Seite 136 und 3.25, Seite 137).  
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III.15. OST1::YFP 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OST1::YFP pSat pUBQ10

5734 bp
OST1 (ohne Stop)  112-2063 B p

Ampiz illinresistenz 4674-5534 Bp

mVenus 2077-2796 Bp

5' USER Tail

3' USER tail

RB C promotor/terminator

Primerbindestelle M13rev

Primerbindestelle M13uni

Promoter U BQ10

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Cla I (3453)

Hin dIII (1971)

PstI (1938)

PstI (2286)

Apa LI (178)

Apa LI (4169)

Apa LI (5415)

Ava I (1095)

Ava I (1405)

Ava I (1636)

Abbildung III.15. Vektorkarte von OST1::YFP in dem Pflanzenvektor pSat pUBQ10 
OST1 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 951Bp und ist C-terminal mit YFP (mVenus, 

719Bp) fusioniert. Dieses Konstrukt wurde transient in Protoplasten von Arabidopsis 

thaliana exprimiert und für die FRET-Experimente mit den NADPH-Oxidasen AtrbohD 

(siehe III.13) und AtrbohF (siehe III.14) verwendet (Abbildung 3.24, Seite 136 und 3.25, 

Seite 137).  
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III.16. YFP::AtrbohD 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

YFP::AtrbohD pEF1

9730 bp

Polyhistidine tag

Ampiz illinresistenz  8852-9701 Bp

f1 origin

Neomycinresistenz  6562-7356 B p

Replikat ionsursprung pU C

AtrbohD 2530-5295 B p

mVenus 1798- 2514 Bp

myc-Epitop

5' USER Tail

3' USER tail

5' USER Tail

Polyadenylierungssignal BGH

Polyadenylierungssignal SV40

Primerbindestelle t7

Primerbindestelle B GH

Promoter EF-1a

Promoter und Origin SV40

5´UTR

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

EcoRI ( 5310)

Apa LI (155)Apa LI (8351)

Apa LI (9597)

Nco I (4249)

Nco I (6392)

Nco I (7127)

Sma I (1782)

Sma I (4405)

Sma I (6508)

XmaI (1780)

Xma I (4403)

Xma I (6506)

PstI (790)

PstI (1295)

PstI (2007)

PstI (5319)

PstI (6748)

Abbildung III.16. Vektorkarte von YFP::AtrbohD in dem Säugervektor pEF1 
AtrbohD hat eine Länge von 2765Bp und ist N-terminal mit YFP (mVenus, ohne 

Stopcodon, 716Bp) fusioniert. Analog dazu wurde AtrbohF (2834Bp) kloniert. Beide 

Konstrukte wurden transient in HEK-Zellen exprimiert und für die 

Lokalisierungsexperimente (Abbildung 3.26, Seite 140; 3.27, Seite 141 und 3.29, Seite 

142) und die FRET-Experimente (Abbildung 3.28, Seite 142), die ROS-Messungen 

(Abbildung 3.30, Seite 143; 3.31, Seite 144 und 3.32, Seite 145) und die 

Phosphorylierungsanalysen (Abbildung 3.33, Seite 146) mit den Kinasen (siehe III.17) 
verwendet.  
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III.17. CPK5::mTurqouise 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CPK5::mTurquoise pcDNA3.1

7959 bp

Neomycinresistenz  4662-5456 B p

Ampiz illinresistenz  6963-7823 B p

CPK5 (ohne Stop) 965-2630 B p

mTurquoise 2651-3370 B p

V5

His6

3' USER tail

Polyadenylierungssignal BGH

Polyadenylierungssignal SV40

5' USER tail

Primerbindestelle t7

Promoter C AMV

T7

Promoter SV40

Replikat ionsursprung F1

Replicat ionsursprung pU C

Nt.BbvCI

Nt.BbvCI

Bam HI ( 921)

EcoRI ( 1110)

Sma I (4604)

XmaI (4602)

Apa LI (6458)

Apa LI (7704)

Ava I (3429)

Ava I (4602)

Hin dIII  (903)

Hin dIII  (1207)

Nco I (611)

Nco I (2022)

Nco I (4488)

Nco I (5223)

PstI (1094)

PstI (1988)

PstI (3405)

PstI (4844)

Abbildung III.17. Vektorkarte von CPK5::CFP in dem Säugervektor pcDNA3.1 
CPK5 (ohne Stopcodon) hat eine Länge von 1665Bp und ist C-terminal mit CFP 

(mTurquoise, 716Bp) fusioniert. Analog dazu wurden die Snrk2-Kinasen kloniert. Diese 

Konstrukte wurden transient in HEK-Zellen exprimiert und für die 

Lokalisierungsexperimente (Abbildung 3.26, Seite 140; 3.27, Seite 141 und 3.29, Seite 

142) und die FRET-Experimente (Abbildung 3.28, Seite 142), die ROS-Messungen 

(Abbildung 3.30, Seite 143; 3.31, Seite 144 und 3.32, Seite 145) und die 

Phosphorylierungsanalysen (Abbildung 3.33, Seite 146) mit den NADPH-Oxidasen (siehe 

III.16) verwendet.  
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III.18. eGFP::AtRem1.4 
 

Abbildung III.18. Vektorkarte von eGFP::AtRem1.4 in dem binären Vektor pCambia 
3300 
AtRem1.4 hat eine Länge von 609Bp und ist N-terminal mit eGFP (ohne Stopcodon, 

716Bp) fusioniert und fand Verwendung bei der Koexpression mit der NADPH-Oxidase 

AtrbohD (siehe III.7; Abbildung 3.15, Seite 126 und 3.20, Seite 129), für die 

Mobilitätsmessung (Abbildung 3.17, Seite 127), für den Nachweis der Abhängigkeit von 

einem sterolreichen Umfeld (Abbildung 3.18, Seite 128) und für die Koexpression mit 

mCherry::AtRem1.3 (siehe III.19; Abbildung 3.16, Seite 126). Analog zu diesem Konstrukt 

wurden auch die Arabidopsis-Remorine 1.1 (528Bp), 3.1 (363Bp), 3.2 (372Bp), 4.1 

(891Bp), 4.2 (825Bp), 5.1 (1668Bp), 6.1 (1461Bp), 6.2 (1530Bp), 6.4 (1284Bp), 6.6 

(1038Bp) und 6.7 (792Bp) kloniert. Diese Konstrukte wurden transient in den 

Epidermiszellen von Nicotiana benthamiana exprimiert und fanden Verwendung bei der 

Membrandomänenlokalisierung der Remorine (Abbildung 3.14, Seite 124).   

GFP::AtRem 1.4 pCam bia3300

10826 bp

K anam yzinr esistenz 4954-5748B p

B AR -G en 6451-7002 B p

A tR em 1.4 9638-10246 Bp

E GFP  8876-9592 B p

pV S 1sta

pB R 322bom

T-DN A  linke Gr enze 6173-6198 B p

T-DN A  r ight bor der  12856-12881 B p

5' U S E R Tail

5'  U S E R tail

3'  U S E R tail

P r om oter  35S

P r om oter  P  2

P r om oter  35S

R eplikationsur spr ung pV S 1

R eplikationsur spr ung pB R 322

Ter m inator  35S

3'UTR C aMV

N t.B bvC I

N t.B bvC I

N t.B bvC I

BamHI (8060)

ClaI (3088)EcoRI (8039 )

ApaLI (4035 )

ApaLI (4533 )

SmaI (8057 )

SmaI (102 63)

Xma I (8055)

Xma I (102 61)

Pst I (8082)

Pst I (8862)

Pst I (97 31)
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III.19. mCherry::AtRem1.3 

 
 

 

 

 

mCherry::AtRem1.3 pCambia3300

10772 bp

Kanamyzinresistenz 4954-5748Bp

BA R-Gen 6451-7002 B p

At Rem1.3 9620-10192Bp

mC herry 8876-9583 Bp

Stop Codon

pVS1sta

pBR322bom

T-DN A linke Grenze 6173-6198 Bp

T-DN A rechte Grenze 12856- 12881 Bp

5' USER Tail

Stop

5' USER tail

3' USER tail

Promoter 35S

Promoter 35S

Promoter P 2

Replikationsursprung pVS1

Repliaktionsursprung pBR 322

Terminator 35S

3'U TR  C aMV

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

Nt .BbvCI

BamHI (8060)

Cla I (3088)

EcoRI (8039)

Nco I (9310)

SmaI (8057)

SmaI (10209)

XmaI (8055)

XmaI (10207)

Apa LI (4035)

Apa LI (4533)

Apa LI (8937)

PstI (8082)

PstI (8862)

PstI (9232)

Abbildung III.19. Vektorkarte von mCherry::AtRem1.3 in dem binären Vektor pCambia 
3300 
AtRem1.3 hat eine Länge von 572Bp und ist N-terminal mit mCherry (ohne Stopcodon, 

707Bp) fusioniert und fand Verwendung bei der Koexpression mit eGFP::AtRem1.4 (siehe 

III.18; Abbildung 3.16, Seite 126).  
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Anhang IV – Kontrollmessungen 

 

IV. 1 der eine Interaktion beschreibende EFRET-Wert  
 

 

Damit zwischen zwei, mit Fluoreszenzproteinen (Donor und Akzeptor) fusionierten, 

Proteinen von Interesse ein Förster-Resonanzenergietransfer (FRET; siehe 2.8.2.2, Seite 

89) stattfinden kann müssen folgende Grundvoraussetzungen erfüllt sein: 

- Die Donoremission und die Akzeptorabsorption müssen zu mindestens 70% 

überlappen (siehe Abbildung 2.3, Seite 91) 

- Die Dipolmomente der Donoremission und die Akzeptorabsorption müssen 

zueinander in einer passenden (parallelen) Orientierung vorliegen 

- Sowohl das Donor- als auch das Akzeptorfluorophor müssen eine hohe 

Photonenausbeute aufweisen 

- Das Donor- und Akzeptorfluorophor müssen sich ausreichend nahe (0,5 bis 10nm) 

sein 

Die Effizienz eines Energietransfers bezieht sich auf die sechste Potenz des Verhältnisses 

des Abstandes � zwischen Donor und Akzeptor und dem Försterradius (� ). Der 

Försterradius selbst bezieht sich auf die kritische Distanz zwischen den beiden 

Fluorophoren bei der der Energietransfer halbmaximal ist (Hink et al., 2002). 

Normalerweise liegt �  in einem Wertebereich von 0,5-10nm und ist abhängig von 

verschiedenen Faktoren, wie der Quantenausbeute des Donors, der Absorption des 

Akzeptors und der spektralen Überlappung dieser beiden Faktoren, sowie von dem 

Orientierungsfaktor ( ). Um vor allem diesen letzten Punkt zu überprüfen, die Funktion 

des experimentellen Systems zu verifizieren und den für die, als Donor und Akzeptor 

verwendeten Fluoreszenzproteine, zu erwartenden Wert, der eine Interaktion 

beschreibt, zu charakterisieren, müssen zuerst Kontrollmessungen durchgeführt werden.  

Für die Berechnung von �  wird angenommen, dass die Rotationsdiffusion der 

Fluoreszenzfarbstoffe schneller ist, als die Lebensdauer des Donors, so dass =   

angenommen werden kann. Für diesen Fall gilt die Voraussetzung, dass der Donor ein 

relativ kleines Molekül ist und Donor und Akzeptor nicht miteinander verbunden sind. Für 

Fluorophore gilt im Allgemeinen eine Rotationskorrelationszeit von 20-30 ns und eine 

Lebensdauer von 1-3 ns (Vogel et al., 2012). Die Annahme, dass =   ist also für die 

Berechnung von �  von FRET-Paaren nicht geeignet, aber momentan ist dafür keine 

Alternative verfügbar. Die berechneten � -Werte sind sehr nützlich für den Vergleich von 

FRET-Paaren, wenn man im Hinterkopf behält, dass diese berechneten Abstände 

zwischen zwei Fluoreszenzproteinen nicht den realen Tatsachen entsprechen. 
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�  wird generell nach folgender Formel bestimmt: � =  ln  2�  � � ��  ∫ � �∞
 

(Patterson et al., 2000). �  ist also abhängig von dem Brechungsindex des Mediums �, dem Orientierungsfaktor 

, der Quantenausbeute � , dem normalisierten Fluoreszenzspektrum des Donors ̅̅̅, der molaren Absorption des Akzeptors � ̅̅̅ und der Wellenlänge  in cm.  

Das Abstandsspektrum, welches durch FRET-Messungen gemessen werden kann beträgt ~ ,5 �  ≤  � ≤  �  (Gadella et al., 1999). Wenn � = × �  ist, wird die FRET-Effizienz 

(EFRET) minimal 0,016 und somit vernachlässigbar. Wenn � = ,5 × �  wird EFRET größer 

als 0,984 und somit maximal (Vogel et al., 2012).  

Der wichtigste Faktor für FRET zur Beurteilung einer Protein-Protein-Interaktion ist der 

Abstand zwischen den beteiligten Proteinen. FRET findet bei einem Abstand von ~0,5-

10nm statt (Clegg et al., 2009) und der Durchmesser eines normalen Fluoreszenzproteins 

mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 30 kDa beträgt ~3nm, so dass der 

Abstand zwischen den beiden Proteinen, der für FRET entscheidend ist, mit den 

Dimensionen der Proteine übereinstimmt und diese Art von Messungen für die Analyse 

von Konformationsdynamiken und Protein-Protein-Interaktionen anwendbar macht 

(Hink et al., 2002). 

Um nun das experimentelle System zu verifizieren und um den für die verwendeten 

Fluoreszenzproteine zu erwartenden Wert, der eine stattfindende Interaktion beschreibt, 

zu charakterisieren, bedient man sich so genannter chimärer Konstrukte, bei denen die 

verwendeten Fluoreszenzproteine durch kurze  oder lange Tandem-Linker miteinander 

verbunden sind. Vor allem solche kurzen Linker oder Verbindungsstücke, bestehend aus 

nur wenigen Aminosäuren (z.B. 2 Aminosäuren entsprechen einem kurzen Linker von 

~0,5nm Länge). Der Energietransfer zwischen Donor und Akzeptor wird dabei vom 

Försterradius �  , also dem Abstand � zwischen den beiden Fluorophoren, bei dem zu 

50% eine Energieübertragung erfolgt, bestimmt: � � =  + ��0  

Für viele der in FRET-Messungen häufig verwendeten Fluorophore, so auch für CFP und 

YFP, sind sowohl der jeweilige Försterradius, als auch die dynamischen Abstände 

zwischen beiden Proteinen bekannt. So auch für die, in den durchgeführten FRET-

Messungen, eingesetzten Fluorophore. Bei diesen handelt es sich um mTurquoise, eine 

Variante des CFP mit verbesserten optischen Eigenschaften und dem mVenus, einer 

verbesserten Variante des YFP (Tabelle IV.1). 

FRET-Fluorophorpaar �� Dynamische Abstände Referenz 

eCFP/eYFP 4,9nm 2,5 - 7,3nm Patterson et al., 2000 

mTurqouise/mVenus 5,7nm 2,9 - 8,6nm Markward et al., 2011 

 

Tabelle IV.1: Die Försterradii der verwendeten Fluorophorpaare 
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Der minimale Abstand den die Fluorophore CFP und YFP zueinander haben können, liegt 

also bei 2,5nm (Patterson et al., 2000) und der zwischen den beiden Fluorophoren 

mTurquoise und mVenus liegt bei 2,9nm (Markwardt et al., 2011). Berechnet man mit 

diesen beiden minimalen Abständen die maximale EFRET erhält man für beide 

Fluorophorpaare ähnliche Werte von 0,982 (Abbildung IV.1). Dabei handelt es sich aber 

immer noch um theoretische Werte. Da zum Beispiel die strukturelle Orientierung der 

beiden Fluorophore zueinander wie bereits erwähnt nur unzureichend bestimmt werden 

kann, muss man davon ausgehen, dass die tatsächliche maximale EFRET, welche mit den 

gewählten Fluoreszenzproteinen gemessen werden kann, bis zu 40% geringer ausfallen 

kann (Piston und Kremers, 2007). Aus diesem Grund müssen zuvor die zu erwartenden 

EFRET-Werte, die eine Interaktion beschreiben, für die verwendeten Fluorophore 

bestimmt werden. Sind also die beiden verwendeten Fluoreszenzproteine CFP 

(mTurquoise) und YFP (mVenus) mit einer minimal kurzen Aminosäurekette verbunden, 

sollte bei Durchführung einer FRET-Messung eine Interaktion zu beobachten sein. Dieser 

Wert kann dann als der Wert definiert werden, der in den anschließenden Messungen 

den Messwert darstellt, der eine stattfindende Interaktion bedeutet (Abbildung IV.2). 

Sind beide Fluorophore über eine lange Aminosäurekette verbunden, wird 

normalerweise kein Energietransfer zwischen diesen beiden auftreten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.1: Vergleich der Abhängigkeit des Abstandes zwischen eCFP/eYFP und 
mTurquoise/mVenus 
Basierend auf den bekannten � -Werten (in rot eingezeichnet), wurden die EFRET gegen 

die entsprechenden Abstände zwischen Donor- und Akzeptormolekül aufgetragen 

(Müller et al., 2013). Dargestellt sind die Kurven der FRET-Paare eCFP/eYFP (graue Linie, � : Patterson et al., 2000) und mTurquoise/mVenus (schwarze Linie, � : Markwardt et 

al., 2011). Der minimal mögliche Abstand (in rosa eingezeichnet) beträgt für eCFP/eYFP 

2,5nm und für mTurquoise/mVenus 2,9nm. Aus diesen beiden Werten ergeben sich die 

maximalen und nur theoretischen Werte für EFRET = 0,982. Der tatsächliche maximale 

Wert der eine Interaktion zwischen eCFP/eYFP, verbunden mit einem minimal kurzen 

Linker, in den B77-Zellen beschreibt, ist ebenfalls eingezeichnet und zeigt einen Abstand 
zwischen diesen beiden Fluorophoren von 0,5nm an (in hellblau eingezeichnet). 
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Für die durchgeführten Kontrollmessungen wurden zwei HEK-Zelllinien verwendet, die 

jeweils die oben benannten chimären Konstrukte stabil exprimieren. Die Linie B77 

exprimiert dabei ein Konstrukt, bei dem die beiden FRET-Fluoreszenzproteine eCFP und 

eYFP über eine sehr kurze Aminosäurekette miteinander verbunden sind. Die Linie B78 

exprimiert dem hingegen ein Konstrukt, bei dem die beiden FRET-Fluorophore über eine 

lange Aminosäurekette miteinander verbunden sind. Diese stabilen Linien wurden 

verwendet obwohl in den anschließenden Messungen ausschließlich mTurquoise als 

Donor- und mVenus als Akzeptorfluorophor verwendet wurden, denn zu diesem 

Zeitpunkt standen keine stabil transfizierten Zellkulturen zur Verfügung, die diese beiden 

modifizierten Fluorophore exprimiert hätten. Da die beiden berechneten, theoretischen 

maximalen EFRET für beide Fluorophorpaare mit 0,98 aber fast gleich sind, kann auch der 

bestimmte EFRET, der eine Interaktion beschreibt, als vergleichbar für beide 

Fluorophorpaare angesehen werden.  

Die Du hfüh u g o  „A epto lea hi g“-(AB)-FRET-Messungen an diesen stabil 

transfizierten HEK-Zelllinien diente vor allem der Etablierung eines solchen oberen EFRET-

Wertes, für den eine Interaktion zwischen den für die FRET-Messung ausgewählten 

Fluoreszenzproteinen angenommen werden kann und erfolgte mit dem entsprechenden 

„LA“ AF Appli atio  Wiza d“ Lei a Mi os ste s . Diese Applikatio  e e h et de  EFRET-

We t a ha d des „˂ue he “ des Do o s, also de  ablöschen von dessen 

Fluoreszenzintensität durch den Energietransfer auf den Akzeptor. Wird der Akzeptor 

gebleicht, wird somit ein Energietransfer von Donor auf Akzeptor unterbunden. Diese 

Differenz zwischen der Fluoreszenzintensität des Donors vor (I CFP) und nach (I CFPFRET) 

dem Bleichen des Akzeptors lässt einen direkte Rückschluss auf die Effizienz der 

stattfindenden Interaktion zu: � � = − � � � � � �  . Die Stärke der Energieübertragung 

von Donor auf Akzeptor und somit die Änderung der Fluoreszenzintensität des Donors 

nach dem Bleichen des Akzeptors ist direkt abhängig von dem Abstand dieser beiden 

Fluorophore zueinander. Aus diesem Grund kann die abgewandelte Formel zur 

Berechnung von EFRET anhand der sich ändernden Fluoreszenzintensitäten des Donors 

ebenfalls, zumindest wenn eine fehlerfreie Bestimmung der Fluoreszenzintensitäten des 

Donors gewährleistet werden kann, verwendet werden. 

So kann anhand der durchgeführten Kontrollmessung ein Wert von 0,7 (Abbildung IV.2) 

als Wert für eine zu erwartende Interaktion zwischen den beiden zu untersuchenden, 

Fluoreszenzproteinen angenommen werden. Dieser Wert entspricht zwar nicht dem 

theoretischen maximalen EFRET-Wert von 0,982, der bei minimalem Abstand der beiden 

Fluorophore CFP und YFP zueinander zu erwarten wäre, aber wie bereits oben erwähnt, 

erlauben verschiedene unberechenbare Faktoren, so vor allem der Orientierungsfaktor 

 keine genaue Berechnung der maximal zu erwartenden FRET-Effizienz, weshalb 

überhaupt erst diese Kontrollmessungen durchgeführt werden mussten. Der Wert, der 

die untere Grenze beschreibt, beträgt 0,1 und ist somit gering genug um den zu großen 

Abstand zwischen den beiden Fluorophoren und somit die Funktionalität des 

experimentellen Systems zu demonstrieren. Diese Werte können im Anschluss für die 
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Bewertung der eigentlichen, an den Proteinen von Interesse durchgeführten Messungen 

herangezogen werden (Abbikdung 3.5, Seite 115; Abbildung 3.9, Seite 119; Abbildung 

3.25, Seite 137; Abbildung 3.28, Seite 142).  

 

 

 

IV.2: Definition des oberen und unteren EFRET-Wertes in stabil transfizierten HEK-
Zelllinien mittels AB-FRET 
AB-FRET-Messungen durchgeführt an den stabil transfizierten HEK-Zelllinien B77 und B78 

dienen der Definition eines unteren und eines oberen EFRET-Wertes für die Interaktion 

zwischen CFP und YFP. Bei B77 handelt es sich um HEK-Zellen, die beide Fluorophore mit 

einer kurzen Aminosäurekette verknüpft exprimieren, wodurch ein großer FRET erwartet 

wird und B78 ist eine HEK-Zellkultur, die ein Konstrukt exprimiert, in dem die beiden 

FRET-Fluorophore mit einer langen Aminosäurekette verknüpft sind, weshalb ein 

geringer FRET zu erwarten ist. A: Statistische Auswertung der gemessenen EFRET-Werte 

der B77- und B78-Zellen. Für die Positivkontrolle B77 ergibt sich ein Wert von 0,7 (n=13, 

±MSE) und für die Negativkontrolle B78 ein minimaler Wert von 0,1 (n=7, ±MSE). 

“tatistis h sig ifika te U te s hiede p ,  si d it z ei “te e  geke zei h et. B 
und C: Abbildungen der B77- und B78-Zellkulturen vor dem Bleichen des 

Akzeptorfluoropho s YFP  i  de  ei gezei h ete  ˃OIs „˃egio  of I te est“  u d 
danach. Die in den Mischbildern eingezeichneten Größenskalen gelten auch für die 

entsprechenden Einzelkanalbilder. Die FRET-Bilder geben die anhand einer Farbskala (D) 

zu deutenden EFRET-Werte zwischen 0-1 und deren Verteilung in den Zellen in den 
gemessenen ROIs wieder. 



IV Kontrollmessungen 

 

252 

 

IV.2 Bestimmung des DNA-Verhältnisses zur Kotransfektion von HEK-
Zellen 

 
 

Für die Messung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), produziert durch die 

phosphorylierungsbedingt aktivierten NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF (siehe 2.9, 

Seite 93; 3.2.3.1, Seite 143) in HEK-Zellen ist die Kotransfektion der Oxidasen und den als 

potentielle Interaktionspartner ausgewählten Kinasen notwendig. Um eine gleichmäßig 

starke Expression beider Proteine in den Zellen und somit vergleich- und verwertbare 

Messergebnisse zu gewährleisten, wurden 1,5x105 Zellen/pro ml Medium (2 ml 

insgesamt) auf runden Objektträgern in 6-Wellplatten ausgesät, 24h bei 37°C inkubiert 

und danach mit den entsprechenden Plasmiden in verschiedenen Verhältnissen 

kotransfiziert. Nach weiteren 48h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen auf die 

Expressionseffizienz und das Expressionsverhältnis beider Proteine hin mikroskopisch 

untersucht. Es zeigt sich, dass die Kinasen generell stärker exprimiert werden als die 

Oxidasen (Abbildung IV.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.3: Koexpression von AtrbohD und CPK5 in verschiedenen Verhältnissen in HEK-Zellen 
Die Koexpression von YFP::AtrbohD und CPK5::CFP in verschiedenen DNA-Verhältnissen 

in HEK-Zellen ergibt, dass ein DNA-Verhältnis von 100:25 zu einer ausreichend 

gleichmäßigen und starken Expression beider Proteine führt. Es wurden insgesamt 3x105 

Zellen auf runden Objektträgern ausgesät und transfiziert. Für die Aufnahmen und die 

Auswertung der Expressionsstärken, wurden immer gleich große Bildausschnitte mit 

vergleichbarer Zellanzahl ausgewählt und vermessen. Die angegebenen relativen 

Fluoreszenzintensitäten (relat. FI) entsprechen der detektierbaren Gesamtfluoreszenz 

aller abgebildeten Zellen. Die abgebildete Koexpression von AtrbohD und CPK5 dient als 

Beispiel für alle anderen koexprimierten Oxidase-Kinase-Kombinationen. Die in den 

Mischbildern eingezeichneten Größenskalen gelten auch für die entsprechenden 

Einzelkanalbilder.    
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Vor allem bei einem verwendeten DNA-Verhältnis von 50:50 (Oxidase:Kinase) ist dieser 

Expressionsunterschied der beiden fluoreszent markierten Proteine anhand des 

Unterschiedes, der für das gesamte Bild bestimmten relativen Floureszenzintensität 

(relat. FI) am deutlichsten zu erkennen. Bei einem DNA-Verhältnis von 75:25 ist dieser 

Unterschied in dem zu beobachtenden Expressionsverhältnis immer noch sehr deutlich 

zu erkennen, aber schon geringer. Erst bei einem eingesetzten DNA-Verhältnis von 

100:25 zeigt sich, dass die Oxidase und die kotransfizierte Kinase annähernd gleichmäßig 

stark exprimiert werden. Dieses Verhältnis wurde dann durch die Visualisierung und 

Bestimmung der relat. FI der fluoreszenten Proteine nach Koexpression aller analysierten 

Oxidase-Kinase-Kombinationen (exemplarisch wird in Abbildung IV.3 nur die 

Kotransfektion von AtrbohD und CPK5 gezeigt) in transfizierten HEK-Zellen etabliert und 

für alle durchgeführten ROS-Messungen eingesetzt (Abbildung 3.28, Seite 142; Abbildung 

3.30, Seite 143; Abbildung 3.31, Seite 144; Abbildung 3.33, Seite 146). 

 

 

IV.3 SE-FRET in HEK-Zellen 
 

 

Da jede verfügbare Methode zur Messung der Interaktion zwischen zwei oder mehr 

Proteinen Vor- aber auch Nachteile hat, reicht die Durchführung von nur einer Methode 

allein normalerweise nicht aus, um eine untersuchte Interaktion eindeutig bewerten zu 

können. Aus diesem Grund erfolgte die Verifizierung des für die ROS-Messungen 

gewählten heterologen HEK-Zellsystems nicht nur durch Wiederholung der zuvor im 

Protoplastensystem durchgeführten Methode des AB-FRET (siehe Abbildung 3.28, Seite 

142), sondern durch zusätzliche Wiederholung der ebenfalls zuvor durchgeführten 

Methode des SE-FRET. Dafür wurden die HEK-Zellen transient mit der Oxidase AtrbohD 

und der zuvor als Interaktionspartner identifizierten Kinase CPK5, als Positivkontrolle 

(Dubiella et al., 2013), sowie mit der potentiell interagierenden Kinase Snrk2.7 

transfiziert. Die SE-FRET-Messungen wurden an mehreren Zellen gleichzeitig 

durchgeführt. Dazu wurden zuerst die Fluoreszenzintensitäten der beiden Fluorophore 

CFP und YFP bestimmt. Diese Kontrollmessungen, bei denen anhand von einfach 

transfizierten Zellen entweder nur die Donoremission ohne den Einfluss des Akzeptors, 

oder nur die Akzeptoremission ohne den Einfluss der Donoremission, sowie der 

auftretende FRET  detektiert wurden, wurde durchgeführt, um die für die eigentlichen 

Messungen und vor allem für die Auswertung notwendigen Kontrollfaktoren (Abbildung 

IV.4) zu definieren.  

Direkt im Anschluss wurde die Interaktion der Oxidase mit einer der beiden Kinasen in 

den kotransfizierten Zellen bestimmt. Dann wurden die gleichen Zellen für 30 min mit 

50µm MCD behandelt, um die Wirkung von MCD auf die Interaktion der beiden 

untersuchten Proteine nachzuweisen und erneut auf gleiche Weise wie zuvor vermessen. 

Die Messu g sel st u de it de  „“E-FRET-Wiza d“ de  Lei a-Software durchgeführt. 
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Dafür war es notwendig entsprechende, einmal etablierte Parameter wie Blendenweite, 

Detektorintensität, Format, Scangeschwindigkeit, etc. bei zu behalten und somit alle SE-

FRET-Messungen mit den gleichen Kontrollfaktoren durchzuführen, so dass diese 

Messungen dann miteinander vergleichbar waren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Auswertung und die Bestimmung der apparenten FRET-Effizienzen EA(i) entsprechend 

zu den Intensitäten der in den drei Kanälen aufgezeichneten Signale (Donor, FRET, 

Akzeptor) erfolgt nach folgender Formel und unter Einbezug der zuvor definierten 

Kontrollfaktoren (Wouters et al., 2001): � =  − × − ×
 

Die auf diese Weise, für die Interaktion zwischen AtrbohD und CPK5 bestimmten EA(i)-

Werte liegen in dem Bereich von 0,63- 1,61 und bestätigen, wie bereits publiziert, eine 

deutliche Interaktion der NADPH-Oxidase AtrbohD mit der Kinase CPK5 (Dubiella et al., 

2013). Für die Interaktion zwischen AtrbohD und der Kinase Snrk2.7 konnten ähnlich 

IV.4: Kontrollfaktoren für die 
Interaktionsanalysen mittels 
SE-FRET 
Oben: Für die Kontroll-

messungen wurden Zellen mit 

CFP- bzw. YFP transfiziert und 

die relativen Fluoreszenz-

intensitäten (relat. FI) 

innerhalb der markierten ROIs 

„˃egio  of I te est“  o  de  
Emission im Donorkanal (A), 

der Detektion des FRET (B) 

oder der Emission des 

Akzeptors (C) gemessen. 

Unten: Die oben gemessenen 

relat. FI dienten dann der 

Bestimmung von Kontroll-

fakto e  α-δ , die fü  die 
Auswertung der anschlie-

ßenden SE-FRET-Messungen 

und die Bestimmung der 

apparenten FRET-Effizienzen 

(EA(i), Abbildung IV.5) 

notwendig waren. (Abbildung 

modifiziert: Leica 

Microsystems, Confocal 

Appli atio  Lette  „LA“ AF 
Application Wizard - FRET 

“e sitized E issio “ No. , 
September 2006) 
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hohe Werte zwischen 1,09-1,68 gemessen werden, was ebenfalls eine deutliche 

Interaktion zwischen diesen beide Proteinen bestätigt.  

Diese beiden Interaktionen sind, ebenfalls auf einem vergleichbar hohen Niveau, auch 

mit Hilfe der AB-FRET-Methode in HEK-Zellen nachweisbar (Abbildung 3.28, Seite 142). 

Dadurch werden einerseits beide Kinasen als Interaktionspartner für die Oxidase AtrbohD 

bestätigt und andererseits, durch Vergleich mit den zuvor im Protoplastensystem 

gewonnenen Ergebnissen (Abbildung 3.25, Seite 137), kann die Funktionalität des HEK-

Zellsystems für die anschließenden ROS-Messungen (Abbildung 3.30, Seite 143; 

Abbildung 3.31, Seite 144) und somit für die Charakterisierung der Oxidaseaktivität 

herangezogen werden können.  

Weiterhin zeigt sich deutlich, dass die Interaktion zwischen AtrbohD und sowohl CPK5 als 

auch Snrk2.7 durch die 30-minütige Behandlung der transfizierten HEK-Zellen mit 50µM 

MCD gesteigert werden kann (Abbildung IV.5). Die Interaktion zwischen AtrbohD und 

CPK5 kann durchschnittlich um 29% gesteigert werden und zwischen AtrbohD und 

Snrk2.7 um 18%. Dadurch zeigt sich weiterhin, dass die Interaktion zwischen AtrbohD und 

CPK5 etwas, wenn auch nicht signifikant (p=0,15) stärker von einer sterolreichen 

Umgebung abhängig zu sein scheint. Diese Induktion der Interaktion zwischen Oxidase 

und den beiden Kinasen durch MCD, also durch eine Sterolreduktion, bestätigt damit 

auch die Verwendung von 50µM MCD als die geeignte Konzentration, mit der im 

Anschluss die Induktion der Oxidase-vermittelten ROS-Synthese gemessen wurde 

(Abbildung 3.30, Seite 143; Abbildung 3.31, Seite 144).  
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IV.5: Interaktionsanalysen mittels SE-FRET in HEK-Zellen 
Abbildung auf der Vorderseite: Messung der Interaktion zwischen YFP::AtrbohD + 

CPK5::CFP als Positivkontrolle. A: Abbildung der gemessenen Zellen transfiziert mit 

CPK5::CFP und YFP::AtrbohD (n=4) in den drei Kanälen für CPF, FRET und YFP ohne 

Behandlung mit MCD und nach 30-minütiger Behandlung mit 50µM MCD. Die mit ROIs 

„˃egio  of I te est“  a kie te  u d ge esse e  )elle  si d i  de  A ildu g fü  die 
FRET-Kalkulationen eingezeichnet. B: Statistische Auswertung der gemessenen relativen 

Fluoreszenzintensitäten (relat.FI) der mit ROIs markierten und gemessenen Zellen vor 

(hellere Balkenfarbe) und nach 30-minütiger Behandlung der derselben Zellen mit 50µM 

MCD (dunklere Balkenfarbe). Nach MCD-Behandlung ist eine Senkung der relat. FI des 

Donors und eine Steigerung der relat. FI im FRET- und im Akzeptorkanal zu sehen. C: 

Statistische Auswertung der berechneten apparenten FRET-Effizienzen (EA(i)) der 

gemessenen Zellen vor (hellere Balkenfarbe) und nach der Behandlung der transfizierten 

Zellen mit 50µM MCD (dunklere Balkenfarbe). Es ist ein deutlicher Anstieg der EA(i) nach 

MCD-Behandlung zu erkennen. 

Abbildung auf dieser Seite: Messung der Interaktion zwischen YFP::AtrbohD + 

Snrk2.7::CFP. A: Abbildung der gemessenen Zellen transfiziert mit Snrk2.7::CFP und 

YFP::AtrbohD (n=7) in den drei Kanälen für CPF, FRET und YFP ohne Behandlung mit MCD 

und nach 30-minütiger Behandlung mit 50µM MCD. B: Statistische Auswertung der 

gemessenen relat.FI der mit ROIs markierten und gemessenen Zellen vor und nach 30-

minütiger Behandlung derselben Zellen mit 50µM MCD. Nach MCD-Behandlung ist eine 

Senkung der relat. FI des Donors und eine Steigerung der relat. FI im FRET- und im 

Akzeptorkanal zu sehen. C: Statistische Auswertung der berechneten EA(i) der 

gemessenen Zellen vor  und nach der Behandlung der transfizierten Zellen mit 50µM 
MCD. Es ist ein deutlicher Anstieg der EA(i) nach MCD-Behandlung zu erkennen. 
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Anhang V - Abkürzungsverzeichnis 
 

AAO3   „Abscisic-Aldehyde O idase “ 

ABA   „Abscisic A id“ A s i i säu e  

ABA2   „ABA Deficient 2“ 

ABFs    „ABA-responsive element Binding Fa to “ 

ABI1   „ABA-Insensitive 1“ 

ABI2   „ABA-Insensitive 2“ 

ABRE   „ABA-Responsive-Ele e t“ 

AFM   „Atomic Force Mi os op “ 

AHG1   „ABA-Hypersensitive Ge i atio  “ 

AJ   „Autohinbitory Ju tio “ autohi ito is he Ve z eigu gsstelle  

AMPKs   „AMP-activated Ki ase“ 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

BCA   „Bicinchoninic A id“ Bichinchoninsäure) 

BiFC „Bimolecular fluorescence co ple e tatio “ Bimolekulare 

Fluoreszenzkomplementation 

Bp   „base pai s“ Base paa e  

BSA   Bovines Serumalbumin 

Bzw.   beziehungsweise 

ca.   circa 

CBD   Ca2+-Bindedomäne 

CBLs    „Calcineurin-B like p otei s“ 

CC   „Correlation Coeffi ie t“ Ko elatio skoeffizie t  

CCV   „Clathrin-Coated Vesi les“ Clath i -beschichtete Vesikel) 

CD21 und 46  „Cluster of Diffe e tiatio “ e s hli he  Ko ple e t ezepto  

Cdi   „Carbon dioxide i se siti e“ 

CDPKs   „Calcium-Dependent Protein Ki ases“ 

CFP   „Cyan Fluoescent P otei “ 

CFTR    „Cystic Fibrosis conductance Regulato “ 

CIPKs   „CBL-Interacting Protein Ki ases“ 

CLSM   „Confokal Laser Scanning Mi os op “ 

Col0   Columbia-0 

cRNA   „coding RNA“ kodie e de ˃NA  

CT   C-Terminus 

d.h.   das heißt 

DG   Deckgläschen 

DGDG   Digalaktosyldiacylglycerol 

DIG   „Detergent-Insoluble-Gl kolipid e i hed e a e“ 

DMEM   „Dul e o’s Modified Eagle Mediu “ 
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DNA   „Desoxyribonucleic a id“ (Desoxyribonukleinsäure) 

dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DOPC „ , -Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholi “ s thetis hes 
Phosphocholin) 

DRM   „Detergent-Resistant Me a e f a tio “ 

dsDNA   „double stranded DNA“ doppelst ä gige DNA  

DSF   „Detergent-Soluble F a tio “ 

DTT   Dithiothreitol 

EFRET   FRET-Effizienz 

eNOS   endotheliale NO (Stickstoffmonoxid)-Synthase 

EPR   „Electron Paramagnetic Reso a e“ Elekt o e spi eso a z  

etc.   et cetera (und so weiter) 

EV1   Echovirus 1 

FBS   „Fetale Bovine Se u “  
FCS   „Fluorescence Correlation Spe t os op “ 

FRAP    „Fluorescence Recovery After Photobleaching 

FRET   Förster-Resonanzenergietransfer 

fwd   „Forward“ o ä ts  

GAP   GPI-verankertes Protein 

GEM   „Glycosphingolipid Enriched Me a e“ 

GFP   „Green Fluorescent P otei “ 

GTP   Guanosintriphosphat 

GUV   „Giant Unilamellar Vesi les“ 

HA   Hämagglutinin des Influenzavirus A 

HAB1    „Homology to ABI1“ 

HEK-Zellen „Human Embryonal Kid e “ e s hli he e o ale 
Nierenzellen) 

HIV   „Human Immunodeficiency Virus“ 

HPLC „High Performance Liquid Ch o atog aph  
(Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 

HRP   „Horseraddish Pe o idase“ Mee etti hpe o idase  

IPP   Isopentenylpyrophosphat 

kb   Kilobasen 

kDa   Kilodalton 

l   Liter 

LB-Medium  Luria-Bertani-Medium 

LRR   „Leucine-Rich-Repeat“ 

MAMPs  „Microbe-Associated Molecular Patte s“ 

MAP   Mitogen Aktiviertes Protein 

MCC   „Membrane Compartment of Ca “ 

MCD   Methyl-β-Cyclodextrin 

MEP-Weg  Methylerythritolphosphatweg 
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MHC „Major Histocompatibility Class I“ 
(Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse I) 

MCP   „Membrane Compartment of P a “ 

MCS   „Multiple Cloning Site“ Pol li ke  

MDR-Protein  „Multidrug Resista e“-Protein 

MGDG   Monogalaktosyldiacylglycerol 

min   Minute(n) 

ml   Milliliter 

ms   Millisekunde 

MSE   „Mean Squared E o “ Mittle e uad atis he A ei hu g  

NMR   „Nuclear Magnetic Reso a e“ Ke spi eso a z  

NRT1.1   „Nitrate T a spo te  . “ 

NTP   Nukleotidtriphospat 

ON   „Over Night“ ü e  Na ht  

p.   pro 

PA   „Phosphatic A id“ Phosphatidsäu e  

PAA   Polyacrylamid 

PAMPs   „Pathogen-Associated Molecular Patte s“ 

PE   Phosphatidylethanolamin 

PCR   „Polymerase Chain Rea tio “ Pol e ase Kette  ˃eaktio e  

PDGF   „Platelet-Derived Growth Fa to “ Wa hstu sfakto  

PEG   Polyethylenglykol 

PK-D   Proteinkinasedomäne 

PI   „ o plete EDTA-free Protease I hi ito  o ktail ta lets“  
PIG   „Particle Inflow Gu “ Ge -Kanone) 

PKS   Proteinkinase S 

PM   Plasmamembran 

PMT   „Photomultiplier tu e“ Detekto  

PP2C   Proteinphosphatase 2C 

PRR    „Pattern Recognition Re epto s“ 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

PVPP   Polyvinylpolypyrolidon 

PVX   „Potato Virus X“ Ka toffel i us X  

PYR1   „Pyrabactin Resistance 1“ 

rev   „ e e se“ ü k ä ts  

RCAR1/PYL9  „Regulatory Component of ABA Re epto  / PY˃  like “ 

Rcd   „Radical induced cell death“ 

RLU   „Relative Luminescent U its“ ˃elati e Lu i esze zei heite  

RNA   „Ribonucleic a id“ ˃i o uklei säu e  

RNase   Ribonuklease 

ROI   „Region Of I te est“ ˃egio  o  I te esse  

ROS   „Reactive Oxygen Spe ies“ eakti e Sauerstoffspezies) 
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rpm   „revolutions per mi ute“ U d ehu ge  p o Mi ute  

RT   Raumtemperatur 

SCS   Snrk2-interagierender Calcium-Sensor 

SDS-Page  „Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel ele t opho esis  

SDT   “Single Dye T a i g  

sec   Sekunde(n) 

SFV   Semliki-Forest-Virus 

SIN   Sindbis-Virus 

SLAC1   „Slow Anion Channel-associated 1“ 

SLAH3   „SLAC1 Homologue 3“ 

SNFs   „ Sucrose Non-Fe e te s“ 

Snrks   „SNF1-related ki ases“ 

SOD   Superoxiddismutase 

SOS2   „Salt Overly Sensitive 2“ 

SRD   Sterolreiche Domänen 

SRM   „Selected Reaction Mo ito i g“ 

ssDNA   „single stranded DNA“ ei zelst ä gige DNA  

STED   „Stimulated Emission Depletio  

SUV   „Small Unilamellar Vesi les“ 

SV40   Simian-Virus 40 

T-DNA   Transfer-DNA 

TEM   Transelektronenmikroskopie 

TEMED   Tetramethylethylendiamin 

Ti-Plasmid  Tumor-induzierendes Plasmid 

TIRFM   „Total Internal Reflection Mi os op “ 

TM   „Temperature of Melti g“ “ h elzte pe atu  

USER   „Uracil Specific Excision Reage t“ 

UZ   Ultrazentrifuge 

VRAC    „Volume-Regulated Anion Cha el“ 

WB   Western Blot 

YFP    „Yellow Fluorescent P otei “ 

z.B.   zum Beispiel 
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Anhang VI – Begriffserklärung 
 

14-3-3-Proteine 
sind eine Familie konservierter, regulatorischer Moleküle, die in allen eukaryontischen 

Zellen exprimiert sind und eine Vielzahl von funktionell diversen Signalproteinen 

(Kinasen, Phosphatasen, Transmembranrezeptoren) binden können.  
 

ABA2 
ist eine Xanthoxindehydrogenase in der Biosynthese von ABA. 
 

ABI1 
ist die Proteinphosphatase 2C 56 und wirkt inhibitorisch in ABA-Signalwegen. 
 

ABI2 
ist die Proteinphosphatase 2C 77 und wirkt wie ABI1 inhibitorisch in ABA-Signalwegen. 
 

ABFs 
sind ABA-induzierbare DNA-bindende Proteine und eine Unterfamilie der bZip-Proteine. 
 

Abscisinsäure 
ist ein Phytohormon mit meist antagonitischer Wirkung, wodurch es anderen 

Phytohormonen, wie den Cytokinen, den Auxinen und Gibberellinen entgegenwirkt. 
 

AHG1 
ist eine Proteinphosphatse 2C und wirkt an der ABA-stimulierten Samenkeimung. 
 

AKT1 
ist ein einwärtsgerichteter Kaliumkanal. 
 

Aquaporine  
sind Proteine, die Kanäle in der Plasmamembran bilden und so den Einstrom von Wasser 

und kleinen, ungeladenen Molekülen ermöglichen. 
 

Auxine 
sind eine Gruppe von natürlichen (dann zu den Phytohormonen gehörend) und 

synthetischen Wachstumsregulatoren mit multipler Wirkung auf Wachstums- und 

Differenzierungsprozesse bei Gefäßpflanzen.  
 

BY2-Zellen 
Ist eine pflanzliche Zelllinie, generiert aus einem Callus, der auf einem Keimling von 

Nicotiana tabacum . BY  Kulti a  „B ight Yello  ge e ie t u de. 
 

Calyculin A 
ist ein Inhibitor von Proteinphosphatasen.  
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Can1  
ist eine Argininpermease in der Plasmamembran von Hefezellen. Sie benötigt 

Phosphatidylethanolamin (PE) zur Lokalisierung und ist ausschließlich mit 

Membrandomänen assoziiert. 
 

Caveolae 
sind 50 bis 100 Nanometer große, sackförmige Einstülpungen der Plasmamembran vieler 

Zellarten (außer Neuronen) und werden durch das monomere Protein Caveolin gebildet 

(Rothberg et al., 1992). Sie sind funktionell beteiligt an Endo- und Exozytose von 

Transportvorgängen (Pelkmans et al., 2004) und sind abhängig von Cholesterol 

(Hailstones et al., 1998). 
 

CDI 
sind CO2-insensitive Mutanten der Modelpflanze Arabidopsis thaliana. 
 

CFTR 
ist ein ist ein membranintegraler Chloridkanal, der zu den cAMP-regulierten 

Ionenkanälen gehört. 
 

Chelate 
sind Verbindungen, bei denen ein Ligand (Chelator), der mehr als ein freies 

Elektronenepaar besitzt, mindestens zwei Bindungsstellen des Zentralatoms (meistens 

ein zweifach geladenes Metallion) einnimmt. Ligand und Zentralatom sind über 

koordinative Bindungen miteinander verknüpft, was bedeutet, dass das bindende 

Elektronenpaar allein vom Liganden bereitgestellt wird. 
 

Coiled-coil-Domäne 
ist ei e sta iles, li ea es P otei st uktu oti  das aus i deste s z ei α-)Einzelhelices 

besteht. Sie tragen zur Proteindimerisierung bei. 
 

CPI1 
ist die Cyclopropylisomerase, die die Umwandlung von pentazyklischen 

Cyclopropylsterolen zu konventionellen tetrazyklischen Sterolen katalysiert. Sie ist 

notwendig für die polare PIN2-Lokalisierung und -endozytose. 
 

CPKs 
sind eine Familie von Calcium-abhängigen Proteinkinasen. 
 

Cryptogein 
ist ein 10kDa großes hydrophiles Protein sezerniert von dem phytopathogenen 

Pseudopilz Phytophthora cryptogea und dafür bekannt Sterole zu binden und zu 

transportieren.  
 

DRMs 
die „Detergent-resistant membranes„ e de  als ei  io he is hes Ä ui ale t zu in 

vivo-„Lipid ˃afts“ a gesehe  u d du h )e t ifugatio  ü e  ei e  “a ha oseg adienten 

(siehe 2.11.4.3, Seite 102) nach Detergenzbehandlung (siehe 2.11.4.2, Seite 102) isoliert. 

Au h: DIMs „dete ge t-insoluble membranes) oder DIGs (detergent-insoluble 

gl op otei “ . 
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Cytokine 
sind Wachstumsfaktoren, also Proteine, die das Wachstum und die Zelldifferenzierung 

regulieren. 
 

DSF 
die „Dete ge t-solu le f a tio “ ist die gelöste Meh heit der Membranproteine, die sich 

nach der DRM-Aufreinigung am Boden des Saccharosegradienten absetzen. 
 

Elicitoren  
auch Induktoren oder Botenstoffe genannt, sind Substanzen, die in Pflanzen die 

Abwehrmechanismen gegen Fraßfeinde und Krankheitserreger auslösen. Endogene 

Elicitoren sind z.B. Jasmonsäure, Salicylsäure und bestimmte Oligosaccharide. Exogene 

Elicitoren sind z.B. Sterole aus Pilzen oder Volicitin aus dem Speichel bestimmter Insekten 
 

Filipin 
ist eine chemische, antifugale Komponente aus dem Pilz Streptomyces filipinensis 
 

flg22 
ist ein 22 Aminosäuren langer Teil des konservierten N-Terminus des Flagellins, einem 

Protein aus dem bakteriellen Flagellum, und dafür bekannt Immunantworten in Pflanzen 

zu aktivieren. Die Perzeption von Flagellin erfolgt in Pflanzen durch die Rezeptorkinase 

FL“  „flagelli -sensitive-2).  
 

Flotilline 
sind weithin exprimierte, evolutionär konservierte Proteine und spielen eine Rolle in der 

Clathrin-unabhängigen Endozytose (Glebov et al., 2006). 
 

Gap1  
ist eine generelle Aminosäurepermease. Sie ist essentiell für das invasive Wachstum 

pathogener Hefearten. 
 

Glyoxylasen 
sind eine Gruppe von Enzymen, die die Detoxifikation von Methylglyoxal und anderen 

reaktiven Aldehyden, die als Nebenprodukte des normalen Metabolismus entstehen, 

katalysieren. 
 

GPCR-Typ-G-Proteine 
sind ABA-Rezeptoren in Arabidopsis thaliana. 
 

HAB1 
ist die Proteinphosphatase 2C 16 und wirkt zusammen mit ABI inhibitorisch in ABA-

Signalwegen (Saez et al., 2006). 
 

Hup1  
ist ein Protonen/Hexose-Symporter der einzelligen Alge Chlorella kessleri. 
 

Hxt1  
ist ein Glukosetransporter mit geringer Affinität in Hefezellen. Durch Genomverdopplung 

existiert das Paralogon Hxt6. 
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In situ 

bezeichnet einen Prozess während dem sich das System selbst verändert. 
 

In vitro  

bezeichnet organische Vorgänge die außerhalb eines lebenden Organismus, in einer 

kontrollierten künstlichen Umgebung stattfinden. 
 

In vivo  

bezeichnet Prozesse, die in einem lebenden Organismus ablaufen. 
 

Ionomycin 
ist ein Ionophor und vermag als solches Calciumionen durch biologische Membranen zu 

transportieren. 
 

K-252a 
ist ein selektiver Inhibitor der Aktivität von Proteinkinasen. 
 

KAT1 
ist ein spannungsgesteuerter Kaliumionenkanal. 
 

MAMPs und PAMPs  

sind für Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten essentielle und hoch konservierte 

Strukturmotive oder Moleküle, die charakteristisch für dieses breite Spektrum an 

Mikroorganismen sind und es dem Immunsystem des Wirtes ermöglichen, das Eindringen 

der Pathogene zu erkennen. 
 

Mg-Chelatase 
ist ein Enzym aus drei Komponenten und katalysiert die Insertion von Mg2+ in das 

Protoporphyrin IX.  
 

PEN1 
oder auch SYP121 genannt, ist ein Syntaxin. 
 

PEN2  
ist eine Glykosylhydrolase. 
 

PEN3 
oder auch PDR8 genannt, ist ein ABC- „ATP i di g assette“  T a spo te . 
 

PINs 
„PIN-Fo ed“ P otei e si d seku dä e T a spo te , die de  Auss hluss o  Au i  aus 
den Zellen von multizellulären Pflanzen gewährleisten. Sie regulieren auch die 

asymmetrische Verteilung von Auxin, der für zahlreiche Entwicklungsprozesse notwendig 

ist (Krecek et al., 2009). 
 

PIPs 
sind Aquaporine die den Transport von Wasser und kleinen ungeladenen Molekülen über 

die Plasmamembran gewährleisten.  
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pKa-Wert 
ist die Säurekonstante, die Aufschluss darüber gibt in welchem Maße ein Stoff in einer 

Gleichgewichtsreaktion mit Wasser unter Protolyse reagiert.  
 

Pma1  
ist eine Protonen-ATPase der Plasmamembran und pumpt Protonen aus der Zelle heraus 

und reguliert so den zytoplasmatischen pH-Wert und das Membranpotential in 

Hefezellen. 
 

PP2C-Familie 
ist die Familie der Proteinphosphatasen 2C. 
 

PYR1 
ist ein dimerer ABA-Rezeptor. 
 

Pyrabaktin 
4-Bromo-N[Pyridin-2-yl Methyl]Naphthalen-1-Sulfonamid, ist ein synthetisches 

Sulfonamid, das ABA imitiert. 
 

Ras  
ist ein monomeres GTP-bindendes Protein und ein zentrales Glied verschiedener 

Signaltransduktionswege, die Wachstums- und Differenzierungsprozesse regulieren.  
 

RCAR/PYR/PYL-Familie 
ist eine Familie von insgesamt 14 ABA-Rezeptoren. 
 

RCD 
ist ein Protein in Arabidopsis thaliana, das eine putative Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 

katalytische Domäne und eine WWE-Protein-Protein-Interaktionsdomäne besitzt. 
 

Ribose-5-phosphat-Isomerase 
ist ein Enzym das Ribose-5-phosphat und Ribulose-5-phosphat ineinander umwandelt. 
 

R-Typ 
ist eine Art von spannungsabhängigen Anionenkanälen, die schnell aktiviert werden 

können. 
 

SLAC1 
Ist ein Anionenkanal vom S-Typ in Schließzellen. 
 

SLAH3 

Ist ein, dem SLAC1 homologer, Anionenkanal vom S-Typ in Schließzellen und vor allem im 

Mesophyll. 
 

SMT1 
ist die Cycloartenol-c-24-Sterolmethyltransferase und kontrolliert die 

Sterolkonzentration in Pflanzen (Diener et al., 2000). 
 

Snrks 
sind eine Familie von Calcium-unabhängigen Proteinkinasen. 
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START-Proteine 
sind P otei e die ei e „“te oidoge i  a ute egulato  p otei  “tA˃ -related lipid-

t a sfe “-Domäne besitzen. Diese Domäne besteht aus ~210 konservierten Aminosäuren, 

die eine hydrophobe Tasche für Ligandenbindung, formen. Zu diesen Proteinen gehören 

die Mitglieder der RCAR/PYR/PYL-Familie (Clark, 2011). 
 

STED 
ist eine 1999 experimentell realisierte fluoreszenzmikroskopische Technik, deren 

Auflösung nicht beugungsbegrenzt ist und nach dem RESOLFT-Prinzip arbeitet (Hell und 

Wichmann, 1999).  
 

S-Typ 
ist eine Art von geringfügig spannungsabhängigen Anionenkanälen, die eher langsam 

aktiviert werden. 
 

Sur7  
ist ein Plasmamembranprotein in Hefezellen mit bisher unbekannter Funktion. 
 

SUT1 
ist ein membranintegraler Saccharosetransporter. 
 

Transiente Expression 
vorübergehende Expression eines Genes, das zwar von einer Zelle in Form eines 

Plasmides aufgenommen, aber nicht in das eigene Genom integriert wird. ≠ stabile 

Expression. 
 

Tropismus 
ist eine gerichtete, von einem bestimmten Reiz ausgehende Reaktion einer Pflanze in 

Form einer Bewegung. Der Gravitropismus beschreibt die Fähigkeit einer Pflanze ihre 

Organe durch Wachstumskrümmung in eine bestimmte Lage zur Erdbeschleunigung zu 

bringen. 
 

Vortexen 
ist eine Art der wirbelartigen Vermischung von Lösungen in einem Reaktionsgefäß, in dem 

dieses einer starken Vibration ausgesetzt wird. 
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