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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entwicklung und Charakterisierung der verschiedenen Algengruppen
Bis heute ist die Evolution der unterschiedlichen pflanzlichen Linien ein kontrovers diskutiertes Thema. Gerade bei

den einzelligen Organismen werden Eigenschaften gefunden, die eine klassische Abgrenzung der ,,Pflanzen* von
z.B. den ,,Tieren” verkomplizieren. Neben einer aktiven Beweglichkeit finden sich heterotrophe bzw. parasitire
Lebensweisen bei den pflanzlichen Zellen. Margulis und Schwartz (1989) fassen deswegen alle einzelligen
Organismen in die Gruppe der Protoctisten. In der Regel wird jedoch zwischen Protozoa, Pilzen, Algen und

Pflanzen unterschieden.

Das besondere Merkmal der Algen und der pflanzlichen Zellen ist der Besitz von Chloroplasten. Fiir die Entstehung
der Plastiden wurde von Mereschkovsky (1905) und Schimper (1883) die Aufnahme eines prokaryotischen,
photoautotrophen Vorlduferorganismus durch einen Ur-Eukaryoten vorgeschlagen. Entsprechend der von ihnen
formulierten ,,Endosymbiontentheorie® wurde im Laufe der Evolution dieser Fremdorganismus zu einem
Zellorganell umgewandelt. Auch fiir weitere eukaryotische Zellbestandteile wird ein endosymbiontischer Ursprung
diskutiert. Fiir die Bildung des Ur-Eukaryoten wird eine Fusion aus einem «-Proteobakterium (spiteres
Mitochondrium) und einem Archaebakterium (Cytoplasma) postuliert (Miiller und Martin 1999).

Nach phylogenetischen Untersuchungen wird der Ursprung der Plastiden mit einer einmaligen Aufnahme
(Monophylie) eines cyanobakteriellen Vorlaufers durch eine eukaryotische Wirtszelle diskutiert (Gray 1989, Martin
et al. 1998). Die Mboglichkeit einer mehrfachen, unabhdngigen Aufnahme (Polyphylie) von verschiedenen
Cyanobakterien-Linien ist jedoch nach Delwiche und Palmer (1997) nicht eindeutig ausgeschlossen. Im Verlauf der
Entwicklung zu einem Endosymbionten wurden Gene aus dem Genom des cyanobakteriellen Vorldufers in den
Kern des Wirtes integriert. Nach McFadden (1999) stellte dieser Gentransfer fiir die ,,Ur-Plastide” einen
evolutiondren Vorteil dar, da das diploide Kerngenom einerseits eine erhohte Mutationsrate und andererseits einen
Schutz vor benachteiligenden Mutationen aufweist. Um die Plastidenfunktion aufrecht zu erhalten, entwickelten sich

Mechanismen, die die Translationsprodukte wieder in den Chloroplasten zuriicktransportieren.

Als Beleg fiir eine Plastidenevolution aus den Cyanobakterien wurde die Entdeckung der Glaucocystophyta
gewertet. Glaucocystophyten besitzen wie Cyanobakterien Chlorophyll a und Phycobilisomen als akzessorische
Pigmente sowie eine vergleichbare Thylakoidverteilung. Zudem wurde von Giddings et al. (1983) eine
Peptidoglucan-Wand zwischen den beiden Hiillmembranen der Plastiden (Cyanellen) gefunden. Nach Stammbaum-
Untersuchungen von 45 Plastiden-Proteinen durch Martin et al. (1998) zweigen die Glaucocystophyta sehr friih nach
der primédren Endocytobiose von den anderen Gruppen ab. Danach gliederte sich das Pflanzenreich vermutlich in
zwei groBe Aste (Abb. 1-1) (Martin et al. 1998). Die Chlorophyll a,b-Linie fiihrt iiber urspriingliche griine Algen
wie Mesostigma viride zu den Chlorophyten und den Streptophyten (hoheren Pflanzen, Charophyten) (Lemieux et
al. 2000). Dagegen weisen die Rhodophyten (Rotalgen) in der Rotalgen-Linie dieselbe Pigmentausstattung wie
Glaucocystophyten auf. Die divergente Entwicklung der Rot- und Griinalgen ist auch im Vergleich der
Plastidengenome und ihrer Genanordnung zu erkennen (Stoebe und Kowallik 1999; Reith und Munholland 1995).
Glaucocystophyten, Rot- und Griinalgen besitzen jeweils zwei Plastidenhiillmembranen.

Das Vorhandensein von Chloroplasten mit drei oder vier Hiillmembranen wird derzeit mit sekundéren
Endocytobiosen erklart. Hierbei wurde ein photoautotropher Eukaryot durch eine eukaryotische Wirtszelle

aufgenommen und anschliefend bis auf den Chloroplasten reduziert.
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Abbildung 1 - 1 Schematische Darstellung der Entwicklungslinien von Algen und Pflanzen

Vereinfachter Stammbaum verschiedener Algenlinien mit zusatzlicher Angabe ihrer Pigmente und der Anzahl der
Plastidenhillmembranen nach Martin et al. (1998), Douglas (1998) und Delwiche und Palmer (1997). Dinoflagellaten (Chl. a, c,
Peridinin) und die Apicomplexa sind aufgrund unklarer Daten zum Ursprung nicht aufgefiihrt. Die sekundadren Endosymbiosen
stellen unabhangige Ereignisse dar. Die Zahlenangaben geben die Anzahl der Hillmembranen um die Plastide wieder. Zusatzlich
sind entsprechende Zellen schematisch dargestellt. Mitochondrien sind als kleine wei3e Ovale, Kerne und Nukleomorph sind als
rote Kreise dargestellt. Plastiden sind farbig und im Fall der sekundaren Endocytobiosen mit ihren zusatzlichen Membranen
skizziert. Das mit Ribosomen besetzte CER der Crypto- und Heterokontophyten ist mit schwarzen Punkten an der auf3eren
Plastidenhillmembran angedeutet.

Ausgehend von Rot- bzw. Griinalgen als Endosymbionten entstanden durch unabhingige Endocytobiosen

verschiedene weitere Algengruppen.

Ein Beleg fiir die sekundidren Endocytobiosen wurde in der Entdeckung eines Kernrudiments (Nukleomorph) in der
Plastidenhiille des Endosymbionten bei Chlorarachniophyten und Cryptophyten gesehen (Douglas et al. 1991;
Hibberd und Norris 1984). Der Chlorarachniophyten- und Cryptophyten-Nukleomorph besteht aus drei kleinen
Chromosomen mit einer GesamtgroBe von ungefdhr 380 kb bzw. 515 kb. Es konnten bisher ribosomale Gene,
Chaperone (hsp70), Zellteilungsproteine (FtsZ) bzw. Gene fiir den Transkriptionsapparat (RNAhel, RNApol) im
Kernrudiment identifiziert werden (Gilson und McFadden 1996; Fraunholz et al. 1998). Cryptophyten weisen wie
die Rotalgen Chlorophyll a und Phycobilisomen auf, verwenden aber zusétzlich noch Chlorophyll ¢ als
akzessorisches Pigment. Die Plastiden der amdboiden Chlorarachniophyta sind dagegen vermutlich von Griinalgen
abgeleitet (McFadden et al. 1994; Van de Peer et al. 1996).

Beide Algengruppen als auch die grofle Gruppe der Heterokontophyta besitzen vier Hiillmembranen um die
Plastiden. Fiir die Heterokontophyta, zu denen auch die Kieselalgen (Diatomeen) gehoren, konnte bisher kein
Kernrudiment im periplastiddren Raum nachgewiesen werden. 1962 wurde erstmals eine ER-artige Umhiillung um
die komplexen Plastiden der Chrysophyceaen (Heterokontophyta) und Cryptophyceaen gezeigt, fiir den Bouck 1965
den Begriff ,,Chloroplasten-ER (CER)* prigte (Gibbs 1962; Bouck 1965). In den folgenden Jahren wurde dieser
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»ER-Sack® auch in anderen Heterokontophyten gefunden (Berkaloff 1963; Descomps 1963). Die von Rotalgen
abgeleiteten Heterokontophyten-Plastiden verwenden Chlorophyll a und c als Pigmente (Reith et al. 1995, Adachi et
al. 2000).

Auch fiir die Euglenophyten und den meisten Dinoflagellaten wird derzeit eine Entstehung durch eine sekundire
Endocytobiose favorisiert (Cavalier-Smith 1999). Nach Martin et al. (1998) sind die Euglenophyten mit den
Chlorophyten und den hoheren Pflanzen verwandt. Als zweiter Wirt wurden von Simpson (1997) die ndchsten
»tierischen™ Verwandten, die Euglenozoa, vorgeschlagen. Im Gegensatz dazu konnte es sich nach Calvalier-Smith
(1999) bei den Euglenozoa aber auch um reduzierte, phagotrophe Euglenophyten handeln. Die Plastiden der
Euglenophyten besitzen drei Hiillmembranen.

Dinoflagellaten stellen im Vergleich zu den anderen Algenlinien eine sehr heterogene Gruppe dar. Die meisten
Dinoflagellaten besitzen wie die Euglenophyten Plastiden mit drei Hiillmembranen, die moglicherweise abgeleitet
von Chlorophyten sind (Delwiche und Palmer 1997). Es wurden aber auch Arten mit bis zu fiinf Hiillmembranen
gefunden, die auf die Aufnahme (tertidre Endocytobiose) von Haptophyten und Cryptophyten zuriickgefiihrt werden
kann (Cavalier-Smith 1997). Neben photoautotrophen Arten sind auch Organismen mit phagotropher Lebensweise
gefunden worden. Endosymbiontische Arten (z.B. Symbiodinium) sind ebenfalls beschrieben worden (van den Hoek
etal. 1993).

Das Plastom der Dinoflagellaten scheint grundlegend von derzeit bekannten Plastidengenomen abzuweichen.
Anstelle den in einem zirkuldren pflanzlichen Plastom organisierten 100 — 200 Plastidengenen wurden bisher bei
Heterocapsa triquera nur neun Gene im Plastom gefunden. Diese liegen auBlerdem anscheinend jeder auf einem
Gen-Zirkel (,,Ein-Gen-ein-Ring“-Hypothese) (Zhang et al. 1999). Phylogenetische Analysen der gefundenen Gene
deuten eine ndhere Verwandtschaft der Dinoflagellaten zu Rotalgen bzw. Chromophyten (Cryptophyten und

Heterokontophyten) an.

Die Gruppe der Apicomplexa bildet ein Beispiel fiir eine problematische Einteilung zwischen Algen und Protisten.
Obwohl die Angehorigen dieser Gruppe bisher zu den ,tierischen® Einzeller gezéhlt worden sind, weisen sie den
Besitz eines Plastidenrudiment mit vier Hiillmembranen, den Apicoplasten, auf. Der Apicoplast ist vermutlich durch
sekundire Endocytobiose aus einer Griinalge entstanden (Kohler et al. 1997), obwohl phylogenetische
Untersuchung der Acetyl-CoA-Carboxylase I eher eine Verwandtschaft zu Diatomeen andeuten (Zuther et al. 1999).
Die Apicomplexa sind durch den Malaria- sowie den Toxoplasmose-Erreger, Plasmodium bzw. Toxoplasma, fir die
Medizin von Bedeutung. Untersuchungen von Zuther et al. (1999) zeigen die Hemmbarkeit von Toxoplasma mit

Herbiziden.

1.2. Ausgewdhlte Proteintransportwege innerhalb pflanzlicher Zellen

1.2.1. Der sekretorische Proteintransportweg

Eine zentrale Rolle fiir den Proteintransport innerhalb von eukaryotischen Zellen spielt das endoplasmatische
Reticulum (ER) und das Golgi-Netzwerk (Harter und Wieland 1996). Erste Hinweise fiir eine Synthese von
Proteinen und einem gleichzeitigen, kotranslationalen Transport am rauhen endoplasmatischen Reticulum wurden
schon in den 70er Jahren gefunden (Blobel und Sabatini 1971; Palade 1975). Proteine, die in das ER transloziert
werden sollen, bilden bei ihrer Translation an freien Ribosomen eine N-terminale Bindedoméne, die Signalsequenz

(Abb. 1-2).
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Abbildung 1 - 2 Kotranslationaler Transport an der ER-Membran

Darstellung der Proteinsynthese und Transport von sekretorischen Proteinen am ER. Nach Bindung der Signalsequenz durch das
Signalerkennungspartikel (SRP) wird die Translation von ER-Proteinen erst nach Bindung des Ribosoms am rauhen
Endoplasmatischen Reticulum und der Freisetzung des SRP ermdglicht. Wahrend der Translation wird das Protein in das ER-
Lumen transportiert, die Signalsequenz abgetrennt und bei Glykoproteinen mit Kohlenhydratketten (Glykosylierung) versehen.
AnschlieBend werden sekretorische Proteine in Vesikel verpackt und zum Golgi-Apparat transportiert.

Diese Region wird von einem im Cytosol vorliegenden RNA-Proteinkomplex, dem Signalsequenz-
Erkennungspartikel (SRP), erkannt. Die Anbindung des SRPs bewirkt eine Arretierung der weiteren Proteinsynthese
am Ribosom. Das SRP besteht aus einem 7S-RNA-Grundgeriist und sechs verschiedenen Proteinen (Walter, Blobel
1982). Die Bindung der Signalsequenzen erfolgt durch die 54 kDa-Komponente (SRP54) des SRPs. Dieses besitzt
eine methioninhaltige Bindedoméne mit einer Tendenz zur Ausbildung einer amphiphilen o-Helix, die sich auch in
dem prokaryotischen Gegenstiick Fth aus Thermophilus aquaticus finden 148t (Bernstein et al. 1989; Keenan et al.
1998).

Die Signalsequenzen zeigen keine Konsensussequenz, jedoch eine vergleichbare Sekundérstruktur, Hydrophobizitét
und eine Aminosdurepréferenz zu bestimmten Positionen (von Heijne 1983; von Heijne 1984; von Heijne 1985).

Die weitere Synthese des Proteins wird erst durch eine GTP-abhingige Bindung des SRP-Ribosomen-Komplexes an
einen SRP-Rezeptor an der ER-Membran und der Freisetzung des SRPs ermdglicht. Die Translokation des Protein
erfolgt an einem bei Hefen und Sdugern gut untersuchten Membranproteinkomplex (sec61, sec62 und sec63) (High
und Stirling 1993). Die inaktive Pore mit einem Porendurchmesser von 9 — 15 R wird von den BiP-Proteinen im ER-
Lumen verschlossen. Wihrend des Proteindurchtrittes kann sich die Pore auf bis zu 60 A erweitern. An der Insertion
von Proteinen in die ER-Membran ist zusétzlich das TRAM-Protein beteiligt (Wang und Dobberstein 1999).
Zusitzlich zu dem kotranslationalen Import wurde ein posttranslationaler Transport iiber den

Translokationskomplex beschrieben (Deshaies et al. 1991; Rapoport et al. 1999).
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Analog zu dem kotranslationalen Transport bei Eukaryoten findet sich ein kotranslationaler Exportweg an der
inneren Hiillmembran von prokaryotischen Organismen (Stroud und Walter 1999). Die Verwandtschaft des
eukaryotischen und prokaryotischen Systems zeigt sich neben homologen Proteinen des Porenkomplexes (sec61o
und ¥ mit £.coli secY und E), des SRP-Komplexes bzw. seinem Rezeptor (E.coli Fth, 4,55-RNA, FtsY zu SRP54,
SRP-RNA und SRa) auch in der funktionellen Analogie von eukaryotischen und E.coli Signalpeptidasen (Halpin et
al. 1989; den Blaauwen et al. 1996; Valent et al. 1998).

Neben der Translokation von Proteinen hat das ER zusédtzliche modifizierende Eigenschaften (Abb. 1-2). Die
Signalsequenz wird durch eine membranstindige Signalpeptidase entfernt. AuBlerdem kann das Protein an
determinierenden Sequenzmotiven glykosyliert bzw. mit einem Lipidanker (GPI) versehen (Fiedler und Simons

1995; Wang et al. 1999).

Nach ihrem Eintritt in das ER werden die Proteine nach der ,,Bulk-Flow“-Hypothese durch einen vesikuldren
Transport in das cis-Golgi-Netzwerk transloziert (COPII-Mechanismus) (Kaiser und Ferro-Novick 1997; Barlowe
1998). Ob die in Vesikel zu verpackenden Proteine iiber eine Rezeptorbindung, iiber eine spezielle Pore oder
beliebig sortiert werden, ist ungeklart (Kirchhausen et al. 1997; Kuehn et al. 1997). Die meisten ER-residenten
Proteine werden {iber ein C-terminales Signal (H/KDEL) bzw. bei Membranproteinen iiber ein Di-Lysin-Motiv in
einem Gleichgewicht zwischen ER und cis-Golgi gehalten (Teasdale und Jackson 1996). Thr Riicktransport vom
Golgi-System wird durch den retrograden Transport (COPI-Weg) vermittelt (Cosson und Letourneur 1997). Dieser
Weg ist auch an der Regelung der Lipidverteilung beteiligt (Nickel und Briigger 1999).

Eine zentrale Rolle bei der Verteilung von Proteinen innerhalb der Zelle kommt dem Golgi-System zu. Einerseits
vermittelt es die Sekretion von Proteinen zu der Plasmalemmamembran (Clathrin-Weg), andererseits ist es fiir die
Sortierung zu den Lysosomen und Vakuolen zustindig (Fiillekrug und Nillson 1998). So wie das ER eine
Beteiligung an der Calcium-Regulation besitzt, weist das Golgi-System weitere Funktionen in der Zelle auf
(Michalak et al. 1999; Dupree und Sherrier 1998). Bei Diatomeen ist es am Aufbau der Kieselsdureschale durch
Bildung und Versorgung der Silicat-Lagerungsvesikel beteiligt (Kroger et al. 1996).

Grundlegend fiir die Abgrenzung der vesikuldren Wege zueinander ist die spezifische Fusion von Vesikeln mit der
Zielmembran. Zur Erklédrung der Membran-/Organspezifitdt wurde von Rothman (1994) die SNARE-Hypothese
entwickelt. Es wird vermutet, daf3 spezifische Rezeptoren auf den Vesikeln (v-SNAREs) und auf der Zielmembran
(t-SNARES) die Fusion von Membranen unterschiedlicher Herkunft erméglichen (z.B. ER->Golgi), wihrend t-
SNARE:s alleine die Verschmelzung identischer Membranen vermitteln (Golgi—> Golgi) (Edwardson 1998).

Eine wichtige Rolle in der Regulation der SNARESs haben kleine cytoplasmatische GTPasen der RAS-Superfamilie,
die RAB-Proteine (Martinez und Goud 1998). Weiterhin sind schon verschiedene Hiillproteine, die die Vesikel in
ihrer Form halten, beschrieben worden (Faulstich et al. 1996; Cosson und Letourneur 1997; Kuehn und Schekman
1997). Die Clathrin-Hiillproteine, beteiligt am Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zur Plasmalemma-Membran,
zeigen in EM-Aufnahmen eine charakteristische tripode Struktur (Triskelion) (Smith et al. 1998). Bei der Regulation
der Vesikelbildung wird eine zusitzliche Beteiligung von lipidmodifizierenden Proteinen und von

Phosphatidylinositolen diskutiert (Roth und Sternweis 1997).

1.2.2. Proteintransport in die Plastiden von hoheren Pflanzen

Der Transport von Proteinen in die Plastiden von hdheren Pflanzen erfolgt dhnlich wie der Transport in die

Mitochondrien durch eine posttranslationale Translokation der Polypeptide (Chua und Schmidt 1978). Die Proteine
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werden an freien Ribosomen im Cytoplasma gebildet und anschlieBend im ungefaltenen Zustand zum Organell
transportiert. Entgegen den Mitochondrien konnte beim Import in die Plasiden bisher keine Mitwirkung von
Transport-aktivierenden-Proteinen beschrieben worden (Voos et al. 1999).

Abhéngig vom Plastiden-Protein kann nach dem Import in die Plastiden ein weiterer Transport z.B. in das

thylakoidale System erfolgen (Robinson et al. 2000).

Die Translokation von Polypeptiden in den Chloroplasten erfolgt in den Hiilllmembranen mittels zweier unabhingig
agierender Proteinkomplexe, dem TOC- bzw. dem TIC-Komplex (Translocon-at-the-outer/inner-envelope-
membrane-of-chloroplasts) (Scott und Theg 1996; Schnell et al. 1997) (Abb. 1-3). Beim Proteindurchtritt liegen die
beiden Hiillmembranen dicht beieinander, weswegen zuerst von einem Transport an einer ,,Kontaktzone*
gesprochen wurde (Pain et al. 1988).

Bisher wurden verschiedene Komponenten der Translokatoren gefunden (Abb. 1-3) und in den Membranen
lokalisiert (Morin und Soll 1997). Toc75 stellt eine spannungsabhingige Translokationspore (& 8 — 9 A) der
duBeren Hiille dar, wogegen Toc34 eine GTP-abhingige regulatorische Funktion besitzt (Schnell et al. 1994; Kessler
et al. 1994; Hinnah et al. 1997). Der fiir die Priproteinbindung beschriebene Rezeptor Toc86 aus Erbsen stellt
vermutlich nur ein Degradationsprodukt von Toc159 dar (Hirsch et al. 1994; Muckel und Soll 1996; Bélter et al.
1998). Eine weitere TOC-Komponente bildet ein 64 kDa-Protein (Sohrt und Soll 2000). In der inneren Membran
wurden bisher 4 Translokator-Proteine charakterisiert. Tic20 bildet die Pore und das periphere Tic22 stellt
moglicherweise den Vermittler fiir die Praproteine vom TOC- zum TIC-Komplex dar (Kouranov et al. 1998). Die
Funktion von Tic55 und Tic110 ist derzeit noch unbekannt (Caliebe et al. 1997).

Untersuchungen von Heins et al. (1998) legen die Vermutung nahe, daB} einige der Komponenten der Translokatoren
einen cyanobakteriellen Ursprung besitzen. Die in Abb. 1-3 rot dargestellten Proteine (Toc 34, Toc75, Tic22, Tic20,
Tic55) zeigen Homologien zu offenen Leserastern im sequenzierten Genom der Blaualge Synecchocystis 6803
(Kaneko et al. 1996; Reumann und Keegstra 1999). Die Funktion der cyanobakteriellen Analoge als auch der
Ursprung der Proteine Toc159 und Tic110 ist derzeit unklar.

Kompetetionsversuche zeigen, dafl wahrscheinlich alle innerplastiddren Proteine tiber den TOC/TIC-Komplex in die
Plastiden transportiert werden (Cline et al. 1993). Hierfiir ist ein zusétzliches N-terminales Adressierungssignal, die
Transitsequenz, am reifen Plastiden-Protein notwendig. Sie ist in ihrer Funktion unabhdngig vom reifen Protein
(van't Hof und de Kruijff 1995; Keegstra et al. 1995). Nach dem Import iiber die Hiillmembran wird das
Transportsignal durch die stromale Transitpeptidase, eine Metallopeptidase, abgespaltet (van der Vere et al. 1995;
Richter und Lamppa 1999) (Abb. 1-3). Wie Mitochondrien-Transportsignale besitzen Transitsequenzen keine
groBeren Sequenzhomologien, jedoch einen hohen Grad hydroxylierter Aminosduren sowie hiufig das
Schnittstellenmotiv I/V-X-A/C (Gavel und von Heijne 1990).

Anders als bei den Mitochondrien wird fiir den Import in die Plastide neben Energiedquivalenten kein
elektrochemischer Gradient {iber die Membranen benétigt (Fliigge und Hinz 1986; Pain und Blobel 1987; Neupert
1997). Zur Steigerung der Bindungsaffinitit an den Rezeptor reichen geringe Mengen von ATP (< 50 uM) oder
anderer Nukleotide aus (Olsen et al. 1989). ATP-Mengen zwischen 25 — 100 uM im Intermenbranraum vermitteln
nach Scott und Theg (1996) den Transport iiber den TOC-Komplex und ATP-Mengen iiber 250 uM den
vollstandigen Import in die Plastiden. Das interne ATP wird fiir die plastiddren Chaperone benétigt (Ivey et al.
2000).
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Abbildung 1 - 3 Proteintransport iiber die Plastidenhiille von hoheren Pflanzen

Schematische Darstellung der Importvorgange fiir kernkodierte Plastiden-Proteine in die Chloroplasten und Darstellung der
Komponenten des TIC- oder TOC-Komplexes mit ihnrem mdglichen evolutionéaren Ursprung.

Nach der Assoziation des Praproteins an die Plastidenhlle durch die Transitsequenz (A) und anschlielender Bindung an den TOC-
Apparat (B) erfolgt ein Transport durch den TOC- und TIC-Komplex (C). Die Transitsequenz (griine Linie) wird nach dem Import in
das Stroma durch eine Transitpeptidase (3<) prozessiert und das Protein durch plastidare Chaperone stabilisiert (D).

Blau und Rot markieren kernkodierte Translokator-Komponenten, wobei rote Proteine Verwandtschaft zu Proteinen aus
Synecchocystis spec. SPP6803 zeigen. Gelb bezeichnet plastidar kodierte Proteine.

Grafik nach Keegstra und Froehlich (1999), Reumann und Keegstra (1999).

Ob diese als ,,Motor einen aktiven Transport der Proteine iiber die Membran ermoglichen (,,swing-cross-bridge*-
Mechanismus) oder bei Brown’schen Molekularbewegungen (,,brownian ratchet“-Mechanismus) als Anker eine

Riickbewegung verhindern, ist derzeit ungeklart.

1.2.3. Proteintransport in die Plastiden von Algen

Im Gegensatz zu den hoheren Pflanzen ist der Proteintransport in die Plastiden der verschiedenen Algenlinien bisher
nur wenig untersucht worden. Neben einem Transport kernkodierter Plastiden-Proteine iiber zwei plastidire
Hilllmembranen (Rhodo- bzw. Chlorophyta) ist je nach Algengruppe ein Transport iiber drei (Dinoflagellaten,
Euglenophyten) oder mehr Hiillmembranen (Heterokontophyta, Cryptophyta, Chlorarachniophyta) vorhanden.

Untersuchungen an kernkodierten Plastiden-Proteinen von Griin- und Rotalgen zeigen eine Transitsequenz mit
vergleichbaren Eigenschaften zu hoheren Pflanzen, die den Import in die Plastiden der hdheren Pflanzen erlaubt (Yu
et al. 1988; Apt et al. 1993).

Fiir die Glaucocystophyten, welche ebenfalls zwei Hiilllmembranen besitzen, konnte Jakowitsch et al. (1996) ein
Transport von Pri-Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase aus Cyanophora paradoxa in Cyanellen und Erbsenplastiden
belegen. Ein Hinweis auf einen Transportmechanismus innerhalb der Peptidoglucanwand (zwischen den beiden

Hiillmembranen) konnte bisher nicht gezeigt werden.

Die zweigeteilten Transportsequenzen der Euglenophyten, die drei Hiillmembranen um die Plastiden besitzen,

weichen von allen bekannten Formen durch ihre auergewohnliche Lange mit {iber 100 Aminoséuren stark ab.
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Abbildung 1 - 4 Transport von Plastiden-Proteinen iiber die plastidiren Hiillmembranen der Euglenophyten

Integration von Plastiden-Proteinen von Euglena aus dem Transportvesikel in den Chloroplasten aus Sulli et al. (1999). Durch die
Stop-Transfer-Doméane (schwarzer Block) in der Transitsequenz (weil3) verbleibt der groRRte Teil des Plastiden-Proteins auerhalb
des vom Golgi-Apparat kommenden Vesikels. Nach Erkennung der restlichen Transitsequenz durch den TOC-Komplex wird das
Protein Uber den TIC-Komplex in die Plastide transportiert.

Die erste Doméne der Euglenophyten-Transportsequenz wird durch die E.coli-Signalpeptidase korrekt prozessiert
und flihrt zum kotranslationalen Import in das ER (Shashidhara et al. 1992; Schwartzbach et al. 1998). Innerhalb der
langen zweiten Region, die teilweise Charakteristika der Transitsequenzen der hdheren Pflanzen aufweist, befindet
sich eine hydrophobe Stop-Transfer-Doméne, die zu einer ER-Membranverankerung fiihrt (Sulli et al. 1999). Nach
einem vesikuldren Transport der Proteine zum Golgi-Apparat und nachfolgend zum Chloroplasten fiihrt
moglicherweise die Erkennung des N-terminalen Teiles der Transitdoméine an der mittleren Plastidenmembran zu
einem Transport iiber die drei Hiilllmembranen (Abb. 1-3) (Sulli et al. 1999). Offen bleibt in diesem Modell die Art
und der Ursprung des Porenkomplexes innerhalb der &uBeren Hiillmembran. Ferner legt die postulierte
Translokation der Plastiden-Proteine iiber die drei Hiillmembranen einen aktiven Transport der Proteine (,,swing-
cross-bridge- Mechanismus) in die Plastide nahe.

Bei Euglenophyten wurden zudem Préproteine mit bis zu acht hintereinandergeschalteten plastiddren
Einzelproteinen entdeckt, die erst nach Eintritt in das Stroma voneinander getrennt werden (Chan et al. 1990).
Thylakoidproteine wie OEE30 und cyt ¢ weisen im weiteren ein drittes Adressierungssignal auf (Vacula et al.
1999).

Obwohl die meisten Dinoflagellaten ebenfalls wie die Euglenophyten drei Hiillmembranen besitzen, sind die
zweigeteilten Transportsequenzen deutlich kiirzer und besitzen keine Ankersequenz. Dennoch wurde von
Schwartzbach et al. (1998) ein Transport analog dem von Euglenophyten favorisiert. Anstelle der Verankerung in

der Membran koénnten die Plastiden-Proteine in die Vesikel verpackt werden.

Plastiden der Heterokontophyta und Cryptophyta mit ihren vier Hiillmembranen weisen eine mit Ribosomen
besetzte duBere Plastidenhiille (CER) auf (Gibbs 1962). Das Heterokontophyta-CER  scheint
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zufolge mit der Kernmembran (z.B Phaeodactylum tricornutum, Diatomee)
und/oder mit dem normalen ER vernetzt zu sein (z.B. Vaucheria, Xanthophyceae oder Nitschia palea, Diatomee)

(Borowitzka et al. 1977; Drum 1963; zum Uberblick: Gibbs 1981).
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1979 schlug Sarah Gibbs vor, da8 das CER an der Synthese und damit am Transport von kernkodierten Plastiden-
Proteinen beteiligt sein konnte. Dieses Postulat wurde erstmalig durch den Import von in-vitro-translatiertem
Fucoxanthin-Chlorophyll-a,c-bindendem Protein (FCP) aus der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum in ER-
Vesikel von Bhaya und Grossman (1991) bestitigt.

Das Vorhandensein eines zweiten Adressierungssignales in der Transportsequenz von Diatomeen wurde von Pancic

und Strotmann (1993) vorgeschlagen.

1.2.4. Proteintransport in die Thylakoide von héheren Pflanzen

Plastiden-Proteine, die in das Thylakoidlumen transloziert werden, besitzen im Gegensatz zu den stromalen
Proteinen eine zusétzliche Doméne am C-Terminus der Transitsequenz (Hageman et al. 1990; v. Heijne et al. 1989).
Diese Domine weist Ahnlichkeiten zu prokaryotischen Signalsequenzen (Exportsignal) auf. Die thylakoidale
Transferdoméne kann durch die E.coli-Signalpeptidase (Halpin et al. 1989) prozessiert werden und ermoglicht die
Sekretion aus E.coli (Meadows und Robinson 1991). Ebenso zeigt die cyanobakterielle Thylakoidpeptidase
funktionelle Homologien zu der thylakoidalen Transitpeptidase, einer Serin-Lysin-Protease (Wallace et al. 1990;
Chaal et al. 1998). Nach der Prozessierung sorgen Chaperone innerhalb des Thylakoidlumens fiir eine korrekte
Faltung (Abb. 1-5) (Schlicher und Soll 1996).

Die vorgeschaltete Stroma-Transportdoméne von Thylakoidproteinen enthilt keine spezifische Informationen fiir
den Import in das Thylakoidlumen und ist austauschbar (Cohen et al. 1995; Smeekens et al. 1986; Ko und Cashmore
1989).

Kompetetionsstudien von Cline et al. (1993) zeigten, daf3 der Transport von lumenalen Proteinen in die Thylakoide
iiber zwei getrennte Transportsysteme erfolgt. Bei dem sec-abhéngigen Transport von Plastocyanin und OEE33 sind
im Stroma neben ATP, Chaperonen auch das secA und somit das prokaryotische Sekretionssystem beteiligt (Bauerle
und Keegstra 1991; Hulford et al. 1994; Robinson et al. 1994). Weitere Komponenten des Sec-Systems sind unter
anderem bei der Rotalge Cyanidium und bei Chromophyten wie Odontella gefunden worden (zum Uberblick: Vogel
et al. 1996). SecY aus Glaucocystophyten (Cyanophora paradoxa) kann funktionell das E.coli-Analog ersetzen
(Flachmann et al. 1993). Schuenemann et al. zeigten 1999 den direkten funktionellen Beleg fiir die Beteiligung von
secY/E an der Translokation von OEE33.

Erst seit kurzem sind Komponenten des ApH-Proteintransportweges wie die beiden Mais-Proteine Hef106 und tha4
bekannt, welche den bakteriellen TAT-Proteinen aus E.coli dhneln (Walker et al. 1999; Sargent et al. 1998).
Proteine wie das OEE23 und OEE17, die den Sec-unabhingige Transportweg verwenden, benotigen als Triebkraft
nur einen ApH {iiber die Thylakoidmembran (Cline et al. 1992; Robinson et al. 1994). Transportsequenzen des
bakteriellen Sec-unabhiingigen Weges werden durch den plastidiren ApH-Mechanismus erkannt (Wexler et al.
1998; Stephans 1998). Wie auch fiir bakterielle Sec- und ER-Proteine beschrieben erfolgt der Import der
Thylakoidproteine iiber die Ausbildung eines Loops (Kuhn et al. 1994; Mothes et al. 1994; Fincher et al. 1998).

Thylakoidale Membranproteine besitzen in der Regel ebenso wie lumenale Thylakoidproteine eine zweigeteilte N-
terminale Sequenz (Cohen et al. 1995). Die einzigen Ausnahmen stellen bisher das Rieske-Protein und das
Chlorophyll-a,b-bindende Protein (LHC) dar, welche interne Adressierungssignale besitzen (Cline 1988; Lamppa
1988; Madueno et al. 1992; Madueno et al 1994).

-10 -



Einleitung

sec-Weg

- SecA ApH-Weg

- ATP - ApH

(OEE33, PC) - Twin Arg.-Motiv

- Sec-avoidence Motiv

(OEE23, OEE16)

Thylakoid

SRP-Weg ILIHC
- cpSRP54, cpSRP43

ar

(LHC) LHC

Spontane Insertion Stroma Cytosol
(CF,ll)

Abbildung 1 - 5 Thylakoidimportwege bei hoheren Pflanzen

Schematische Darstellung der Transportwege und bekannten Bedingungen in den Chloroplasten und Thylakoid von thylakoidalen
Proteinen. Beispielproteine sind in Klammern aufgefiihrt. Gelb unterlegt ist das reife Protein dargestellt, griin die Transitsequenz
und orange die Thylakoid-Transportdomane.

Proteine wie die CFy-Untereinheit II, PSII-W bzw. PSII-X weisen im Gegensatz zu den anderen Thylakoidproteinen
keine Abhéngigkeit von ATP, ApH sowie stromalen Faktoren auf, sondern integrieren direkt (Kim et al. 1996;
Robinson et al. 1998). Wenngleich auch CFyllI spontan integriert, ermoglicht die Prasequenz den Transport iiber den
Sec-Weg (Michl et al. 1999).

LHC-Proteine stellen das bisher einzige Substrat fiir den SRP-Weg dar. Obwohl erstmals eine Beteiligung von
Chaperonen gezeigt wurde, bendtigt der Transport stromale Faktoren, die Ahnlichkeiten zu Komponenten des
kotranslationalen Transportes aufweisen (Yalovsky et al. 1992; Yuan et al. 1993; Li et al. 1995). LHC-Proteine
konnen in E.coli exprimiert und auch in Abwesenheit von Chlorophyllen in die Bakterienmembran integriert werden
(Kohorn et al. 1991). Erste Experimente zeigten eine ATP-Abhingigkeit und eine Steigerung mit einem
transthylakoidalen ApH (Cline et al. 1992). Heute gilt jedoch eine GTP-Abhéngigkeit als gesichert (Tu et al. 1999).
Nach dem Import in die Stromalamellen akkumulieren die LHCs im Granabereich und bilden trimere Strukturen aus

(Yalovsky et al. 1992; Hobe et al. 1994).

1.3. Die Kieselalgen

Die Untersuchungsgsobjekte Odontella sinensis, Coscinodiscus granii und Phaeodactylum tricornutum gehoéren in
der Abteilung Heterokontophyta zu der Klasse der Bacillariophyceae ( = Diatomeen, Kieselalgen) (v.d. Hoek et al.
1993).

Die Diatomeen zeichnen sich als einzellige oder koloniebildende Algen durch den Besitz einer zweiteiligen
Kieselschale (Frustulum) aus Silikat, Polysacchariden und Proteinen aus (Kroth und Strotmann 1999). Die zum
Aufbau der Kieselschalen notwendige Kondensation der Kieselsdure beginnt in sogenannten ,,Silicon-deposition-
vesicels* (SDV) unter sauren Bedingungen (Vrieling und Gieskes 1999). Uber die Proteinmatrix der Schalen ist

derzeit noch wenig bekannt.
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A)

Abbildung 1 - 6 Aufnahmen einer einzelnen Zelle Odontella sinensis und Phaeodactylum tricornutum

Lichtmikroskopische Aufnahme von der pennaten Kieselalge Odontella sinensis (A) und der centralen Diatomee Phaeodactylum
tricornutum (B). Je nach Aufnahme sind der Nukleus (N), die Plastiden (Pl), die Vakuole (V), die Kieselschalen (K) sowie
Cytoplasmastrange (Cyt) sichtbar. Phaeodactylum besitzt in der Regel nur einen Chloroplasten, wohingegen die Kieselalge
Odontella im Cytoplasmasaum eine groRe Anzahl an Plastiden aufweisen kann. Phaeodactylum ist zwischen 10 - 20 ym lang,
Odontella um die 200-400 pm.

Das Protein HEP200 aus Cylindrotheca bildet moglicherweise das Proteingrundgeriist, wogegen polykationische
Proteine (Silaffine) an der Silikat-Prazipitation beteiligt sind (Kroger et al. 1997; Kroger et al. 1999). HEP200 als
auch die ebenfalls in Kieselschalen gefundenen Frustuline werden iiber den sekretorischen Weg transportiert
(Kroger et al. 1996).

Bei der vegetativen Zellteilung der Diatomeen wird immer die kleinere Schale, die ,,Hypotheka®, neugebildet. Die
daraus folgende stetige Verkleinerung der Tochterzellen wird erst durch Einsetzen eines geschlechtlichen
Vermehrungszyklus unterbrochen. Aufgrund der Art der Schalensymmetrie werden zwei Ordnungen, die Pennales
(bilateralsymmetrisch) und die Centrales (radidrsymmetrisch), unterschieden. Odontella und Coscinodiscus gehoren
zur ersteren, Phaeodactylum zur letzteren Gruppe.

Die Chloroplasten der Diatomeen besitzen insgesamt vier Hiilllmembranen, wobei die beiden duflersten Membran als
Chloroplasten-ER bezeichnet werden (v.d. Hoek et al 1993). Dicht an der inneren Hiillmembran liegt eine Dreier-
Stapelung von Thylakoiden, die Giirtellamelle. Die Diatomeen-Plastiden besitzen Chlorophyll a und c als
akzessorische Pigmente sowie zum Schutz vor starkem Licht das braune Carotinoid Fucoxanthin. Neben dem
Fucoxanthin besitzen die Kieselalgen auch noch B-Carotin, Neofucoxanthin, Diatoxanthin und Diadinoxanthin (v.d.
Hoek et al. 1993). Als Speicherstoff bilden Diatomeen B-1,3-Glucane (Chrysolaminarin), welche sie in besonderen
Vakuolen auBlerhalb der Plastiden speichern (Crawford 1973). Der Ort der Chrysolaminarin-Bildung innerhalb der

-12 -
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Zelle ist derzeit noch offen. Die Beféhigung der Plastiden zum Export von Triosephosphaten und der Aufbau der
Speichervakuolen deuten auf eine Synthese im ER hin (Wittpoth 1996; Wittpoth et al. 1998).

Okologisch bedeutsam sind die Kieselalgen durch ihre groBe Verbreitung in den Weltmeeren. Sie sind zum gréBten
Teil an der Silicatbildung in den Meeren und durch ihren grofen Anteil an der CO,-Fixierung ein wichtiger Faktor
in der Speicherung von CO, fiir das Klima (Smetacek 1999). Diatomeen sind auch in sehr Silizium-armen
Gewdssern befdhigt, Kieselsdure zu konzentrieren. Die Sedimentation von abgestorbenen Diatomeen fiihrte in der
Erdgeschichte (Tertiér) zur Ausbildung von Kieselerde, welches eine weite Verbreitung als Scheuermittel, Adsorber
und sogar als natiirliches Insektizid besitzt (Gunther et al. 1995; Korunic 1998). Grofle Teile der von Diatomeen
fixierten Kieselsdure wird aber durch Bakterien wieder riickgefiihrt (Bidle und Azam 1999).

1.4. Zielsetzung

Der Proteintransport in die Plastiden von Diatomeen ist im Hinblick auf die Evolution der sekundiren
Endocytobiosen von besonderem Interesse. Diatomeen besitzen im Gegensatz zu Plastiden von hoheren Pflanzen
Chloroplasten mit insgesamt vier Hiillmembranen. Daraus ergibt sich die Fragestellung, welche Unterschiede zu
dem bekannten Proteintransport der hoheren Pflanzen fiir kernkodierten Plastiden-Proteine der Kieselalgen
vorhanden sind und in wieweit vorhandene Transportsysteme fiir diese neuen Bedingungen adaptiert wurden.

Ziel der Arbeit ist die Beschreibung des Plastidenimports durch die funktionelle Charakterisierung der
Transportsequenzen der kernkodierten plastiddren Proteine in in-vitro- und in-vivo-Experimenten. Durch
Modifikationen der Transportsequenzen sollen fiir den Import relevante Sequenzbereiche beschrieben werden.
Experimente mit heterologen Transportsequenzen sollen zudem eine Aussage iiber vergleichbare Transportsysteme
bei den unterschiedlichen Algen- und Pflanzenlinien ermdglichen.

Parallel zu der Beschreibung des Proteintransportes in die Plastiden soll der weitergehende Transport von
Thylakoidproteinen innerhalb der Diatomeen-Plastiden betrachtet werden.

Auf Grundlage der erhaltenen Ergebnisse soll ein Erklarungsmodell fiir den Transport in und innerhalb der

komplexen Plastiden am Beispiel der Kieselalgen aufgestellt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Allgemeines

2.1.1. Chemikalien

Verwendete Chemikalien hatten, wenn nicht anders angegeben, die Qualititsstufe ,,per Analysis®. Materialien
wurden von den Firmen Fluka, Merck, Sigma, Roth, Roche (Boehringer-Mannheim), Promega, MBI Fermentas,
New England Biolabs und Stratagene verwendet.

P-ATP, *S-L-Methionin und Amplify stammen von der Firma Amersham. Die Autoradiographie wurde mit

Filmen von Kodak X-Omat bzw. mit Fuji XR-100 detektiert.

2.1.2. Gene und Vektoren
Vektoren stammten von der Fa. Promega (sp72 und sp73) und der Fa. Stratagene (pBluescript SK bzw. KS).

Nachfolgende Genkonstrukte wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt:
patpC (Odontella sinensis) Dr. Kroth, HHU-Diisseldorf (D)
patpC (Phaeodactylum tricornutum)  Dr. Apt, Martek Corp. Maryland (USA)

patpC (Spinacia oleracea) Prof. Herrmann, LMU-Miinchen (D)

pFCP (Odontella sinensis) Dr. Kroth, HHU-Diisseldorf (D)

pFCP (Phaeodactylum tricornutum) Dr. Apt, Martek Coop. Maryland (USA)

PPRK (Odontella sinensis) Dipl. Biol. Weyrauch, HHU-Diisseldorf (D)

pOEE23 (Triticum spec.) Prof. Robinson, Warwick University (GB)

pLHC (Pisum sativum) Prof. Cline, Florida University (USA)

pPC (Spinacia oleracea) Prof. Herrmann, LMU-Miinchen (D)

pPCP (Symbiodinium spec.) Prof. Miller, James Cook University of North Queensland (AU)
PTV-Transformationsvektor Dr. Apt, Martek Coop. Maryland (USA)
pSSUnitEGFP-pet28 Prof. Schwartzbach, Lincoln Univesity Nebraska (USA)
(Euglena gracilis)

pLHCal (Arabidopsis thaliana) Dr. Grimm, IPK Gatersleben (D)

2.1.3. Kultivierung des biologischen Materials

2.1.3.1. Escherichia coli

Zur Klonierung wurden die Escherichia coli-Sicherheitsstamm XL1-blue und DHS5a verwendet. Kulturen des
Bakteriums wurden bei 37°C in der Regel {iber Nacht geschiittelt (180-220 rpm). Als Kulturmedium wurde LB
(NaCl 5 g/l, Hefeextrakt 10 g/l, Bacto-Trypton 10 g/l, pH 7) oder 2YT (5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Bacto-
Trypton, pH 7) mit und ohne Ampicillin 50 — 100 pg/ml verwendet. Fliissige Stammbkulturen enthielten mind. 15 %
Glycerin im Kulturmedium.

Kulturplatten enthielten zusétzlich noch 1,5 % Agar-Agar und bei Bedarf Ampicillin 50 — 100 pg/ml, X-Gal 60
pug/ml und IPTG 60 pg/ml.

- 14 -



Material und Methoden

2.1.3.2. Odontella sinensis, Coscinodiscus granii und Phaeodactylum tricornutum
Algenkulturen von Odontella sinensis und Coscinodiscus granii wurden im Tag/Nachtrhythmus von 14h/10h bei

16°C mit 6-8 pmol Photonen/m” x sec (Lichtfarbe 21) als Luft-begaste semi-kontinuierliche Batch-Kultur gehalten.
Das Kulturmedium war ein artifizielles Seewasser (Tropic-Marine, pH 7 — 7,3) supplementiert mit 0,03 mM
Na,HPO, und 0,5 mM NaNOs. Nach Fremdkeimreduzierung iiber Nacht (>8 h mit 100°C) wurde sterile Kieselsdure
(0,03 %) und 10 pl Vitamine /1 Seewasser (Vit By, 160 pg/l, Biotin 80 pg/l, Thiamin/Cl 2 mg/1) zugegeben.
Phaeodactylum tricornutum wurde im Dauerlicht bei 20 bzw. 25°C und 50 umol Photonen/m® x sec in F2-Medium
als Schiittel- bzw. Luft-begaste semi-kontinuierliche Kultur gehalten. Ein Liter F,-Medium beinhaltete 50 bzw.
100% autoklaviertes artifizielles Seewasser, pH 7 sowie zusammengefa3t und iiber eine 0,22 pm-Filter sterilfiltriert
0,5 ml F2-Vitamine, 1 ml 2 M Tris pH 8, 1 ml NaNOs—Lsg. (75g/1), 1 ml NaH,PO,—Lsg. (5g/1) und 1 ml F2-Metalls.
Nachtriaglich wurden 250 pl Na,SiO;9H,0-Lsg (30 g/l) sterilfiltriert und zugesetzt. Kulturplatten enthielten
zusatzlich noch 1,2 % Agar-Agar und bei Bedarf Kanamycin 37,5 pg/ml und Zeocin 75 pg/ml.

F2-Vitamine: 100 pl Vitamin By,, 1 ml Biotin, 20 mg ThiaminHCI, ad. 100 ml Aqua bidest. steril

F2-Metalls : je 100 ul (CuS0O45H,0 0,98g/100 ml; ZnSO,7H,0 2,2g/100 ml; CoCl,6H,0 0,982/100 ml;
MnCl,4H,0 1,8g/100 ml; NaMoO42H,0 0,63g/100 ml; alle steril) mit 0,436 g Na,EDTA
und 0,315g FeCl;6H,0 auf 100 ml (Aqua bidest. steril) aufgefiillt

2.2. Klonierung von DNA

2.2.1. Endonucleolytische Restriktion, Klenow-fill-in, Phosphorylierung,
alkalische Dephosphorylierung und Ligation

Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte unter den durch den Hersteller angegeben Bedingungen. Die
eingesetzte Enzymmenge richtete sich nach den Angaben zur Aktivitit der Enzyme. Es wurde eine Enzymeinheit
(1U) fiir den Dau von 1 pg DNA in einer Stunde und der mitgelieferte bzw. analoge Puffer anderer Hersteller
verwendet.

Klenow-fill-in erfolgte wie vom Hersteller des Klenow-Enzyms gefordert. Zusidtzlich wurden alle Nukleotide
beigefiigt (25 uM). Zur Herstellung radioaktiv markierter Sonden fiir die Koloniehybridisierungen wurde **P-ATP
verwendet.

Dephosphorylierung von Fragmentenden erfolgten mit der alkalischen Phosphatase von Roche (Boehringer
Mannheim) entsprechend den Angaben fiir 30 min. 37°C. Gestoppt wurde die Reaktion mit 10 mM EDTA und
anschlieBender Hitzedeaktivierung bei 65°C 15 min. bzw. mit Aufreinigung der Probe durch Phenol:Chloroform-
Extraktion.

Zur Phosphorylierung von DNA-Enden (z.B. Primer) wurde die T4-Polynukleotidkinase (Fa. Roche) mit ATP fiir
30 min. 37°C entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

Ligationen erfolgten im 10 pl-Reaktionsansatz mit 1 : 1 bzw. 1: 3 Verhéltnis von Vektor zu Insert. Es wurden T,-
DNA Ligase von Roche oder Promega nach Herstellerangaben verwendet. Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur fiir 1 bis 16 Std., im allgemeinen iiber Nacht bei 4°C (blunt end) oder 16°C (sticky end) inkubiert.

Fiir blunt-end-Ligationen wurde die 10fache Menge Enzym verwendet.
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2.2.2. Transformation von E.coli

2.2.2.1. Herstellung transformationskompetenter Zellen
Zur Herstellung gefrierkompetenter Zellen nach der Rubidiumchlorid - Methode (Hanahan 1983) wurde eine 30 ml

E.coli-Kultur bis zu einer optischen Dichte von 0,3 OD (Wellenldnge 550 nm) wachsen gelassen. Die Kultur wurde
10 bis 15 min. auf Eis gekiihlt und anschlieend bei 2000 bis 3000 g (5000 rpm, Rotor JA-20, Beckmann) fiir 12 bis
15 min. bei 4°C zentrifugiert. Alle verwendeten Materialien wurden vorher autoklaviert bzw. sterilfiltriert (0,22 pm-
Filter). Die pelletierten Zellen wurden in 1/3 Volumen kalter Losung I (100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM
KOAc, 10 mM CaCl,, 15 % Glycerin, mit Essigsdure auf pH 5,8) vorsichtig resuspendiert, 15 min. auf Eis inkubiert
und nochmals durch eine Zentrifugation mit den obigen Bedingungen pelletiert. Die Zellen wurden dann in 1/12,5
Vol. Losung II (10 mM MOPS, 10 mM RbCL, 75 mM CaCl,, 15 % Glycerin mit NaOH auf pH 6,8) sanft
resuspendiert (starkes Schiitteln verringert die Ausbeute). Nach einer Inkubation von 15 min. wurde die
Kulturlésung in Aliquots zu 200 pl aufgeteilt und in fliissigen Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Zellen
erfolgt bei -70 °C.

Die Herstellung elektrotransformationskompetenter Zellen erfolgte nach den Angaben der Firma BioRad fiir die

Transformation mit dem E.coli-Pulser.

2.2.2.2. Transformation
Zur Transformation von Plasmid-DNA mittels gefrierkompetenter Zellen wurde ein Aliquot (200 pl) auf Eis

aufgetaut und mit 1 bis 2 pl entsalzenem Ligationsansatz (nach zweimaliger DNA-Féllung mittels Ethanol) fiir 30
min. gemeinsam inkubiert. Die Aufnahmekompetenz der Zellen wurde durch einen Temperaturwechsel fiir 2 min.
bei 42 °C und 1 min. auf Eis beendet. Anschlieend wurde 1 ml Bakterienkulturmedium zugesetzt und die Zellen
fiir 1 Std. bei 37 °C zur Antibiotikaresistenzausbildung geschiittelt.

Transformation mit dem E.coli-Pulser (Fa. Biorad) erfolgte wie vom Gerétehersteller beschrieben mit 2,5 kV-Puls.
Es wurde 1 pl iiber EtOH-Fallung (Kap. 2.2.3.1.) gut entsalzener Ligationsansatz verwendet. Resuspendierung und
Inkubation der Zellen erfolgte mit vorgewéarmten LB-Medium fiir 30 min..

Die Gewinnung einzelner Klone nach der Transformation erfolgte durch eine Ausplattierung auf 2YT bzw. LB-
Agarplatten (Ampicillin-haltig). Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Ausbeute

nach Elektrotransformation war um mind. Faktor 10 hoher.

2.2.3. DNA-Aufreinigung

2.2.3.1. Plasmid-DNA-Isolation
Die Plasmid-DNA-Préparation aus E.coli erfolgte mit der "alkalischen Lyse" nach Birnboim und Doly (1979). Aus

einer 1,5 1 .N.-Kultur wurden die Bakterienzellen durch Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 30 sec. abpelletiert und
mit 100 pl eiskalter Losung I (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI pH 8) resuspendiert. Nach der
Zugabe von 150 pl Losung II (0,2 M NaOH, 1 % SDS ) mit Raumtemperatur wurde der Ansatz mehrmals Kopf-
iiber-Kopf geschwenkt. Die alkalische Lyse der Bakterien wurde durch Zugabe von 150 pl Loésung III (3M
Kaliumacetat, 5 M Essigséure, sterilfiltriert) gestoppt, der Ansatz vorsichtig geschwenkt und fiir 5 min. auf Eis
inkubiert. Zur Abtrennung der Zellreste und Proteine wurde die Mini-Priparation fiir 10 min. bei 15.000 rpm bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit der darin geldsten DNA wurde zur Verdauung der RNA mit RNAse A (20

pg/ml Endkonzentration) fiir 30 min. bei Raumtemperatur versetzt.
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Zur Abtrennung noch verbliebener Proteine und im besonderen zur Entfernung der RNAsen wurde der Uberstand
mit einem identischen Volumen Phenol:Chloroform(1:1)-Losung versetzt, gemischt und fiir 5 min. bei 15.000 rpm
zentrifugiert. Die obige wélrige Phase wurde abgenommen und zweimal zur Phenolentfernung mit einem gleichen
Volumenanteil Chloroform versetzt, zentrifugiert und wiedergewonnen. AnschlieBend wurde die DNA mit 0,7
Volumenanteilen Isopropanol 100% gefillt und durch Zentrifugation abgetrennt (30 min., 4°C 15.000 rpm). Auf
eine Zugabe von Féllungssalzen wurde im allgemeinen verzichtet (1/10 VE Natriumacetat 3 M pH 4,8). Die DNA
wurde anschliefend mit Ethanol 70 % (-20°C) entsalzen, zentrifugiert (15.000 rpm, 4°C, 30 min.) und dann nach
vorsichtiger Abnahme des Alkohols in der Speed-Vac (Savant-Speed Vac SC 100) fiir 1 bis 2 min getrocknet. Die
DNA wurde dann in 10 bis 20 pl sterilem TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl pH 8) bzw. Aqua bidest.
resuspendiert.

Zur Gewinnung hochreiner Plasmid-DNA wurde ein DNA-Isolationskit der Fa. Qiagen, das Qiagen-Plasmid-

Preparation-Mini-Kit bzw. Quick-Spin-Kit, verwendet. Die Isolation erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.3.2. Untersuchung von DNA in Agarosegelen

Zur Konzentrationsabschitzung von isolierter DNA oder zur Kontrolle der endonukleolytischen Verdauung wurde
die DNA in einem horizontalen Agarosegel gelektrophoretisch aufgetrennt. Die Konzentration des Agarosegeles
richtete sich nach der GroB3e der DNA-Fragmente. StandardméaBig wurde eine 1%iges (w/v) Agarosegel (0,5 pg/ml
Ethidiumbromid, 1XxTAE) mit 40 mA und 60 V als Bedingung genutzt. Als Elektrophorese-Puffer wurde eine
IxTAE-Losung (10 x TAE-Elektrophoresepuffer : 400 mM Tris, 10 mM EDTA, 1 M Natriumacetat, mit Essigsdure
auf pH 8,4) verwendet. Alle Proben wurden mit 5xProbenpuffer (5xTAE, 50 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (wW/v)
Bromphenolblau) vor der Elektrophorese versetzt. Die Detektion der Banden im Gel erfolgte mit einem

Transilluminator (Bachhofer) bei 366 nm und wurde auf Polaroid Typ 667 fotografisch festgehalten.

2.2.3.3. Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Reinigung und Elution von PCR- und Restriktionsprodukten erfolgte aus Agarosegelen mit dem Qiagen-
Extraktion-Kit. Der Typ des Agarosegels und die genaue Durchfiihrung richtete sich nach den Fragmenten und den

Herstellerangaben.

2.2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.4.1. Standard- und Mutagenese-PCR

Polymerase-Kettenreaktionen wurden nach Angaben der Hersteller im Gene Cycler, der Fa. Biorad durchgefiihrt. Es
wurden die Polymerase von Thermophilus aquaticus (Taq) von der Fa. Promega, Fa. Eppendorf und Fa. Qiagen und
die mit hoherer Genauigkeit arbeitende Pfu-Polymerase der Fa. Stratagene verwendet. Als Template wurde Plasmid-
DNA, isolierte genomische DNA oder frisch lysierte Zellen verwendet. Primer wurden in der Konzentration von 0,4
UM eingesetzt (siche Kap. 2.2.4.4.).

Durch Verwendung von Restriktionsschnittstellen die zwischen den Kodon-Tripletts schneiden und durch
entsprechende Primerauswahl wurde eine Klonierung direkt im Leseraster der Aminosdurekomposition moglich
(Pierce 1997).

Mutagenesen von einzelnen Nukleotiden wurden durch Einfiigen einer Fehlpaarung in einen der Primer
durchgefiihrt. Die anschlieBende Klonierung wurde durch interne oder neu erzeugte Schnittstellen ermdglicht. Die

Position der Fehlpaarungen lagen im 5°-Bereich (Barik 1997).
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A) B)

Abbildung 2 - 1 Schematische Darstellung verschiedener PCR-Verfahren

Skizzierung einer Kreis-PCR (A) und einer Fusions-PCR (B). Primer sind in 5°-3"-Orientierung als schwarze und graue blockartige
Pfeile und zusatzlich mit einem P, gekennzeichnet. Die Abwinkelung im Primer stellen nicht-bindende 5°-Regionen dar. Die Kasten
stellen das Gen im Vektor dar.

Die PCR-Bedingungen richteten sich nach der verwendeten Polymerase, dem Template und den Primern. Es wurden
in der Regel zwischen 29 und 31 Zyklen bestehend je Zyklus aus Denaturierung des Templates, Annealing der
Primer und Elongation der Fragmente erlaubt. Als Denaturierungsbedingung wurde im ersten Zyklus zuerst 3 min.
93 °C, dann im weiteren 93°C 1 min. gewéhlt. Die Bedingungen fiir das Primer-Template-Annealing wurden
experimentell durch Kontrolle der Fehlbindung und der Ausbeute bestimmt. In der Regel wurde die Anbindung
zwischen 53 — 57 °C fiir 0,5 — 1,5 min. ermdglicht. Die Elongationszeit wurde auf die Lidnge des gesuchten
Fragmentes mit 0,5 kb Uberhang eingestellt (zwischen 0,5 — 5 min.). Die Temperatur richtete sich nach den

Herstellerangaben fiir die Polymerase (68 — 72 °C). Im letzten Zyklus wurde die Elongation auf 10 min eingestellt.

2.2.4.2. Kreis-PCR
Die Kreis-PCR (,,Full-Circle“-PCR) erlaubt die Einfiihrung von Restriktionschnittstellen oder die Deletion von

Genbestandteilen bei gleichzeitiger Synthese des gesamten Vektors wihrend der PCR-Reaktion (Abb. 2-1A). Die
hierzu verwendeten Primern wiesen von dem zu deletierenden Genstiick (im Bild grau) weg und besaflen am 5°-
Ende Restriktionsschnittstellen fiir einen nachfolgenden RingschluB3 des Plasmids. Die PCR-Reaktion wurde mit
dem Long-Expand-Kit (Tag/Pwo-Polymerase) von Roche durchgefiihrt. Die Elongationzeit (1 kb/min) wurde

entsprechend dem Template gewéhlt.

2.2.4.3. Fusions-PCR und Megaprimer-PCR
Die Fusions-PCR (One-tube-fusion-PCR) und Megaprimer-PCR wurden an Protokolle von Barik (1997) und Pont-

Kingdon (1997) angelehnt (Abb. 2-1B). Fiir die PCR wurde nur die Polymerase Pfu (Stratagene) verwendet .

Die Fusions-PCR beruht auf der Bildung von Megaprimern an verschiedenen Templates unter Verwendung von nur
drei Primern. Zwei Primer bilden getrennt voneinander ein Endprimer auf den Templates. Der Fusionsprimer (ca. 36
NT) besteht dagegen zur einen Hélfte aus einem Primer fiir die erste DNA-Vorlage, wéihrend die anderen Hélfte aus
dem komplementédren Strang der Bindestelle am anderen Template gebildet wird. Dies erlaubt im Verlauf der
Reaktionen die Bindung an beiden DNA-Vorlagen. Bei der PCR-Reaktion bildet sich zuerst an einer DNA-Vorlage
ein Megaprimer (1.), dessen komplementérer Strang dann als Primer am zweiten Template fungieren kann (2.). Bei

geeigneter Wahl der Primerbindestellen entsteht innerhalb einer Reaktion ein chiméres Fusionsgen (3.).
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Primername Primersequenz
Arfl-P1 5" GGTCTAGAGAC(T/C)GT(T/C/G)GAGTACAAGAA 3’
atpC2GFP 5" TCGCCCTTGCTCACCATCTGTGTGGTGAAGGCAGA 3’
atpC3GFP 5" CTCGCCCTTGCTCACCATGA AAACCCCACTCGCCC 3°
atpC4GFP 5" CTCGCCCTTGCTCACCATATG AGCAGAGCTCTGCTC 3°
atpC5GFP 5" CTCCTCGCCCTTGCTC ACATCCATGACAATCGTTGC 3’
atpC-Nter 5" CTAGAATTCAAGATGAGATCCTTTTGCATC 3’
Bip-Nter 5" CTAGAATTCAAGATGATGTTCATGAGAATTGC 3’
d80-89P1 5" GTCCCCATGGCTCAGGACGCTGTC 3°
d80-89P2 5" GGCAGCGACAAGCTTCATGGC 3°
eGFP-Cter-H3 5" CACACTAAGCTTACTTGTACAGCTCGTC 3’
Fcp2GFP 5" CCATTTCGTTCTCGAAAGCCGACTGCTGAGCCGG 3’
Fcp3GFP 5" GGCTACCGAAGTACGGGCGGCGGCACGAGAGGCGAG 3’
fep-Nter 5" CTAGAATTCAAGATGAAATTTGCCG 3’
GFP-DDEL 5" ACTAAGCTTACAACTCATCGTCCTTGTACAGCTCGTCCAT 3°
iatpC-Phaeo 5" GCAGAATTCAAGATGACCACACAGCCAACTTCC 3°

iFCP1 5" GCATCGATCATGGCCCCGGCTCAGTCC 3’

iFCP2 5" CATGATCGATGCAGAGCCGGCGAGGAG 3’

iPRK3 5" GCCTCTAGAATGGCCCCCACGGCCTTC 3°

iPRK4 5" CATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCAT GAG 3°
ppL-EcoRI 5" GAGAATTCAGCATGGACAGCAAAGGTT 3°
ppl-HindIII 5" GCGCAAGCTTGAACCATCTCAGAAATGG 3’

Prk1GFP 5" CTCGCCCTTGCTCACCATCTCTCCCTCCTTCAGGGC 3°
Prk2GFP 5" GCGGGGGCGGCGGCGCGGGCGGAGGCCGAGGCGG 37
Prk-Nter 5" CCAGAATTCACCATGAAGCTGTCCCTTGG 3°
QAD2829 5" ATGAAGCTTGTCGATGACGCCAAGGTC 3’
QAM29 5" ATGAAGCTTGTCGCTATGGCCAAGGTC 3°
Rab5-P5 5" CGGAATTCGC(A/G/T)CCACGGTAGTA 3’
Sarlp-P3 5" GCTCTAGA(T/C)AA(T/C)GC(T/C)GG(T/C/A)AAGAC(T/C)AC 3°
Sppl-HindIII-2 5" CACATTCCATCCTATCCATTTCTGAGATG 3’
SppL-Ncol-2 5" GCTCACCATGGAGACCACACCCTGGCACAAGAG 3’
SppLTspi-Ncol 5" CCCACCATGGCATGTTCTC TCTCC 3’
ST1/2ssuGFP 5" CTCGCCCTTGCTCACCATGAGAGGAACTGCCTG 3’
STpcp-EcoRI 5" GAGAATTCAGCATGGTGCGTGGAGCAAGG 3’
STpcp-Neol 5'GCTCACCATGGCATCGCCGATCTCATCAG 3’
STssu/Tssu-Ncol 5" TTGTCCATGGGGTTCCACACCTTCATATC 3’
STssu-Nter 5" CCAGAATTCAAGATGACATTTGAC CGTCAA 3’

Tomol 5" GCACACAATGGTGGCGCGGTTGCG 3’

Tomo2 5" GCAGGAAAGGCCAATGCCATCCGT 37
Tpec-Ncol-1 5" GCATTACCATGGCCACCGTCGCTTCCTCC 3’
Tpc-Ncol-2 5" GCTCACCATGGCCACCTCAACGGCCATCGCGTTTCC 3’

Tpt-P2 5'CGGAATTCAT(A/G)TC(A/G)GTCAT(A/G/C)GCCTTCTT 3’

TsMsl 5" TGCCATCACAATGGGGTTTGTTGGGGAGGGTGG 3°

TsMs2 5" AACCCCATTGTGATGGCAAA CCTCCGTGAGCTACGA 3’
Tspi-EcoRI 5" GAGAATTCAACATGGCATGTTCTCTCTCC 3°

Tspi-Ncol 5" CCGGTCCATGGCCTCACGGAGGTTTGCGC 3°

Yptl-P2 5" GGTCTAGACA(A/G)AT(T/C)TGGGA(T/C)

AC(T/C)GC(T/C)GG(T/C/A)CAGGA 3’

Abbildung 2 - 2 Verwendete Primer zur Konstrukterstellung

Bereichen des selben Genes.

Schnittstellen
Xbal

EcoRI
EcoRI
Ncol
HindIII

EcoRI
HindIII
EcoRI
Clal
Clal
Xbal
Xbal
EcoRI
HindIIT

EcoRI
HindIIT
HindIII

EcoRI

Xbal
Ncol
Ncol

EcoRI

Ncol
Ncol
EcoRI
Mstl
Mstl
Ncol
Ncol
EcoRI
BstXI
BstXI
EcoRI
Ncol
Xbal

Tabellarische Darstellung der fir die verschieden Konstrukte verwendeten PCR-Primer. Unterstrichene Sequenzbereiche
markieren, die in der Tabelle aufgelisteten, Restriktionsschnittstellen. Fett geschriebene Buchstaben bezeichnen mit dem Primer
eingefiihrte neue Startkodons fir die Translation der Konstrukte. Nukleotide in Klammern bezeichnen Variationen der
Nukleotidsequenz an der entsprechenden Position. Diese ,Primer” stellen somit Mischungen verschiedener Primern dar.

Beide Reaktionsstufen (Abb. 2-1B 1., 3.) lassen sich auch als Megaprimer-PCR-Verfahren getrennt durchfiihren, da

dadurch . die Effizienz der einzelnen Stufen erhoht werden konnte. Der Fusionsprimer bestand dann aus entfernten
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2.2.4.4. Verwendete Primer
Die Primer besallen eine Mindestlédnge von 15 NT und einen GC-Gehalt von um 50 % auf (Abb. 2-2). Auf Purine

direkt am 3°-Ende wurde verzichtet. Innerhalb der letzten Nukleotiden am 3 -Ende wurde auf verstirkt hoheren GC-
Gehalt und auf die Vermeidung von Fehlpaarungen geachtet.

Degenerierte Primer wurden als Mischungen bestellt und besalen an den variablen Positionen verschiedene, vorher
bestimmte Nukleotide. Es wurde auf weniger als 256 Moglichkeiten innerhalb der Primermischung geachtet. Die
variablen Nukleotide an den kritischen Positionen wurden mittels der Codon-Usage-Tabelle von Odontella sinensis
bestimmt. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen. Primer iiber 33 NT

wurden in der Regel in hochster Aufreinigungsqualitit bestellt.

2.2.5. Koloniehybridisierung

Zur Durchsicht vieler Transformanden auf Integration der gewiinschten Fragmente wurde neben PCR-Sichtungen
In-situ-Koloniehybridisierungen durchgefiihrt. Die Koloniehybridisierung beruht auf dem Verfahren der
Southernhybridisierung mit gekoppelter Gewinnung genomischer DNA aus an Nitrocellulose fixierten
Bakterienzellen.

Zur Koloniehybridisierung wurde zuerst eine gerastete Bakterienkulturplatte mit Transformanden bestrichen, so daf3
nach 3 — 5 Std., 37°C, Inkubation eine eindeutige Zuordnung der Rasterung zu den Transformanden moglich war.
Anschliefend wurde ein passend zugeschnittene Nitrocellulose (Fa. Schleicher & Schuell, Typ Protan 0,1 pm) auf
die Kulturplatte fiir 30 — 60 sec. gelegt (Blotten der Zellen auf die Zellulose), die Zellen in Denaturierungslésung I
(10 % SDS) fiir 3 min. lysiert und die genomische Bakterien-DNA fiir 5 min. in Lésung II (0,5 M NaOH, 1,5 M
NaCl) denaturiert. Neutralisiert wurde die Zellulose fiir 5 min. in Neutralisierungslésung (0,5 M Tris/Cl pH 8, 1,5 M
NaCl) und fiir 5 min. in 2xSSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat) gewaschen. Nachfolgend wurde die genomische
DNA an die Nitro-Gruppen der getrockneten Nitrozellulose-Filter fiir 3 min. unter UV-Licht (254 nm bzw. 366 nm)
photochemisch, kovalent verkniipft.

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurde die mit DNA verkniipften Nitrocellulose fiir eine Stunde mit
Hybridisierungsmedium (250 mM Na,HPO,, 1 mM EDTA, 7 % SDS) bei 57- 62°C im Hybridisierungsofen (Fa.
Appligene) unter Rotation inkubiert. Wahrenddessen wurde mit dem Random-Priming-Kit der Fa. Roche eine mit
P-ATP radioaktiv-markierten Hybridisierungssonde vom gewiinschten Genbereich gebildet. Hierzu wurden 25 ng
fiir 10 min., 95°C, denaturierte DNA in einem 20 pl-Ansatz mit 3 pl 0,5 mM Nukleotidmischung (dTTP, dCTP,
dGTP), 2 pl Hexanukleotide, 5 pl radioaktives ATP (1000 uCi/ml) und 1 pl Klenow-Enzym zur Sondenherstellung
verwendet. Nach 30 min., 37°C, Inkubation wurden der Sondenansatz kurz vor der Verwendung fiir 10 min. bei
100°C denaturiert, in 20 ml temperierten Hybridisierungsmedium aufgenommen und die Hybridisierung iiber Nacht
unter Rotation mit der radioaktiven Hybridisierungslosung ermoglicht. Nachfolgend wurden die Filter zuerst in
temperiertem Waschmedium 1 (2xSSC, 0,1 % SDS) und dann in Waschpuffer II (0,2xSSC, 0,1 % SDS) fiir
mindestens 15 min. zur Entfernung unspezifischer Bindungen gewaschen. Die Autoradiographie der Filter wurde
nach Trocknung iiber Nacht mit Rontgenfilm ermdglicht. Die Zuordnung der Transformanden erfolgte iiber den

Vergleich der Bandenform in der Autoradiographie mit der Art der Rasterung auf der Bakterienkulturplatte.
2.2.6. Gensequenzierung

Zur Kontrolle von DNA-Fragmente wurden die Konstrukte mit dem Pharmacia "T7-sequencing-kit" unter

Verwendung von radioaktivem **P-ATP nach dem Kettenabbruchverfahren von Sénger sequenziert.
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Die Auftrennung der Ansétze erfolgte mit einem 4 %igen Harnstoff (8,3 M)/Polyacrylamidgel mit dem Rotiphorese
DNA-Sequenziersystem der Firma Roth. Zur Stabilisierung wurde das Gel mit Hilfe von Bind-Silan (0,3 % 7-
(Methacryloxypropyl)-trimethoxysilan, 0,3 % Essigsdure in Ethanol) auf einer Glasplatte (Geltrdger) bei der
Polymerisierung mit entgaster Polyacrylamid-Losung fixiert. Die Gegenplatte wurde entsprechend der Tragerplatte
mit Repel-Silan (3 % Dimethyldichlorsilan in Chloroform) behandelt. Die Platten wurden 2 mal gleichméBig mit 10
miniitiger Pause behandelt.

Vor dem eigentlichen Gellauf wurden 3 pl Vorlaufpuffer (40 % Formamid, 10 mM NaOH, 1 mM EDTA, 1
Spatelspitze Bromphenolblau) aufgetragen und fiir ca. 60 min laufen gelassen. Der Probenlauf mit 2 - 3 pul
Reaktionsansatz erfolgt bei 60 Watt fiir 90 min mit 1xXTBE (10xTBE: 890 mM Tris, 890 mM Borsdure, 20 mM
EDTA, pH 8) als Laufpuffer. Die Proben wurden vorher fiir 1 min bei 85 °C denaturiert.

Nach dem Gellauf wurde das Gel samt Tréagerplatte in 10 % Essigsdure fixiert, kurz in Wasser geschwenkt und bei

80 °C im Trockenschrank getrocknet. Die Bandendetektion erfolgte {iber Autoradiographie iiber Nacht.

2.3. Fraktionierung von pflanzlichen Zellen
2.3.1. Isolation von Chloroplasten

2.3.1.1. Plastidenisolation aus Odontella sinensis und Coscinodiscus granii
Die Isolation der Plastiden aus den Kieselalgen Odontella sinensis und Coscinodiscus granii basiert auf den

Arbeiten von Claus Wittpoth (Wittpoth et al. 1998) und ist geeignet fiir groBere einzellige Kieselalgen. Die Schnell-
Préparation fiihrt iiber eine 40 %-Percollstufe zu einer Intaktheitsrate von 70 bis 90 %. Eine hohere Giite lieB sich
mit einem linearen Gradient (20 - 80 %) gewinnen.

Zur Isolation wurden die Kieselalgenkulturen (i.d.R. 10 L) mit einer 50 um - Nylongaze abfiltriert und sofort in 15
ml Isolationsmedium I (623 mM Sorbit, 6 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 10 mM KCI, 50 mM HEPES, 1
% BSA, pH 7,6 (~0,7 Osmol/kg)) resuspendiert. Der Aufbruch der Kieselschalen erfolgte bei 1,5 bar (Coscinodiscus
granii) bzw. 2 bar (Odontella sinensis) in einer vorgekiihlte Yeda-Press. Dieser Schritt ist fiir die ganze Ausbeute an
intakten Plastiden kritisch und die Tropfgeschwindigkeit wurde, um die Scherung gering zu halten, niedrig
eingestellt. Die aufgebrochenen Zelle wurden zweimal vorsichtig mit einer Glaspipette zum Ausspiilen der Plastiden
aus den Schalenresten durchmischt und dann unter einem Lichtmikroskop auf die Giite des Aufbruchs (~80%)
getestet. Zur Entfernung der Kieselschalen bzw. ganzen Zellen wurde die Zellsuspension noch einmal iiber die
Nylongaze filtriert und das Filtrat anschlieBend mit 15 ml 40 %iger Percoll-Isoll-Losung (Isolationsmedium II mit
40 % Percoll) mit Hilfe einer Spritze unterschichtet. Die intakten Plastiden wurden durch eine Zentrifugation des
Stufengradienten bei 4000 - 5000 rpm fiir ungefahr 2 min. in einer Heraeus Christ Minifuge 2 Typ 4123 (Rotor Typ
1664) ohne Abbremsen von den Thylakoiden (Uberstand) abgetrennt, anschlieBend mit mindestens 20 ml
Isolationsmedium II (663 mM Sorbit, 6 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 1| mM MnCl,, 10 mM KCl, 50 mM HEPES, pH
7,6 (~ 0,75 Osmol/kg)) gewaschen und mit 3500 rpm fiir 2 min. pelletiert. Die intakten Plastiden wurden

abschliefend in der gewiinschten Konzentration (> 2mg Chl./ml) mit Isolationsmedium II resuspendiert.
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2.3.1.2. Chloroplasten aus héheren Pflanzen
Die Isolation von intakten Plastiden aus Spinat beruht auf der Methode von Heldt und Sauer (1971) und auf der

Methode von Bartlett et al. (1982). Fiir die Plastidenisolation aus Erbse wurde das Laborprotokoll von P. Hynds
(University of Warwick, GrofSbritannien) basierend auf der Methode von Hulford et al. (1994) verwendet.

- Zur Isolation der Plastiden wurden die Spinatblatter frisch geerntet, bei Bedarf von ihrer Mittelrippe befreit und
gewaschen. 20 - 40 g der Blatter wurden mit 200 bis 300 ml kaltem Isolationsmedium A (330 mM Sorbit, 10 mM
Natriumpyrophosphat, 4 mM Ascorbat (frisch), pH 6,5 mit HCI (~0,35 Osmol/kg)) in einem vorgekiihltem Mixer in
kurzen StoBen homogenisiert. Das Homogenisat wurde anschlieBend schnell zur Abtrennung der Zelltriimmer {iber
einer Lage Nylongaze (50 um) abfiltriert und die Plastidensuspension kurz zentrifugiert (2500 g, 1 min, 4°C). Nach
Resuspendierung des Plastidenpellets in 10 ml kaltem Medium B (330 mM Sorbit, 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
(~0,37 Osmol/kg)) wurden zwei vorbereitete, lineare Gradienten, 10 bis 80 % Percoll ( 10 bzw. 80 % PBF-Percoll,
0,131 ml EDTA 0,2 M, 13,1 pl MgCL, 1 M, 13,1 ul MnCL, 1 M, 0,66 ml HEPES 1 M pH 7,5, 0,79 g Sorbit, 12,87
mg Ascorbat, 2,25 mg Gluthation, ad. 13,13 ml Aqua dest.), iiberschichtet. Die intakten und die lysierten Plastiden
wurden durch eine Zentrifugation in einer Beckmann Ultrazentrifuge in einem SW28 Schwingrotor bei 6000 rpm
bei 4 °C fiir 30 min getrennt. Die intakten Plastiden bilden im Gradient eine Bande bei 70 bis 80 %. Anstelle des
linearen Gradienten wurde auch eine 40 % Percoll-Stufe (Gradientmedium mit 40 % Percoll) verwendet.

Nach der vorsichtigen Abnahme der Plastidenbande aus dem Gradienten wurde die Suspension zur Entfernung des
Percolls einmal mit Medium B gewaschen. Die Plastiden abzentrifugiert (2500g, 2 min, 4°C) und abschliefend im
gewiinschten Volumen Medium B resupendiert.

- Die Isolation von Chloroplasten aus Erbsen erfolgte analog zu der Isolation von Spinat-Plastiden. Als
Isolationsmedium A bzw. B wurde eiskaltes IxXSRM-Medium (5xSRM : 1,65 M Sorbit, 25 mM MgCl,, 250 mM
HEPES pH 8) verwendet. Die Trennung von aufgebrochenen und intakten Plastiden erfolgte tiber eine 40 % Percoll-
Stufe (1xSRM-Medium, 40 % Percoll).

2.3.1.3. Chlorophyllbestimmung
Die Chlorophyllbestimmung erfolgte im Spektralphotometer LKB-Ultrospec Plus der Fa. Pharmacia. Zur

Bestimmung der Chlorophyllmenge von Kieselalgen-Plastiden wurden 5 pl Plastidenisolat in 995 pl 90 %iges
Aceton gelost, fiir 2 min inkubiert und dann zur Abtrennung unldslicher Bestandteile 2 min bei 15000 rpm in einer
Sigma-Tischzentrifuge zentrifugiert.

Die Messung erfolgte bei 664 nm und 630 nm gegen eine Referenz mit 90 % Aceton.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel (Jeffrey und Humphrey 1975):

X ug Odontella-Chl./10 ],J.l Isolat = (1 1,47 E664 - 0,4 E630) + (24,36 E630 - 3,73 E664)

Die Bestimmung der Spinat-Chlorophyllmenge erfolgte nach Arnon (1949). Hierzu wurden entsprechend zur
Chlorophyllbestimmung 10 pl Plastidenisolat in 990 ul 80 %igem Aceton geldst und dann bei 645 nm und 663 nm

gemessen. Die Menge wurde wie folgt berechnet (E, = Extinktion bei Wellenldnge x (nm) in OD):

x ng Spinat-Chl./10 pl Isolat = 20,2 Egys + 8,02 Egz0
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2.3.1.4. Sauerstoffbestimmung mittels Clark-Elektrode

Die Intaktheitsbestimmung von Plastiden bzw. die Messung der CO,-Fixierung von Plastiden erfolgte iiber die
Clark-Sauerstoffelektrode (Fa. Hansatech).

Die Intaktheitsbestimmung wurde durch den Vergleich der Sauerstoffbildung in einer Probe mit belichteten
osmotisch geschockten Plastiden und einer Probe mit z.B. unbehandelten Plastiden bestimmt. Die
Sauerstoffmessung beruht auf einer Hill-Reaktion mit Ferricyanid (K4[FellIl(CN)g]). Dieses ersetzt das beim
Aufbruch der Plastiden frei werdende Ferridoxin als Elektronenakzeptor. Da Ferricyanid nicht die
Plastidenmembran durchdringen kann, korrelieren die gemessenen Sauerstoff-Entwicklungsraten mit dem Anteil an
Thylakoiden in der MeBkiivette. Zur Messung wurden Ferricyanid (1,5 mM), Ammoniumchlorid (1,5 mM), 1000 U
Katalase, 1 U Superoxid-dismutase (SOD) sowie Plastidensuspension (10 bis 20 pg Chl.) zusammenpipettiert und
auf 1 ml mit z.B. Isolationsmedium aufgefiillt. Fiir die Bestimmung der osmotischen Stabilitit der Plastiden wurden
die Plastiden nach 1 1/2 miniitiger Inkubation in Mischungen zwischen Isolationsmedium und einem
HEPES/MgCl,-Puffer (50 mM Hepes, 5 mM MgCl,)) gemessen. Um einen maximalen Aufbruch zu erhalten,
wurden die Plastiden zuerst in Wasser 1 min. inkubiert und anschlieBend auf 50%iges Isolationsmedium eingestellt.
Die Katalase- und SOD-Zugabe dient zur Beseitigung des Mehlereffektes von intakten Plastiden, die durch H,0,-
Bildung Sauerstoff verbrauchen. Nach Bestimmung des Sauerstoffgrundwertes wurde mit Belichtung (Rotlicht, 500
pmol Quanten/m® sec) die Proben gemessen. Zur Eichung der Elektrodenqualitit wurde vor Beginn der Experimente
der Ausschlag und der Verlauf des Sauerstoffverbrauchs durch Zugabe von einer Spatelspitze Dithiothreit bestimmt.
Die absoluten Sauerstoffwerte flir die MeBtemperatur konnten durch Vergleich mit tabellarischen Literaturwerten
erhalten werden. Die Intaktheitsrate in Prozent wurde wie folgt bestimmt : Intaktheit (%) = [1 - (O,-Rate intakte
Plastiden / O,-Rate lysierte Plastiden)] * 100.

Die Messung der CO,-Fixierung erfolgte mit isolierten Plastiden (ca. 25 —50 pg Chl.) unter Zugabe von Katalase
(1000 U) und SOD (1 U) in entgasten Medium bei Belichtung. Nach Messung der Grundrate wurde die Reaktion
durch Zugabe von Na,CO;-Losung (5 mM) gestartet. Da die CO,-Fixierung von verschiedenen biochemischen

Prozessen in der Plastide abhéngt, stellt sie ein sicheres MaB fiir die Intaktheit von Chloroplasten dar.

2.3.1.5. Bestimmung der Osmolalitat einer Losung
Die Bestimmung der Osmolalitdt (Osmol/kg) erfolgte mit dem Osmomat 030, Cryoscopic Osmometer der Firma

Gonotec. Die Eichung des Gerites erfolgt {iber eine 1 M Sorbit-Losung (1 Osmolal, gendhert 1 Osmolar) und Aqua
bidest. (0 Osmolal) entsprechend den Angaben des Herstellers. Zur Messung wurden in mitgelieferten Mefigefaen
50 ul Probe eingefiillt und der Gefrierpunkt und damit die Osmolalitdt bestimmt.

2.3.2. Isolation von Thylakoiden

2.3.2.1. Thylakoidisolation aus Plastiden von Kieselalgen

Thylakoide von der Kieselalgen Odontella sinensis und Coscinodiscus granii wurden ausgehend von intakten
Plastiden durch osmotische Zerstérung der Chloroplastenmembranen erhalten. Zuerst wurden die Plastiden auf eine
Konzentration von 1 mg Chl./ml mit Isolationsmedium verdiinnt, das Gesamtvolumen bestimmt und die Plastiden
mit 3000g, 1 min, Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Plastiden auf das
Gesamtvolumen mit Schockmedium HM (50 mM HEPES pH 8, 5 mM MgCl,) aufgefiillt, mit einer Eppendorf-
Pipette resuspendiert (zusdtzliche Scherung) und fiir 2 min. inkubiert. Durch Zugabe von 1 VE H2SM (50 mM
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HEPES pH 8, 680 mM Sorbit, 5 mM MgCl,) wurde die Osmolalitét auf die Hélfte des natiirlichen Wertes eingestellt
(~350 mOsmolal). Thylakoide und Stroma (1:1 verd.) wurden durch eine Zentrifugation mit 15.000g, 1 min,
Eppendorf-Tischzentrifuge getrennt. AnschlieBend wurden die Thylakoide dreimal mit HSM (50 mM HEPES pH 8§,
340 mM Sorbit, 5 mM MgCl,) zur Entfernung restlicher stromalen Bestandteile gewaschen und dann in dem
gewiinschten Medium, Stroma oder HSM, mit der Konzentration 1 mg Chl./ml aufgenommen.

Zur Gewinnung EDTA-gewaschener Thylakoide wurden die Plastiden direkt in HME (50 mM HEPES pH 8, 5 mM
MgCl,, EDTA 10 mM) geschockt, einmal in HSME (HSM mit 10 mM EDTA) und anschlieBend zur
Resuspendierung der verklumpten Thylakoide und zur Entfernung restlichen EDTAs zweimal im HSM gewaschen.
Gedaute Thylakoide wurden durch Inkubation von Thylakoiden mit der Protease Thermolysin (0,2 mg/ml) oder
Trypsin (0,1 mg/ml) erhalten. Hierzu wurden frisch gewonnene Thylakoide, noch vor der dreimaligen Waschung, in
HSMC (50 mM HEPES pH 8, 340 mM Sorbit, 5 mM MgCl,, 2 mM CaCl,) aufgenommen, mit der Protease fiir 15
bzw. 30 min. auf Eis inkubiert und der proteolytische Verdau mit 2,5 mM EGTA bzw. 0,1 mM Trypsininhibitor
gestoppt. Die Protease wurde durch einmaliges Waschen mit HSME, (HSME und zusétzlich 2,5 mM EGTA, 0,1
mM Trypsininhibitor) und zweimaliges Waschen in HSM entfernt.

2.3.2.2. Thylakoidisolation aus Erbsenplastiden
Die Thylakoidisolation aus Erbsen beruht auf der Labormethode von P. Hynds (Labor C. Robinson, University of

Warwick, GroBbritannien) und stellte die Basis der Methodik fiir Kieselalgen dar.

Die Thylakoide aus hoheren Pflanzen wurden aus isolierten Erbsen-Plastiden gewonnen. Der osmotische Schock der
Plastiden erfolgt wie auch bei den Algen in HM-Medium (50 mM HEPES pH 8, 5 mM MgCl,). Ein Anpassen der
Osmolalitdt nach dem Schock erfolgt jedoch nicht; die Waschungen erfolgten mit HM-Puffer. Die weiteren Medien
HME, HMC und HME, entsprechen den Kieselalgenmedien HSME, HSMC und HSME, nur ohne Sorbit-Zusatz.

2.3.2.3. Fluoreszenzmessung mit 9-Aminoacridin (9AA)
Die quantitative Bestimmung des Protonengradienten erfolgte in einer selbstgebauten MeBapparatur (Inst. fiir

Biochemie der Pflanzen). Die Apparatur bestand aus einer temperierbaren, abgedunkelter Clark-Elektrode (Fa.
Hansatech), einer Kaltlichtlampe (Schott KL 1500) mit gekoppelten Rotfiltern (A>630), einer selbstkonstruierten
Lampe zur Anregung des 9-Aminoacridins (A=400) mit einem Inteferenzfilter (10 nm Bandbreite, Fa. Schott) und
einer Photodioden/Verstirker-Kombination, die iiber vorgeschaltete Filter (A=490) nur die Fluoreszenz des 9AA
detektieren konnte. Die selbstgebaute Fluoreszenzanregungslampe wurde mit einem Spannunggerat der Fa. Oltronix
betrieben.

Fiir die Messung erfolgte bei 20°C mit Thylakoide entsprechend 62,5 pg Chl. in 2,5 ml Medium. Das Medium
enthielt 25 mM Tricin pH 8, 50 mM KCIl, 5 mM MgCl,, 50 nM Valinomycin, 50 pM PMS und 5 pM 9-
Aminoacridin und entsprechend des Versuches eine variable Menge an Sorbit.

Nachdem die Grundfluoreszenz der Probe ausgelost durch das MeBlicht aufgenommen wurde (0%), wurde die
Maximalfluoreszenz des Ansatzes durch die Zugabe von 9AA bestimmt (100%). Uber Belichtung der Probe mit der
Rotlichtlampe wurde die Bildung eines Protonengradienten iiber die Thylakoidmembran ermdglicht. Die Messung

wurde iiber einen Mehrkanalschreiber aufgenommen, der Lampenspannung und Fluoreszenz registrierte.
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2.3.3. Fraktionierung von Phaeodactylum tricornutum
Zur Fraktionierung von Zellen der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum wurden 1 Liter Kultur bei 3000 g, 4°C,

flir 10 min. abzentrifugiert und in 20 ml Isolationsmedium I (siche Chloroplastenisolation) resuspendiert. Zum
Aufbruch der Zellen wurde eine French-Press (Fa. SLM Instruments Inc., Aminco), eine vorgekiihlte 20K-Zelle (1%
Piston) und ein Druck von ungefahr 2000 - 3000 PSI (Geriteeinstellung Med, 700 - 1100 PSI-gauge) ausgewéhlt.
Der FluB3 aus der Zelle wurde unter Vermeidung von Druckschwankungen auf ungeféhr 1 - 2 Tropfen pro Sekunde
eingestellt. Im weiteren wurde auf Eis bzw. 4°C gearbeitet. Das Zelllysat wurde zuerst fiir 10 min. zur Abtrennung
ganzer Zellen bei 200 g zentrifugiert; Zellwiande und Thylakoide wurden dann mittels einer 20.000 g Zentrifugation
(4°C), 30 min. von den cytosolischen Komponenten getrennt. Das in der Membranfraktion enthaltene
Endoplasmatisches Reticulum konnte durch eine abschliefende Zentrifugation mit 100.000 g, 3 Std. gewonnen
werden. Resuspendiert wurde das Membranpellet in wenig 10 mM Tricin pH 8. Eine weitere Aufreinigung der
Membranfraktion erfolgte bei Bedarf iiber einen linearen Zuckergradient (20 — 50 % Saccharose, 10 mM Tris pH 8)
von dem ein 60 %-Kissen vorgelegt und der mit einem 10 %-Kissen iiberschichtet worden ist.

Der Aufbruch von Phaeodactylum tricornutum erlaubte keine Isolation von intakten Plastiden, da die Zellen, die in
der Regel ein bis zwei Plastiden besitzen, welche einen groBen Teil des Zellinnenvolumens ausmachten,

ausgesprochen klein waren. Ein Aufbruch der diinnen Kieselschale fiihrte zu einem direkten Scheren der Plastiden.

2.4. Proteintransport
2.4.1. In-vitro-Proteinsynthese

2.4.1.1. In-vitro-Transkription
Zur Run-off in vitro-Transkription von RNA wurde das Roche Sp6/T7 Transkriptionskit bezogen. Zusatzlich wurde

statt der Sp6-RNA-Polymerase die T3-Polymerase verwendet. Die Durchfiihrug richtete sich nach den Angaben des
Herstellers. Zur RNA-Synthese wurden je 20 pl-Ansatz 2 pg linearisierte Plasmid-DNA verwendet. Zum Schutz vor
RNAsen wurde jedem Ansatz 1 ul RNAsin (Roche) oder RNAguard (Pharmacia) als RNAse-Inhibitor zugesetzt.
Die Transkription erfolgte ohne den Zusatz von 7-methyl-Guanosin zum "Cappen" eukaryotischer mRNA. Nach der
Transkription fiir eine Stunde bei 37 °C, wurden 2 pl DNAse I (RNAse-Aktivitit frei) zugegeben, um fiir 15 min bei
37 °C die Plasmid-DNA zu verdauen.

Alle Materialien bis auf die Chemikalien wurden mit DEPC = Diethylpyrocarbonat behandelt, welches RNAsen
inhibitiert. Die Behandlung erfolgte durch Zugabe von 0,1 %(v/v) DEPC fiir mindestens 1 Stunde und

anschlieBender thermischen Zerstérung durch Autoklavierung.

2.4.1.2. Untersuchung von RNA in Formaldehyd-Agarosegelen

Synthetisierte RNA wurde zur Kontrolle in einem horizontalen Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und die Konzentration abgeschitzt. Als Agrasosekonzentration wurde 1 % gewéhlt. Die Agarose wurde
fiir eine Stunde zusammen mit 0,1 % (v/v) DEP inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung zur Resuspendierung der
Agarose gekocht und nach einer Abkiihlung auf 50 °C mit Formaldehyd (Endkonz. 6%) und MOPS 1x (5xMOPS :
0,1 MOPS, 40 mM NaCl, 5 mM EDTA in Aqua bidest. DEPC-behandelt, auf pH 7) versetzt.

Zum Schutz vor RNAsen in der Gelkammer und am Probenkamm wurden alle Teile mehrmals mit 3 % H,0,-Lsg.

und Methanol gewaschen.
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Die RNA-Proben wurden vor dem Lauf in 1xProbenpuffer (5xProbenpuffer : 720 pl Formamid, 260 pl
Formaldehyd, 320 pl 5xMOPS, 80 pl Glycerin, 80 pl Bromphenolblau geséttigt, 40 pl Aqua bidest DEPC-
behandelt) aufgenommen, bei 65 °C fiir 3 min denaturiert und direkt schockgekiihlt. Als Laufpuffer wurde 1xTAE,
versetzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, verwendet und das Gel bei 30 bis 40 mA laufen gelassen.

2.4.1.3. In-vitro-Translation
In-vitro-Proteinsynthesen wurden mit Retikulozytenlysat der Firma Roche (Typ I) oder im Weizenkeim- oder

Retikulozytenlysat-Coupled-/n-vitro-Transkription-Translation-System (Coupled-TNT) von Promega durchgefiihrt.
Die Proteinsynthese erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Das eingesetzte radioaktive L-*>S-Methionin (Typ
SJ 1015) von der Firma Amersham hatte eine Aktivitit von 1 bis 1,2 mCi/ml (1000 - 1200 Ci/mmol).

Im Translationssystem der Firma Roche wurde fiir alle Ansdtze 50 mM Kaliumacetat und 1 mM Magnesiumacetat
verwendet. Als RNA wurde im allgemeinen 1 pl Transkriptionsansatz verwendet. Die Inkubation zur
Proteinsynthese erfolgte fiir 60 min bei 30 °C.

Im ,,Coupled-TNT*“-System war keine vorherige RNA-Synthese notig, da diese parallel zur Translation stattfand.

2.4.2. Kotranslationaler Proteinimport

2.4.2.1. Transport in ER-Vesikel

Zur Untersuchung des kotranslationalen Proteintransports wurden die zu untersuchenden Proteine in
Translationsansétzen mit zugegebenen Hundepankreasmikrosomen der Firma Promega translatiert. Es wurden 1,8 pl
Mikrosomenldsung pro 25 ul Standardtranslationsansatz verwendet.

Nach der Inkubation wurde der halbe Ansatz zur proteolytischen Spaltung externer Proteine mit Proteasen
behandelt. Fiir den Mikrosomenimport wurden die Proteasen Thermolysin (0,1 mg/m1, 2 mM Ca,Cl) und Proteinase
K (0,1 mg/ml) verwendet. Der proteolytische Verdau wurde fiir 30 min auf Eis durchgefiihrt und mit PMSF (1 mM)
fiir Trypsin bzw. EGTA (2,5 mM) fiir Thermolysin, Zugabe von SDS-Probenpuffer (1 : 1) und sofortiges
Denaturieren der Probe bei 80 bis 95 °C, 3 min gestoppt.

2.4.2.2. Deglykosylierung von Glykoproteinen

Zur Deglykosylierung von importierten Proteine in ER-Mikrosomen wurde der kotranslationale Importansatz nach
seiner Inkubationszeit gedrittelt. Der erste Teil diente als Kontrolle, der Zweite wurde mit Protease behandelt (siche
Kap. 2.4.2.1.) und der Dritte mit der Amidase PNGase F entsprechend den Herstellerangaben behandelt. Zuerst
wurde die Probe fiir 100°C, 10 min. denaturiert, 1/10 Vol. G7-Puffer und NP-40 (10%)-Losung zugesetzt und mit
0,5 ul PNGase F (250 U) fiir 1 Std., 37°C, inkubiert.

2.4.3. Integration von FCP in ER-Vesikel
3 ul iFCP-Translationsansatz wurden mit 4 ul Hundepankreas-ER-Vesikel und 10 pl 1xXSRM-Medium fiir 30 min.,

18°C, inkubiert. AnschlieBend wurden die Vesikel mit 100 pl KSCN (2M) analog den
Thylakoidintegrationsexperimenten (Kap. 2.4.5.1.) gewaschen und nach Auffiillen auf 3,5 ml mit KSCN (2M) fiir
10 min. gelagert. Nach einer Zentrifugation fiir 45 min., 116000 g (SW55Ti-Rotor, Fa. Beckmann, 35.000 rpm),
wurde der Uberstand restlos entfernt, die Mikrosomen mit HM-Puffer vorsichtig, kurz iiberspiilt und anschlieBend in

einem gewiinschten Volumen riickgeldst.
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2.4.4. Posttranslationaler Import in Plastiden von hoheren Pflanzen
Ein 400 pl-Importansatz bestand standardméfBig aus 100 pl intakten Plastiden (50 — 100 pg Chl in

Isolationsmedium), ATP (2 mM), 133 pl Importpuffer (3xPuffer : 750 mM Sorbit, 150 mM HEPES/KOH pH 7,5,
30 mM L-Methionin, 75 mM Kaliumgluconat, 6 mM MgCl,, 0,6 % BSA) und 5 - 10 pl Proteinansatz. Der
posttranslationale Import wurde fiir 20 - 30 min bei 25 °C und unter Beleuchtung (150 pmol Quanten/m’ sec,
Lampe: Philips E/86 160 W) ermdglicht. Modifikationen des Energiebedarfs des Import sind im weiteren
angegeben. Gestoppt wurde der Import durch die Weiterverarbeitung in einem Proteaseansatz oder erneuten
Zentrifugation des Importansatzes durch 40 % Percoll-Medium (Plastiden-Isolationsmedium mit 40 % Percoll) fiir
30 sec., 3000g, Eppendorf-Tischzentrifuge. Je nach Zielsetzung wurden die pelletierten, intakten Plastiden
anschliefend in 1xProteinprobenpuffer fiir die Elektrophorese aufgenommen oder fraktioniert.

Fiir den Proteaseansatz wurden die Proteasen Thermolysin (0,2 mg/ml, 2 mM CaCl,), Proteinase K (0,1 mg/ml)
oder Trypsin (0,1 mg/ml) verwendet. Der proteolytische Verdau wurde normalerweise fiir 30 min. auf Eis
durchgefiihrt, mit PMSF (1 mM) fiir Proteinase K, EGTA (2,5 mM) fiir Thermolysin bzw. mit Trypsininhibitor (0,1
mg/ml) gestoppt. Nach anschlieBender Aufreinigung der Plastiden durch Zentrifugation durch einen 40 %
Percollkissen wurden die gedauten Chloroplasten fraktioniert oder Proben in IxProteinprobenpuffer
(5xProteinprobenpuffer: 10 % SDS, 25 % Glycerin, 0,025 % Bromphenolblau, 25 % Mercaptoethanol, 250 mM Tris
/HCI pH 8) aufgenommen.

Zur Fraktionierung wurden die Plastiden abzentrifugiert (6000 rpm, 15 sec., Tischzentrifuge), osmotisch mit
Medium C (10 mM Tricine pH 7,6, 0,1 mM PMSF oder 0,1 mg/ml Pefabloc) geschockt und dann fiir 30 sec. bei
3000g, Eppendorf-Tischzentrifuge, zur Abtrennung der Thylakoide (Pellet) von der Stroma-/Hiillmembranfraktion
(Uberstand) zentrifugiert. Die Thylakoide wurden mit 200 ul Medium C gewaschen, erneut zentrifugiert und in
IxProteinprobenpuffer aufgenommen. Die Stromafraktion wurde mit 0,25 Volumen VE 3 N TCA-Ldsung versetzt,
vorsichtig geschiittelt und fiir 30 min zur Proteinfdllung ruhen gelassen. Die gefdllten Protein wurden nach einer
Zentrifugation (10 min, 15.000 g, 4°C) mit Waschpuffer (0,1 M Dithiothreit, 0,1 M Na,COs;) riickgeldst und in
IxProteinprobenpuffer (5xProteinprobenpuffer : 10 % SDS, 25 % Glycerin, 0,025 % Bromphenolblau, 25 %
Mercaptoethanol, 250 mM Tris /HCI pH 8) aufgenommen.

2.4.5. Thylakoidimport

2.4.5.1. Import in Thylakoide von Kieselalgen
Fir den Import von Proteinen wurden 45 pl Thylakoide (0,5 — 1 pg Chl./ul) und 10 pl 1:1 verdiinnter

Translationsansatz in einem 60 pl-Ansatz verwendet. Die Aufnahme der Thylakoide nach der Isolation richtete sich
nach Art des Experimentes. Stromaler Extrakt (1:1 verdiinnt mit H2SM (50 mM HEPES pH 8, 680 mM Sorbit, 10
mM MgCl,)) wurde fiir Experimente wie dem Sec-, SRP-Weg verwendet, HSM (50 mM HEPES pH 8, 340 mM
Sorbit, 10 mM MgCl,) fiir Untersuchungen des ApH-Weges. Die Verdiinnung des Translationsansatzes reduzierte
die Schwankungen der Radioaktivitit im Gesamtansatz und wurde generell mit H2SM durchgefiihrt. Die
Verwendung von Nukleotiden, Belichtung und Inhibitoren richtete sich nach der Untersuchung und sind im
Ergebnisteil beschrieben. StandardméfBig wurden die Zusitze in folgenden Konzentrationen verwendet: Azid (5
mM), Nigericin (4 pM) und Valinomycin (0,1 mM) beide supplementiert mit 50 mM KCI zum lonenaustausch
sowie ATP, GTP bzw. NTP-Mix mit 8 mM Endkonzentration. Die Verwendung von Apyrase schliefit eine

_27 -



Material und Methoden

Inkubation des Translationsansatzes und, getrennt davon, die Inkubation der Thylakoide mit je 0,25 U Apyrase, 15
min., Eis mit ein. Gestartet wurde der Import durch Thylakoidzugabe.

Nach einer Inkubation des Ansatzes bei 16-18°C, i.d.R. Belichtung (150 um Photonen/m?sec) fiir 25-30 min. wurde
der Ansatz gedrittelt:

Ein Ansatz wurde als Gesamtansatz (Probenkennung: G) mit SxProteinprobenpuffer versetzt.

Ein weiteres Drittel wurde zur Entfernung unspezifischer Bindungen einmal gewaschen (Probenkennung: W). Als
Waschmedien wurde HSM, KSCN (2M), NaCl (2M), Urea (6,8 M) oder Na,CO3/DTT (85 mM) verwendet. Der
Importansatz wurde mit 5 Volumeneinheiten Waschmedium kurz gevortext, fiir 10 min. bei Raumtemperatur
inkubiert und einem Gefrier-/Auftauzyklus unterworfen. Der Vortex- und Gefrier-/Auftauschritt wurden wiederholt,
anschlieBend die Probe zentrifugiert (10 min., 22.000g, 4°C) und mit wenig HSM und Proteinprobenpuffer (1x)
resuspendiert. Bei Verwendung des Waschmediums KSCN (2M) wurden die Thylakoide nach der Zentrifugation
zur Entfernung von Kalium-lonen in HSM kurz resuspendiert und erneut fiir 1 min. zentrifugiert bevor sie in
Probenpuffer aufgenommen wurden.

Das letzte Drittel wurde in einem Proteaseansatz mit Thermolysin (0,2 mg/ml, 2 mM CaCl,) bzw. in einer
Proteasemischung (Thermolysin 200 ug/ml, Trypsin 10 pg/ml, 2 mM CaCly) fiir 30 min. auf Eis inkubiert
(Probenkennung: D). Anschlieend wurde der Ansatz mit 5 VE HSME, (HSM mit 10 mM EDTA und zusitzlich 2,5
mM EGTA) mit oder ohne Trypsininhibitor (0,Img/ml) gewaschen, zentrifugiert (1 min., 13.000 rpm Eppendorf-

Tischzentrifuge), in wenig HSME und in Proteinprobenpuffer (1x) zur Denaturierung aufgenommen.

2.4.5.2. Import in Thylakoide von héheren Pflanzen

Die Methode zum Import von Proteinen in Erbsenthylakoide wurde angelehnt an das Standardprotokoll aus dem
Labor von Colin Robinson, University of Warwick, Coventry, GroBbritannien. Es stellte die Basis zu dem Protokoll
fiir den Import in Kieselalgenthylakoide und verlduft deswegen analog dazu.

Es wurden 45 pl Erbsenthylakoide (0,5 — 1 ug Chl./ul) und 10 pl 1:1 verdiinnter Translationsansatz in einem 60 pl-
Ansatz verwendet. Stromaler Extrakt wurde durch den osmotischen Schock von intakten Erbsen-Plastiden mit HM
(50 mM HEPES pH 8, 10 mM MgCl,) gewonnen. Ein osmotischer Ausgleich erfolgte nicht. Die Thylakoide wurden
nach der Isolation entsprechend der Art des Experimentes in HM oder stromalen Extrakt aufgenommen. Die
Verwendung von Nukleotiden, Belichtung, Inhibitoren und Apyrase erfolgte wie unter 2.11.4 bzw. Ergebnisteil
beschrieben.

Nach Thylakoidzugabe zum Starten der Importreaktion wurden die Proben bei 25°C, i.d.R. Belichtung (150 pm
Photonen/m?sec) fiir 25-30 min inkubiert. Die Aufarbeitung der Probe erfolgte im AnschluB wie beim
» T hylakoidimport fiir Kieselalgen™ erldutert. Anstelle von HSM wurde HM verwendet. Fiir den Proteaseansatz

wurde HMC (HM mit 2 mM CaCl,) und HME, (HM mit 10 mM EDTA und zusétzlich 2,5 mM EGTA) genutzt.

2.4.6. Auftrennung und Nachweis von Proteinen

2.4.6.1. Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Proteinauftrennung erfolgte in denaturierenden Polyacrylamidgelen nach Laemmli (1970). Als
Ausgangssubstanz wurde eine 30%ige Fertigacrylamidlosung (30 : 0,8 Acrylamid/Bisacrylamid) der Firma Roth
verwendet. Es wurden je nach Bedarf zwischen 9 - bis 15 %ige Trenngele und 5%ige Sammelgele gegossen. Neben

dem Acrylamid beinhalten die Gele 1xSammelgelpuffer (Sammelpuffer 5x : 0,5 % SDS, 300 mM Tris/HCI1 pH 6,7)
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bzw. 1xTrenngelpuffer (Trenngelpuffer 2,5x : 0,25 % SDS, 1,875 M Tris/HCI pH 8,9), APS (0,034 %0 fiir
Trenngele, 0,08 %40 flir Sammelgele) und TEMED (0,05 %50 flir Trenngele, 0,08 %40 flir Sammelgele). Das Trenngel
wurde zuerst hergestellt, zur besseren Kantenbildung mit etwas Isobutanol {iberschichtet und nach einer
Polymerisierungszeit von mindestens 1 Std. mit Sammelgel iiberschichtet. Nach dem Einsetzen des Probenkammes
wurde das Gel fiir mindestens eine Stunde polymerisiert.

GroBe Gele (20 cm x 30 cm x 0,1 cm) wurden mit 120 bis 140 V (max. 100 mA am Anfang) als Laufbedingungen
iiber Nacht (12-15 Std.) laufen gelassen. Bei Minigelen (10 cm x 10 cm x 0,1 ¢cm) wurden die Laufbedingungen von
3 bis 4 Std. bei 100 bis 120 V gewdhlt. Als Laufmittel wurde ein 1xElektrophoresepuffer (Elektrodenpuffer 5x : 0,5
% SDS, 1,92 M Glycin, 0,25 M Tris) verwendet.

Generell wurden alle Proben mit 1 bis 5xProbenpuffer versetzt und nach guter Durchmischung fiir 3 min bei 80 bis

95 °C denaturiert.

2.4.6.2. Proteinfarbung, Autoradiographie und Quantifizierung
Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir mindestens 30 min. in 25 % Ethanol +10 % Essigsdure unter Schiitteln

fixiert.

Gele mit radioaktiven Proben wurden nach der Fixierung entweder direkt in einer Verstirkerlosung (Amplify, Fa.
Amersham) inkubiert oder vorher mit Coomassie gefarbt. AnschlieBend wurde das PAA-Gel in einem Geltrockner
bei 65 - 70 °C fiir 2 Stunden unter Vakuum getrocknet. Die Expositionsdauer der radioaktiven Gele auf den
Rontgenfilmen bei -70 °C richtete sich nach der Intensitit. Zur Quantifizierung der radioaktiv markierten,
importierten Proteine wurde der Fujifilm-Phosporimager BAS-1800 mitsamt Scanningsoftware ,Image Reader
(Maclntosh-System) verwendet. Auswertung erfolgte iiber die mitgelieferte Software ,,AIDA 2.0* (Dos-System)
oder ,Image Gauge“ (Maclntosh-System). Die Lagerung der getrockneten Gele mit der Imager-Matrix (Fa.
Fujifilm) richtete sich nach der Intensitdt der Strahlung. Quantifizierungen von Restaktivitidten berechnen sich in der
Regel aus einem gleichen Aliquot behandelter Probe mit unbehandelter Probe als Quotient.

Proteine auf nicht-radioaktiven Gelen wurden iiber Coomassie- bzw. Silberfairbung detektiert. Die
Coomassiefarbung erfolgte durch eine mindestens 60 miniitige Inkubation der fixierten Gele unter Schiitteln in einer
Férbelosung (50 % Ethanol, 10 % Essigsédure, 0,1 % Coomassie) und anschlieBender mehrmaliger, mehrstiindiger
Waschung in Entfarber (30 % Ethanol, 10 % Essigsdure). Bei Bedarf wurde das Gel wie fiir radioaktive Gele
beschrieben getrocknet.

Die Silberfarbung basiert auf Heukeshoven und Dernick (1986) und ist eine duflerst empfindliche Farbemethode von
Proteinen (bis zu 2 ng). Zur elektrochemischen Reduzierung der Proteine wurden die fixierten Gele fiir 30 bis 60
min in Inkubator-Lésung (30% Ethanol, 0,5 M Natriumacetat, 0,5 % Glutardialdehyd, 0,2 % Natriumthiosulfat)
geschwenkt und nach dreimaliger Waschung von je 15 min. mit Aqua bidest. in einer silberhaltigen Trénke (0,1 %
Silbernitrat, 0,02 % Formaldehyd) fiir 30 min. gelagert. Zur Farbung wurde das Gel von restlicher Silberlosung
durch zweimaliges, kurzfristiges Waschen mit Aqua bidest. befreit und dann mit der Entwicklerlsung (2,5 %
Natriumcarbonat, 0,02 % Formaldehyd) geschwenkt. Der Inkubationszeitraum richtet sich nach der gewiinschten
Intensitat der Bande und nach dem Hintergrund. Die Reaktion wird durch eine Inkubation mit einer Stop-Ldsung

(0,05 M EDTA) fiir ca. 30 min und einer Waschung mit Aqua bidest. gestoppt.
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2.4.6.3. Western Blot und Immunodetektion
Die Imunodetektion wurde zur Identifikation nichtradioaktiver Proteine in einem Proteingemisch eingesetzt. Die

Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und dann auf eine Nitrocellulosemembran in einer Western-Blot-
Apparatur (Elektroden : Pharmacia-Biotech NovaBlot, Gehduse : LKB - 2117 Multiphor II) transferiert. Das Gel
wurde in einem Semi-dry-Sandwich-Aufbau zwischen mehreren Lagen Filterpapier und der Nitrocellulosemembran
in identischer GroBe zum Gel aufgebaut. Auf die gut befeuchtete Anode wurden 2 Lagen Filterpapier mit Blot-
Losung 1 (300 mM Tris, 20 % Methanol, pH 10,4) und anschliefend eine Lage mit Losung 2 (25 mM Tris, 20 %
Methanol, pH 10,4) getrinkt {ibereinander gestapelt. Auf die Filterpapierlagen wurde zuerst die
Nitrocellulosemembran (Fa. Schleicher&Schuell, Typ Protan 0,1 — 0,45 um) und dann das Polyacrylamidgel, beide
ebenfalls kurz in Losung 2 geschwenkt, aufgelegt. AbschlieBend folgten drei Lagen Filterpapier in Losung 3 (40
mM e-Aminocapronsiure, 25 mM Tris, 20 % Methanol) getrankt und die mit Wasser gut befeuchtete Kathode. Alle
Losungen wurden zuvor entgast und die Lagen luftblasenfrei aufgelegt.

Die Transferierung der Proteine erfolgt fiir 1,5 Std. mit 0,8 mA/cm” Gel und einer Begrenzung der Spannung von 13
V. Zur Kontrolle des Blots wurde die Nitrocellulosemembran anschliefend fiir 5 min. reversibel mit Ponceau-
Férbelosung (0,1 % Ponceaurot) geférbt und dann zur Hintergrundentfernung mit Aqua bidest. gewaschen.

Nach der Transferierung der Proteine auf die Membran wurde die Membran in die fiir die verschiedenen Antikorper
oder Nullseren vorgesehenen Spuren geteilt und dann zweimal zur Abséttigung der Membran mit Proteinen in 50 ml
Caseinlosung (130 mM NaCl, 20 mM NaOH, 1 % Casein (alkali-16slich), 10 mM Tris/HCI pH 8), 15 min, unter
Schiitteln inkubiert. Nach einer Waschung der Membran in TN-Medium (150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 8)
wurde die Membran mit dem primdren, fiir das gesuchte Protein spezifischen Antikrper, als
Antikdrper/Caseinlosung (1:100 bis 1: 2000) iiber Nacht in einer Folie eingeschweiflt und bei 4°C geschiittelt.
Anschliefend wurde die Membran zweimal zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikdrper in 50 ml TNT (50
mM NaCl, 1% Triton, 10 mM Tris/HCI pH 8), zweimal mit 50 ml Caseinlésung und einmal mit 50 ml TN-Medium
fiir je 15 min gewaschen.

Zum Nachweis der Protein-Antikorper-Bindung wurde die Membran mit einem zweiten, auf Antikorper
reagierenden Antikdrper, als Antikorper/Caseinldsung (1: 3000), in einer Folie eingeschweif3t und fiir 1 bis 1,5 Std.
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit 50 ml TNT und einmaliger Inkubation mit 50 ml
TN, wurden die Proteinbanden mit Hilfe eines ECL-Westernblot-Systems (Fa. Roche) nach Herstellerangaben
sichtbar gemacht. Die dabei entstechende Lumineszenz wurde durch Exposition mit einem Rontgenfilm im

Zeitbereich von 2 sec. bis 5 min (je nach Stirke) aufgenommen.

2.5. Transformation von Phaeodactylum tricornutum
Die gentechnische Verdnderung der kleinen Kieselalge Phaeodactylum tricornutum beruht auf einer Transformation

iiber den Beschuf} der Zellen mit DNA-beschichteten Wolfram- oder Goldpartikel. Es wurde die ,,Particle-gun® der
Fa. Biorad verwendet.

Von 100-200 ml Algenkultur wurde die Zellzahl mittels einer Thoma-Kammer bestimmt; bei 2500 g, RT, fiir 10 —
15 min. aufkonzentriert und das Zellpellet auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml mit sterilem Seewasser
eingestellt. Je 100 ul (1x10® Zellen) wurden fiir den BeschuB auf Seewasser-F2-Agarplatten (ohne Antibiotika, siche
Kultivierung) mittig, auf eine Kreisflache von 3,5 bis 12 cm? ausgestrichen und anschliefend angetrocknet.
Zwischenzeitlich wurden 5 pg DNA 1 ul/pug mit 50 pl CaCl, 0,2 M, 20 ul Spermidin 0,1 M, 50 pul gut geschiittelten

Wolfram- bzw. Goldpartikel (in Wasser) unter permanenten, kraftigen Schiitteln versetzt. Nach 1 min., RT, vortexen
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wurde der Ansatz fiir 10 min. bei Raumtemperatur zur Sedimentation ruhen gelassen, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und die an den Beads adsorbierte DNA mit 250 ul EtOH 100% fixiert. Nach kurzen Vortexen wurden
die Partikel fiir 3 — 5 min. sedimentiert und in 50 pl frischem EtOH (100%) aufgenommen. Die Beads sind fiir 1 Std.
fiir die Transformation verwendbar.

Die vom Hersteller gelieferten Wolfram- oder Goldpartikel wurden in EtOH geliefert und nach der Beschreibung
der Particle gun (Fa. Biorad) vor der Verwendung in steriles Aqua bidest. aufgenommen.

Die Vorbereitung und der Beschu8 der Algen wurde entsprechend der Herstellerangabe durchgefiihrt. Nach
Errichten eines Unterdruckes in der SchuBkammer wurde ein Druck aus einer Helium-Gasflasche (5% Helium) auf
eine ,,Burst plate aufgebaut, welche bei einem spezifischen Druck bricht und den Druck auf eine Trigerplatte
freigibt. Diese mit den DNA-Metallbeads beschichtetete Tragerplatte wird durch die Druckfreigabe beschleunigt
und nach kurzem Flug schlagartig an einem Metallgitter abgebremst. Durch die Abbremsung werden die
Metallbeads von der Trégerplatte losgerissen und schlagen auf die darunterliegende Algen auf. Die Algen-Platten
wurden auf der hdchstmdglichen Stufe, so nah als mdglich unter dem Bremsgitter plaziert. In der Regel wurde eine
»Burst plate* von 1550 PSI verwendet, jedoch wurden auch 1350 PSI-Platten verwendet. Der Druck innerhalb der
Kammer betrug ungefihr 25 mbar. Es wurden 10 pl Beads (dquivalent 1 pg DNA) pro Schufl verwendet.

Nach dem Beschufl wurden die Algen fiir 24 Std. kultiviert und am nichsten Tag mit wenig sterilen F2-Seewasser
(ca. 600 pl) auf 4 bis 5 Antibiotika-haltigen F2-Seewasser-Agarplatten (Zeocin 75 pg/ml, 37,5 pg Kanamycin)
iibertragen. Nach ungeféahr 2 Wochen waren die erste Transformandenkolonien zu erkennen. Das Sichten der Zellen
erfolgte zwei Wochen spiter, zuerst mit einer erneuten Selektion auf Antibiotika-haltigen Seewasserplatten und
anschliefend mit Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop.

Alle untersuchten Transformanden wurden mittels PCR auf ihr Insert kontrolliert.

2.6. Mikroskopie

2.6.1. Fluoreszenz- und Lichtmikroskopie
Lichtmikroskopische Untersuchungen von isolierten Plastiden und von kultivierten Algen erfolgten mit dem

Lichtmikroskop Leica Biomed und mit dem Auflichtmikroskop Leica DMIL. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen erfolgten mit dem Zeiss Axiphot (Inst. fiir Entwicklungsbiologie der Pflanzen, HHU Diisseldorf).

Einstellungen und Durchfithrung entsprechend den Herstellerangaben.

2.6.2. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die Uberpriifung der Lokalisation vom ,,Green-fluorescent-protein (GFP)“ in transformierten Zellen von
Phaeodactylum tricornutum erfolgte mit dem ,,Leica-TCS-NT confokal laser scanning microskop®, Mikroskop-
Einheit Leica DMRBE (Institut fiir Genetik). Die GFP-Fluoreszenz wurde gemessen bei 488 nm, angeregt wurde
das GFP mittels eines Argon-Krypton Lasers. Die Aufnahme der Bilder wurde gesteuert mit der mitgelieferten
Software von Leica (TCS-NT Version 1.6.551), mit dem FS-Screengrabber gespeichert und mit Micrografx Picture
Publisher 7.0 die Falschfarbenbilder (,,Invertieren®) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Kotranslationaler Transport von kernkodierten Plastiden-Proteinen aus
Kieselalgen in ER-Vesikel
Die kernkodierten, plastidaren Vorléuferproteine vom Fucoxanthin-chlorophyll-a,c-bindenden Protein (pFCP), der

Phosphoribulokinase (pPRK) und der g-Untereinheit der plastidéren ATPase (pg) aus der Kieselalge Odontella
sinensis zeigen nach Berechnungen der primdren Aminosduresequenz eine zweigeteilte N-terminale Erweiterung.
Die erste Doméne weist Merkmale einer eukaryotischen Signalsequenz, die nachfolgende der einer Transitsequenz
hoherer Pflanzen auf (Kroth-Pancic 1995; Pancic und Strotmann 1993). Das FCP-Prgprotein und das
Vorlauferprotein der g-Untereinheit konnten kotranslational in ER-Mikrosomen importiert werden (Lang 1996).

Um den kotranslationalen Transport von kernkodierten Plastiden-Proteinen der Diatomeen in ER-Vesikel genauer
zu untersuchen, wurden verschiedene Varianten von der g-Untereinheit der ATPase und der Phosphoribulokinase

hergestellt und in Mikrosomen importiert.

3.1.1. Modifikation von kernkodierten Plastiden-Proteinen aus der Kieselalge
Odontella sinensis

Das um die Signalsequenz verkirzte Protein der prag-UE der ATPase, ToM o (AtpCD1-17 Q18M; To: Transitseq.
Odontella, Mo: reifes (, mature") Protein Odontella), besitzt al's neuen Trand ationsstart an Position 17 anstelle eines
Glutamins ein Methionin und wurde von Dr. Kroth bereitgestellt. Zur Steigerung der Trandationseffizienz wurde
das ToMo-Genkonstrukt (pBluescript) mit BamHI und Kpnl in Sp6-Promoter-Orientierung in einen sp72-Vektor
(BamHI-Kpnl) und sp73-Vektor (Bglll-Kpnl) tberfihrt.

Um eine genauere Grolenbestimmung zu erhalten und um eine mogliche Rolle der Sequenzbereiche des reifen
Proteins auf den Import zu untersuchen, wurde von dem Vorlauferprotein (pg) und dem ToMo-Konstrukt ein grof3er
Tell des reifen Proteins deletiert. Hierzu wurde die natirlich vorkommende Sphl-Erkennungsstelle (Pos. 534) im
atpC-Gen und die im Vektorsystem sp73 hinter dem Gen liegende Sphl-Stelle genutzt. Nach Restriktionsverdau mit
Sphl und intramolekularer Ligation entstanden die Konstrukte pgD170-370 bzw. ToMoD170-370. Beide besitzen
einen 63 Nt (21 AS) grofien Linker bis zum neuen Stopkodon.

Das iPRK-Genkonstrukt (pPRK ohne Signalsequenz: PrkD1-17 F18M) wurde mittels den Primern iPRK3 und
iPRK4 in einer Kreis-PCR mit Pfu-Polymerase (Stratagene) von prk-Gen (Vektor pBluescript SK, T3-Orientierung)
erzeugt (Primersequenz siehe Kap. 2.2.4.4). Mittels der PCR wurde direkt vor dem neu erzeugten Startmethionin
(F18M, im Primer fett dargestellt) eine Erkennungsstelle fur Xbal eingefthrt (im Primer unterstrichen). Die neue
Schnittstelle und eine vor dem Gen liegende Xbal -Erkennungsstelle wurden geschnitten und intramolekular wieder
ligiert. Der Verdau fuhrte zu dem Verlust des kodierenden Bereiches fir die Signal sequenz, welche zwischen diesen
beiden Schnittstellen lag.

3.1.2. Import der g-Untereinheit der plastidaren ATPase in ER-Vesikel
Zum Nachweis des kotrandlationalen Imports und der Gréf3e der Signal sequenz wurde das Vorlauferprotein und das

verkirzte Konstrukt der gUE der ATPase (ToMo) mit bzw. ohne Zugabe von ER-Vesikeln in einem in-vitro-
Tranglationsansatz synthetisiert und die resultierenden radioaktiv markierten Proteine anschlieffend gelelektro-
phoretisch aufgetrennt.
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Abbildung 3- 1 Verwendete Konstrukte von plastidéaren Diatomeen-Proteinen fir die Untersuchung des
kotrandationalen Transportes

Schematische Darstellung des N-terminalen Bereiches kernkodierter Plastiden-Proteine aus der Kieselalge Odontella sinensis
sowie davon abgewandelte Varianten mit zusatzlicher Angabe der Aminosauresequenzen. Rot dargestellt ist die eukaryotische
Signalsequenz und griin die Transitsequenz der zweigeteilten Kieselalgen-Préasequenz. Das stark verkirzt dargestellte reife Protein
ist gelb unterlegt. Pfeile markieren die Konstrukte mit C-terminaler Verkirzung des reifen Proteins. Hydroxylierte Aminoséuren in
der Transitsequenz sind in weil3, positiv geladene sind in gelb geschrieben. pg pra-g-Untereinheit der plastidaren ATPase (Pancic
und Strotmann 1993); ToMo: Intermediatkonstrukt der g-UE der ATPase (To: Transitseq. Odontella, Mo: reifes (,mature”) Protein
Odontella); pPRK: Pra-Phosphoribulokinase (AccNo. Y08610); iPRK: Intermediatkonstrukt der Pra-Phosphoribulokinase; pFCP:
Pra-Fucoxanthin-chlorophyll-a,c-bindendes Protein (Kroth-Pancic 1995); iFCP: Intermediatkonstrukt des Pra-Fucoxanthin-
chlorophyll-a,c-bindendes Proteins.

Nach der Auftrennung findet sich im Importansatz fur die pgUE der ATPase inklusive der ER-Vesikel zusétzlich
zur Proteinbande des Vorléauferproteins (pg) eine weitere atpC-Proteinbande in der Gréle des intermedidren, um 17
AS verkleinerten ToMo-Proteins.

Besonders deutlich wird dies anhand der C-termina im reifen Protein verkirzten Konstrukte pgD170-370 und
ToMoD170-370, welche eine bessere gelelektrophoretische Auftrennung erlauben (Abb. 3-2A). Der Grofen-
unterschied zwischen dem pgD170-370- und dem ToMoD170-370-Protein betrug im SDS-Proteingel ungeféhr 1,6
kDa. Im Gegensatz zum Vorlauferprotein erweist sich das zusétzlich entstandene Protein (Abb. 3-2A, %) bel
nachfolgenden Proteasebehandlungen der Importansétze fir mindestens 30 Minuten (Abb. 3-2A, MD(PK)15" bzw.
30") und gegentiber unterschiedlichen Proteasen wie Trypsin und Carboxypeptidase Y als resistent. Die vorherige
Zugabe von Triton-X100 macht das Protein jedoch fur die Proteasen zugénglich (Abb. 3-2A, letzte Spur), was
zusammengefaldt darauf hindeutet, dal? das Protein innerhalb der Mikrosomen importiert vorliegt. Die Experimente
mit pgD170-370 zeigen zudem, dald der C-Terminus des reifen Proteins keinerlei Einflufd auf den kotranslationalen
Transport in das ER besitzt.

Importversuche mit dem ToMo-Protein fihrten zu keinem erkennbaren Transport in die ER-Vesikel (Daten nicht

gezeigt). Zusammengefaldt weist dies auf eine strikte Abhangigkeit des Imports von der Signal sequenzdomane hin.

3.1.3. Glykosylierung der PRK beim kotranslationalen Import in ER-Vesikel
Im Gegensatz zu pg oder pFCP zeigt die Untersuchung des Vorléauferproteins der Phosphoribulokinase (PRK) aus

der Kiesdlalge Odontella sinensis in kotranslationalen Importexperimenten die Bildung von drei zusétzlichen
Proteinen (Abb. 3-2B). Alle drei Proteine sind nach ihre gelelektrophoretische Auftrennung groRer als das
Vorlauferprotein (pPRK) (Abb. 3-2B, K).
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Abbildung 3- 2 Import kernkodierter Plastiden-Proteine aus Diatomeen in ER-Mikrosomen

Import vom pgD170-370- (A) und pPRK-Protein (B) aus Odontella sinensis in Hundepankreasmikrosomen. Autoradiographie der
radioaktiv markierten Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel. (A) Ki: in-vitro-Translationsansatz von
pgD170-370 (Kontrolle), M: Ansatz mit Mikrosomen, K;: in-vitro-Translationsansatz von ToMoD170-370 (Kontrolle), MD:
nachtragliche Proteasebehandlung des Importansatzes (M) mit Protease K (PK), 265 pg/ml Ansatz, mit Trypsin und
Carboxypeptidase Y (TR+CY), 6 pg TR + 50 pg CY/ml Ansatz , mit Trypsin alleine (TR), 28 pg/ml Ansatz, und Trypsin + Triton
(TR+Trit.), 33 pg TR/ml Ansatz und 0,5 %Triton-X100. (%) markiert das in ER-Vesikel importierte atpC-Protein. (B) K:
Translationansatz von pPRK (Kontrolle), M: mit Mikrosomen, MD: nachtragliche Proteasebehandlung des Importansatzes (M) mit
Trypsin (TR), 45 pg/ml Ansatz, M(PNG): Importansatz mit nachtraglicher Deglykosylierung der Zuckerkomplexe durch PNGase F,
250 U. (*¢1.5) markiert die drei Varianten an importierten und glykosylierten PRK-Proteinen.

Die entsprechenden Proteine werden nicht durch nachtraglich zugegebene Proteasen angegriffen (Abb. 3-2B,
MD(TR)), kénnen aber durch Zugabe von Triton-X100 (0,5 %) vor der Proteasebehandlung degradiert werden
(Daten nicht gezeigt). Hieraus 183t sich folgern, dai3 diese zusétzlichen PRK-Proteine in die ER-Vesikel importiert
wurden.

Die drei unterschiedlich grof3en, importierten PRK-Proteine weisen auf eine ein-, zwei oder dreifache
Glykosylierung im ER hin. Glykosylierte Proteine zeigen im PAA-Gel durch das Anbinden von Zucker-Komplexen
ein langsameres Laufverhalten. Die Massenzunahme durch die Kohlenhydratkette Uberdeckt dabei den Massen-
verlust durch die Prozessierung der Signalsequenz. Um die Méglichkeit einer PRK-Glykosylierung zu Uberprifen,
wurde der Importansatz nachtraglich mit der Amidase PNGase F (Peptide-N-Glycosidase F) aus Flavobacterium
menigosepticum (Maley et a. 1989) behandelt (Abb. 3-2B, letzte Spur). Das Enzym PNGase F spaltet im Fall einer
N-Glykosylierung die Amid-Bindung zwischen Asparagin und dem ersten Zuckerbaustein der Kohlenhydratkette
(N-Acetyl-Glucosamin). Die Inkubation mit dem Enzym resultiert in einer Verkleinerung der importierten PRK-
Protein (Abb. 3-2B, letzte Spur). Die deglykosylierten Proteine weisen die Gréle des um die Signalsequenz
verkirzten iPRK-Proteins auf (nicht gezeigt).

Die Glykosylierung der pPRK erfolgt nicht innerhalb der zweiten Doméne der zweigeteilten Transportsequenz.
Berechnungen der N-Glykosylierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr) in der pPRK-Sequenz mit dem Programm PC Gene
weisen auf die Positionen 157 (.HVNGTLD..), 341 (..LSNTSTK..) und 365 (..SNNGTGL..) im reifen Protein hin.
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3.2. Untersuchungen zum posttranslationalen Transport von kernkodierten
Plastiden-Proteinen aus Diatomeen in Erbsen-Chloroplasten
Alle derzeit bekannten kernkodierten Plastidenproteine aus Diatomeen weisen eine zweigeteilte Transportsequenz

fur den Transport in die Vier-HUllmembran-Plastiden auf. Berechnungen an der zweite Doméne der
Transportsequenz der g-Untereinheit der ATPase aus Odontella deuten dabei Eigenschaften einer méglichen
Transitsequenz fir den Import in Plastiden aus htheren Pflanzen an (Pancic und Strotmann 1993). Ein Transport mit
dem um die Signalsequenz verkirzten Intermediat der gUntereinheit (UE) der ATPase in isolierte Plastiden von
Spinat und Erbsen konnte gezeigt werden (Lang 1996).

Zur detaillierten Untersuchung der Funktion und Prozessierung der Diatomeen-Transitsequenz der g-Untereinheit
wurden verschiedene Proteinkonstrukte erstellt und posttranslational in Erbsen importiert. Des weiteren wurden um

die Signalsequenz verkiirztes PRK- und FCP-Protein mit Erbsen-Plastiden inkubiert.

3.2.1. Posttranslationaler Import der gUntereinheit der ATPase in Erbsen-
Chloroplasten

3.2.1.1. Proteinimport der g-Untereinheit in den Erbsen-Chloroplasten
Fur die Untersuchung der Funktion der zweiten Doméne wurde die intermediére Form der pg-UE (ToMo) in einem

posttranslationalen in-vitro-Importansatz fir Plastiden hdherer Pflanzen getestet.

Wiein Abb. 3-3A (Spur K) zu erkennen ist, fuhrt die Transkription und Translation des ToMo-Genes in einem in-
vitro-Trangdlationssystem zur Bildung eines radioaktiv markierten ToMo-Proteins mit einer Grofe von ungefahr 40
kDa und zu zwei weiteren Translationsprodukten von 35 kDa und 33 kDa. Die beiden zusétzlichen Proteine stellen
Produkte eines Tranglationsstarts an nachfolgenden Startkodons dar (Lang 1996). Das 35 kDa-Protein beginnt mit
dem zweiten Methionin (Pos. 54) der gUE der ATPase, welches direkt vor dem reifen Protein liegt. Das 33 kDa-
Protein fangt mit dem Methionin an Pos. 77 oder 79 an. Das 35 kDa-Nebenprodukt dient im nachfolgenden als
Grofenstandard fur das reife Protein.

Die Inkubation des Translationsansatzes in Gegenwart von Erbsen-Plastiden, Licht und 2 mM ATP (Abb. 3-3A)
flhrt nach gelelektrophoretischen Auftrennung des Importansatzes zu einer zusétzlichen Proteinbande (DMo) (Spur
G, GD, SD). Das entsprechende Protein ist gegen nachtragliche Proteasebehandlungen geschiitzt (Spur GD, SD) und
ist im Stroma (Spur SD) und nicht im Thylakoid lokalisiert (Spur TD). Entgegen der Erwartung verlauft das
importierte g-Protein im PAA-Gel nicht auf der Hohe des GroRenmarkers fir das reife Protein (35 kDa), sondern
unterhalb des dritten Translationsproduktes mit einer Gréfe von 32 kDa.

Der Import des atpC-Proteins der Diatomeen in die Erbsen-Plastiden weist auf eine zu hoéheren Pflanzen

funktionelle Transportsequenzen hin.

Der Transport des Diatomeen-atpC-Proteins in Erbsen-Plastiden ist, wie flr hohere Pflanzen beschrieben, von ATP
oder Licht als Energielieferant abhéngig (Abb. 3-3D Spur 2, 3). Kopplung beider Faktoren fihrt zu keiner
erkennbaren Steigerung der Translokation (Spur 1).

Der Importansatz besitzt vermutlich durch den Trandationsansatz eine geringe Menge verwertbarer
Energiedquivalente, die ohne Belichtung und Zugabe von ATP zu einem geringen Import fuhrt (Spur 4). Diese
Energiedquivalente im Translationsansatz konnten durch vorhergehende Phosphorylierung von Glucose (10 mM

Glukose, 1 U Hexokinase fir 10 min., 25°C) vor der Importreaktion entfernt werden (Spur 5).
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Abbildung 3 - 3 Posttrandationaler Import der g-Untereinheit der ATPase aus Odontella in Erbsen-Plastiden

Import der Intermediatform der g-Untereinheit der ATPase (ToMo-Protein) (A,D) bei verschiedenen Energiebedingungen (D), vom
ToMoD170-370-Protein (B) sowie von ToMoD9YM (C) in Erbsen-Chloroplasten. (A-D) Autoradiographie der radioaktiv markierten
Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel. K: Translationsansatz, Gesamtimportansatz nach
Percollaufreinigung ohne (G) bzw. mit (GD) nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 30min., 4°C).
Fraktionierung nachtraglich proteasebehandelter Plastiden (GD) in Stroma (SD) und Thylakoidfraktion (TD). (D) K:
Translationsansatz, (Spur 1-5) Gesamtimportansatz nach Percollaufreinigung bei verschiedenen Energiebedingungen (Licht: 150
pmol Quanten/m® sec, ATP: 2 mM Endkonzentration, Hex/Glc: Vorinkubation des Translationsansatzes mit 10 mM Glucose / 1 U
Hexokinase, 10 min., 25°C vor Importreaktion). + oder — bezeichnen die Zugabe bzw. das Fehlen der betreffenden Bedingung.

Ebenso ist der Import des ToMo-Proteins abhéngig von Proteinfaktoren auf der Plastidenmembran, da Anbindung
und Import durch eine vorherige Inkubation der Plastiden mit Proteasen inhibiert werden (Daten nicht gezeigt).

Posttranslationale Importversuche vom Vorlauferprotein pg in die Erbsen-Plastiden zeigen dagegen kein Ergebnis
(Daten nicht gezeigt). Dies deutet auf eine Storung der Rezeptorerkennung oder des Imports durch das erste,
signal sequenzartige Adressierungssignal in der zweigeteilten Diatomeen-Transportsequenz hin.

Ein Einfluld des reifen Protein auf den Plastidenimport von ToMo zeigt sich nicht. Die Inkubation des im reifen
Protein C-terminal verkirzten ToMoD170-370 mit den Erbsen-Plastiden fihrt zum Import und zu einer
gleichartigen Prozessierung wie beim ToMo-Protein (Abb. 3-3B).

Die Deletion des N-Terminus der Diatomeen-Transitsequenz (ToMoD9Y M, Konstrukt von Dr. Kroth erstellt) fuhrt
zu keinem verénderten Import in die Erbsen-Plastiden. Die verbleibenden C-terminalen 30 AS der Transitsequenz
fuhren zu einer effektiven Translokation in die Erbsen-Plastiden und zu einer Prozessierung zu einem 32 kDa-
Protein (Abb. 3-3C).
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3.2.2. Funktionelle Charakterisierung der Transitsequenz und der
Prozessierungsstelle der gUntereinheit der ATPase
Wie in Kapitel 3.2.1 gezeigt, fuhrt der Import des um die Signalsequenz verkiirzten gUE-Konstruktes (ToMo) in

Plastiden htéherer Pflanzen zu einem kleineren Produkt als erwartet. Somit stellte sich die Frage, ob Uberhaupt die
Prozessierungssstelle der Diatomeen-Transitsequenz durch die stromale Transitpeptidase der Erbsen-Plastiden

erkannt wird.

3.2.2.1. Konstrukterstellung
Die Prozessierungsstellen der stromalen Transitpeptidasen in héheren Pflanzen weisen héaufig das Aminosiuremotiv

I/V-X-AIC (Gavel und v. Heijne 1990). Ein entscheidender Unterschied zwischen den Erkennungsstellen der
hoheren Pflanzen und denen der Kieselalgen ist das fast ausnahmslose Vorhandensein der Aminoséaure Methionin an
Position —1 direkt vor dem reifen Protein (Abb. 3-1, 3-19).

Um einen moglichen Effekt dieses Methionins an der Prozessierung in Erbsen-Plastiden zu untersuchen, wurde im
ToMo-Konstrukt das Methionin (IVM) der Prozessierungsstelle gegen ein Cystein ausgetauscht (IVC) und somit die
Sequenz den htheren Pflanzen angenéghert (Proteinkonstrukt: ToM ol VC) (Abb. 3-4).

Zu diesem Zweck wurde eine Erkennungsstelle (Mstl), die zu glatten Schnittenden fihrt, mittels PCR eingefihrt.
Die PCR wurde in zwei Ansdtzen mit ToMo-pBluescript als DNA-Vorlage und der Pfu-Polymerase durchgefihrt
(Primer siehe Kap. 2.2.4.4). Fur den ersten Ansatz wurde der Primer Tomol und ein Primer gegen die T3-
Promoterregion des Vektors verwendet. Der zweite Ansatz wurde mit dem Primer Tomo2 und einem Primer gegen
die T7-Promoterregion durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung der PCR-Produkte in einem Agarosegel wurde das
PCR-Fragment aus dem ersten Ansatz (Tomol) mit BamHI und das zweite PCR-Produkt mit Kpnl geschnitten.
Bevor die Fragmente in geschnittenen sp72-Vektor (BamHI-Kpnl) kloniert werden konnte, wurden die Fragmente

mit T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert und mit ihren glatten Enden (Mstl) ligiert.

Neben der Erstellung des ToMolV C-Proteinkonstruktes wurden mehrere Varianten mit dem Ziel zur Eliminierung
der neuen Prozessierungsstelle im reifen atpC-Protein erzeugt (ToMo-A84-85D, ToMo-A85M, ToM oD80-89)
(Abb. 3-4). Um die zusétzliche Prozessierungsstelle im reifen Protein zu finden, wurden zuerst die apparenten
Molekular-gewichte der Translationsprodukte in der Kontrolle und der importierten Proteine bestimmt. Durch einen
Vergleich mit der Primarsequenz wurde die Prozessierungsstelle auf die Region 80 bis 87 des Vorlauferproteins
geschétzt. Hierin findet sich an der Position 83-85 die Aminosduresequenz gVAA in einer stark helikalen Struktur,
welche dem hédufigen Transit-Prozessierungsmotiv 1/V-X-A/C entspricht. Das Proteinkonstrukt ToMoA84-85D
besitzt einen Austausch der zwei Alanine an Pos. 84 und 85 gegen die grofvolumige, geladene Aminosaure
Asparagin. TOMoA85M besitzt dagegen einen Austausch des zweiten Alanins gegen ein Methionin. Durch beide
Mutationen bleibt die helikale Struktur der Region jedoch erhalten, wobei durch die Austausche in ToM0A84-85D
die Helix-Wahrscheinlichkeit der Region von rund 50 % auf unter 20 % gesenkt wird.

Die Gene ToMoA84-85D und ToMoA85M wurden mittels einer Standard-PCR mit dem Primer QAM29 fir
ToMoA85M und QAD2829 fir ToM0A84-85D sowie einem Gegenprimer, welcher gegen die hinter dem Gen
liegende T7-Promoterregion im Vektor gerichtet war, erzeugt. Vor den Mutationsstellen lag im Primer eine natlrlich
vorkommende Erkennungsstelle fir das Enzym Hindlll. Nach Isolation der PCR-Fragmente und dem Verdau mit
Hindlll und Kpnl (Gen-Ende) wurden die &quivalente Region im ToMo-Gen, herausgeschnitten mit Hindlll und
Kpnl, gegen das Fragment ausgetauscht.
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Abbildung 3 - 4 Schematische Darstellung der maodifizierten ToM o-Proteine
Darstellung der unterschiedlichen Proteinkonstrukte der g-Untereinheiten der plastidaren ATPase aus der Odontella und Spinat zur
Untersuchung der zuséatzlichen Prozessierungsstelle. Rot sind Signalsequenzen und grin Transitpeptide (T) unterlegt. Gelbe

Balken stellen das reife Protein (M) dar. Proteinbereiche aus Spinat sind zusétzlich straffiert. o: Odontella sinesis, s: Spinat, Mo
bzw. Ms": Teile des reifen Proteins der gUE-ATPase von Odontella oder Spinat.

Die Herstellung des Genkonstruktes ToMoD80-89 wurde mittels der natirlich vorkommenden Ncol-Schnittstelle an
Position 252 in Odontella-atpC-Gen moglich. Zielsetzung war es mit dieser und einer Uber Kreis-PCR neu erstellten
Ncol-Schnittstelle 27 Nt weiter hinten in der Sequenz eine Deletion des kodierenden Bereiches fir die
Aminosiuresequenz goKLVAAAKVRRg, zu erhalten. Diese Peptidsequenz beinhaltet die vermutete neue
Prozessierungsstelle (kursiv). Fir die PCR wurden a's Primer d80-89P1 und d80-89P2 und das ToMo-Genkonstrukt
als DNA-Vorlage verwendet. Nur der Primer d80-89P1 beinhaltet die neue Ncol-Schnittstelle. Der Primer d80-89P2
ist nur zur Amplifikation der weiter unterhalb in der Sequenz liegenden natiirlichen Erkennungsstelle notwendig.

Um ein genaueres Bild der Funktion der Transitsequenz zu bekommen, wurden drei weitere Konstrukte unter
Verwendung des kodierenden Bereiches des Spinat-atpC-Gens erzeugt. Die Proteinkonstrukte ToMs und TsMo
zeichnen sich durch einen kreuzweisen Austausch der Transitsequenzen zwischen dem Kieselalgen- und dem
Spinat-atpC-Protein aus (Transitsequenz, ,mature” reifes Protein, Odontella, Spinat). Abschlieffend wurden die
ersten 77 AS aus dem reifen Kieselalgen-Protein anstelle der ersten Aminosduren im reifen Protein von Spinat
ausgetauscht (TsMo'Ms)).

Die Genkonstrukte ToMs, TsMo und TsMo"Ms™ wurden kreuzweise Uber mehrere Stufen erstellt. Hierzu wurden fiir
die Klonierung die nattrrlich vorkommenden Erkennungsstellen Mstl (Avill) im Spinat-atpC-Gen und BstXI| im
Odontella-atpC-Gen am Ubergang zwischen dem kodierenden Bereich fir die Transitsequenz und dem reifen
Protein verwendet. Im Prinzip wurden zuerst Uber PCR die natirlichen Schnittstellen eines Gens an die
vergleichbare Stelle im anderen Gen eingefiihrt. Anschlief?end wurde der kodierende Bereich fir das reifen Protein
herausgeschnitten und mit dem Genbereich des anderen reifen Proteins ersetzt. Die originalen Prozessierungsstellen
der Transitsequenzen wurden bei der Erstellung der Varianten beibehalten.

Fur die Herstellung der Variante ToMs wurde zuerst eine Kreis-PCR mit den Primern TsMsl und TsMs2, welche
beide die Odontella-BstXI-Schnittstelle beinhaten, vom atpC-Gen aus Spinat in sp73 (T7-Orientierung)
durchgefihrt.
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Abbildung 3- 5 Charakterisierung der Prozessierung der gUE aus Odontella in Erbsen-Plastiden
Posttranslationale Importexperimente von ToMo- (A), von ToMolVC- (B) und ToMoD80-89-Protein (C) mit Plastiden aus Erbsen. (A-
C) Autoradiographie der radioaktiv markierten Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel. K:
Translationsansatz zur Kontrolle, Gesamtimportansatz nach Percollaufreinigung mit (GD) oder ohne (G) vorheriger
Proteasebehandlung, (A) Gesamtimportansétze mit unterschiedlicher Inkubationszeit von 2 bis 20 Minuten nachtraglich aufgereinigt
Uber eine Percollstufe (40%) (2 bis 207), (C) Gesamtimportansatz mit nachtréglicher Proteasebehandlung fur 15 bis 45 Minuten und
anschlieRender Percollaufreinigung (GD15-GD45").

Nach Inkubation des Amplifikats mit BstXI, Ligation der Enden und Transformation (Konstrukt TsMslVM) wurde
das neu entstandene Gen mit BstX1 und Scal geschnitten. Parallel dazu wurde das Konstrukt ToMo in sp72-Vektor
mit den selben Enzymen geschnitten und das dabei herausgeschnittene Fragment (kodierender Bereich des reifen
Odontella-Proteins) gegen das Analoge aus dem Spinatkonstrukt (kodierender Bereich des reifen Spinat-Proteins)
nach Klonierung ersetzt.

Das TsMo-Genkonstrukt wurde mit Hilfe des schon erstellten ToMolVC (sp72-Vektor) gewonnen, welches die
Spinat-Schnittstelle (Mstl) am Ubergang zwischen den Genbereichen fir die Transitsequenz und dem reifen Protein
besal3. Dieses Konstrukt und das atpC-Gen aus Spinat (sp73-vektor) wurden beide mit Mstl geschnitten. Es
entstanden jeweils zwei Fragmente, da zusétzlich noch innerhalb der Vektoren eine Mstl-Schnittstelle (im
Ampicillin-Restenzgen) vorlag. Nach Gelelution der gewilnschten Fragmente wurden die glatten Fragmentenden
wieder ligiert, die DNA in E.coli transformiert und auf Ampicillin-Platten gesichtet. Die Kenntnis Uber die
Orientierung der Fragmente bei der Ligation war zweitrangig, da nur bei korrekter Orientierung eine funktionsfahige
Ampicillin-Resistenz zu erhalten war.

Das Konstrukt TsMo'Ms™ wurde Uber natirliche BstEll-Erkennungsstellen hergestellt, die an Position 538 im
Spinatgen und an Position 421 im Odontella-atpC-Gen lagen. Hierzu wurde das TsMo-Konstrukt und das Spinat-
atpC-Gen mit BstElIl und BamHI geschnitten, was zur Deletion der vorderen Genbereiche inklusive der fir die
Transitsequenz kodierenden Region fihrte. Nach Elution der gewiinschten Schnittfragmente aus einem Agarosegel
wurde das vordere Genfragment von TsMo an den verbleibenden Teil des Spinat-Genfragmentes (kodierende
Region des reifen Spinat-Proteins) fusioniert. Die Insertion fuhrte zu einem Austausch der ersten 82 Aminosauren
desreifen Spinat-Proteins gegen die ersten 77 AS des Odontella-Proteins.

Alle Konstrukte sowie Zwischenprodukte wurden zur Kontrolle sequenziert.
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Abbildung 3 - 6 Untersuchungen zur Eliminierung der neuen Prozessierungsstelle in der g-Untereinheit aus
Odontella in Erbsen-Plastiden

Posttranslationale Importexperimente mit dem ToMoA84M- (A) und ToMoA84-85D-Protein (B) in Erbsen-Plastiden. Auto-
radiographie der radioaktiv markierten Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel. K: Translationsansatz
zur Kontrolle, Gesamtimportansatz nach Percollaufreinigung mit (GD) oder ohne (G) vorheriger Proteasebehandlung.

3.2.2.2. Untersuchung zur Prozessierung der g-Untereinheit der ATPase

Wie der Transport der g-Untereinheit in die Erbsen-Plastiden zeigt, fihrt die Prozessierung des Diatomeen-Proteins
nicht zu der Bildung des ungeféahr 35 kDa grof3en Proteins, sondern zu einem ca. 3 kDa kleineren Protein (32 kDa).
Mit zeitabhéngigen Experimenten sollte die Frage geklért werden, ob fir die gUntereinheit zuerst eine
Prozessierung zum reifen Protein (Mo) und erst anschliefRend eine zu der beobachteten verkleinerten Form (DM o)

vorliegt (sequentielle Prozessierung).

Wie Abb. 3-5A zeigt, ist ein Import in die Plastiden schon nach einer Inkubation des radioaktiv markierten ToMo-
Proteins im Translationsansatz mit den Plastiden von zwei Minuten erkennbar. Es konnte nur eine direkte Zunahme
von stérker verkirztem ToMo-Protein beobachtet werden. Die Bildung von reifem atpC-Protein und eine zeitlich
versetzte Zunahme an der verkleinerten Form (DMo) war nicht zu erkennen. Dies deutet auf eine einmalige Reifung
des Proteins an der zusétzlichen Prozessierungsstelle hin. Eine schnelle sequentielle Spaltung (< 2 min.) kann jedoch

nicht ausgeschlossen werden.

Die derzeit bekannten kernkodierten Plastiden-Proteine aus Odontella besitzen an Position —1 ein Methionin in der
Prozessierungsstelle. Um zu untersuchen, ob die origindre Prozessierungsstelle der gUE durch die stromae
Transitpeptidase Uiberhaupt erkannt wird, wurde das Methionin gegen ein Cystein ausgetauscht. Abb. 3-5B zeigt das
Importverhalten des ToMolVC-Konstruktes in Plastiden von Erbsen. Nach proteolytischer Degradation externer,
nicht importierter Proteine zeigt sich eine intensive Bande auf Hohe des 32 kDa-Proteins. Zusétzlich ist eine geringe
Spur von reifem Protein (35 kDa) zu beobachten (Spur G, GD), was auf eine Erkennung der Schnittstelle hindeutet.

Die Deletion der zusédtzlichen Schnittstelle im reifen Diatomeen-Protein fuhrt jedoch nicht zur verstérkten
Erkennung der origindren Diatomeen-Prozessierungsstelle. Bei Inkubation des ToMoD80-89-Proteins mit Erbsen-
Plastiden zeigte sich keine Bildung eines 32-kDa-Produktes (Abb. 3-5C). Jedoch ist reifes und auch unprozessiertes
Protein nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Plastid zu beobachten.

Zur Uberpriifung, ob es sich hierbei auch nach der Reisolation der Plastiden tiber eine Percollstufe um importiertes
Protein handelt, wurden die Proben bis zu 1 Std. mit Protease (Thermolysin 0,2 mg/ml) behandelt. Wie Abb. 3-5C
exemplarisch an einer 45-mindtigen Behandlung zeigt, erweist sich das reife bzw. unprozessierte Protein gegentiber
Proteasen al's stabil.

-40-



Ergebnisse

A) K G GD K G GD B)
TsMo - em—_ L — - Touis
- e - Ms
-
DMo - SR —
a s,
C) K G GD K G GD D)
TsMo'Ms” - |— | — - TsMs
* _ -Ms
DMo Ms” - — -_—.-.- — e 1

Abbildung 3 - 7 Untersuchung von chiméren Proteinen der g-Untereinheit der ATPase von Odontella und
Spinat in Erbsen-Plastiden

Translokation von Fusionsproteinen aus der gUE der ATPase aus Odontella sinensis und Spinat in Plastiden von Erbsen. Import

vom TsMo- (A), vom ToMs- (B) und vom TsMo Ms’-Protein (C) sowie von der Spinat-gUE TsMs (D) (Transitsequenz, ,mature”

reifes Protein bzw. Teile des reifen Proteins (M") von Odontella oder Spinat). (A-D) Autoradiographie der radioaktiv markierten

Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel. K: Translationsansatz, Gesamtimportansatz nach

Percollaufreinigung mit (GD) oder ohne (G) vorheriger Proteasebehandlung, (*): ungefahre Laufhéhe des korrekt prozessierten
Proteins (A, C).

Eine Bestdtigung fur eine fehlende Erkennung der origindren Schnittstelle in Erbsen-Plastiden zeigen die
Translokationsexperimente fur die Konstrukte ToM0A84-85D und ToM0oA85M. Wie in den Spuren G und GD zu
erkennen ist, weisen beide eine starke, Protease-resistente DMo-Bande auf (Abb. 3-6A,B), wobei DM0A84-85D

minimal grof3er erscheint.

Die Spaltung zum kleineren Importprodukt (32 kDa) liegt nicht in der Diatomeen-Transitsequenz begrindet. Wie
Abb. 3-7D zeigt, fihrt der Import von TsMs (atpC-Protein von Spinat) in Erbsen-Plastiden bzw. Spinat-Plastiden
(nicht gezeigt) zur Bildung des reifen, ungeféhr 35 kDa grof3en Spinat-atpC-Proteins (Ms).

Ein Protease-resistentes 35 kDa-Protein findet sich ebenfalls in Importexperimenten vom ToMs-Protein (Abb. 3-
7B), welches die Transitsequenz von Odontella und das reife Protein von Spinat besitzt. Eine zusétzliche
Prozessierung der stromalen Transitpeptidase, ausgel 6st durch die Odontella-Transitsequenz, ist nicht zu erkennen.
Im Gegensatz dazu zeigt das Kreuzkonstrukt TsMo, welches die Transitsequenz von Spinat und das reife Protein
von Odontella besitzt, keinerlei Spaltung zum reifen Odontella-atpC-Protein (Abb. 3-7A *). Wie auch beim Import
vom Odontella-Intermediat (ToMo) ist das Fehlprozessierungsprodukt von 32 kDa (DMo) zu beobachten. Der
Import von TsMo und ToMs in die Erbsen-Plastiden deutet an, da’ die Diatomeen-Transitsequenz in Erbsen
vollsténdig erkannt werden kann und die stérkere Prozessierung im reifen Protein begriindet liegt.

Bestétigt wird dieses Ergebnis durch das Fusionsprodukt TsMo'Ms™ (Abb. 3-7C). Der Import des trandatierten
Konstruktes fuhrt wie bei der Untersuchung von TsMo zu einem ca. 32-kDa grof3en, importierten DMo Ms -
Endprodukt.
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Abbildung 3 - 8 Posttranslationales Importexperiment von iFCP und iPRK mit Erbsen-Plastiden

Inkubation von intermedidrem FCP- (A) oder PRK-Protein (B) aus Odontella sinensis mit Plastiden von Erbsen. (A,B)
Autoradiographie der radioaktiv markierten Proteine nach gelelekirophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel., K:
Translationsansatz (Kontrolle), Gesamtimportansatz nach Percollaufreinigung ohne (G) bzw. mit (GD) nachfolgender
Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 30 min., 4°C).

Dies deutet darauf hin, dai die Prozessierung durch sequentielle oder strukturelle Unterschiede zwischen den beide
atpC-Proteinen im Bereich der ersten 77 AS des reifen Kieselalgen-Proteins ausgel 6st wird sowie der C-terminale

Bereich (ab der 77. AS) desreifen Proteins und die Transitsequenz aleine nicht an dieser Spaltung beteiligt sind.

3.2.3. Posttranslationale Importversuche mit FCP- und PRK-Protein in Erbsen-
Chloroplasten

Die gUE der ATPase zeigt von alen drei kernkodierten Plastiden-Proteinen aus Odontella die langste
Transitsequenz von 40 Aminosduren. Diese erlaubt, wie in Kap. 3.2.1. gezeigt, einen Import in die Plastiden von
hoheren Pflanzen. Das pPRK-Protein besitzt hingegen eine Transitsequenz von 25 AS und pFCP-Protein eine von
nur 15 AS. Zur Untersuchung der Fragestellung, ob auch diese kirzeren Transportdoménen einen heterologen
Import in die Erbsen-Plastiden erlauben, wurden von den Proteinen Intermediat-Formen ohne Signalsequenz erstel It
und mit den Plastiden inkubiert.

3.2.3.1. Konstrukterstellung
Fur die Untersuchung des FCP-Proteins wurden intermedi&re Transportformen, ohne die Signalsequenz, erstellt. Das

Genkonstrukt fur das iFCP-Protein (i = Intermediatform) wurde mittels Kreis-PCR vom fcp-Gen (in sp73-Vektor)
mit den Primern iFCP1 und iFCP2 hergestellt (Primer siehe Kap. 2.2.4.4.). Beide Primer wie auch der Vektor
enthielten eine Clal-Schnittstelle. Durch Inkubation mit Clal wurde der kodierende Bereich der Signalsequenz
deletiert und nach intramolekularer Ligation anschlief3end das Konstrukt zur Kontrolle sequenziert. Durch den
Primer iFCP1 wurde die Aminoséure Phenylalanin an Position 16 durch ein Methionin a's Trandlationsstartpunkt
ausgetauscht (FCPD1-15 F16M) (Abb. 3-1). Die Orientierung des Fragments verlduft in Sp6-Promoterrichtung.

Die Erstellung der Intermediatform der pPRK (iPRK) ist im Kapitel 3.1.1 beschrieben (Abb. 3-1).

3.2.3.2. Versuche zum Proteintransport von iFCP und pFCP
Die Inkubation der beiden Intermediatproteine iFCP und iPRK mit Plastiden aus hdheren Pflanzen zeigt in allen

Félen keinen erkennbaren Import (Abb. 3-8). Detektierbares iPRK- und iFCP-Protein im PAA-Gel nach der
Aufreinigung der Plastiden Uber einen Percollgradienten (Abb. 3-8A/B Spur G) kdnnte mdglicherweise auf eine
Bindung der kurzen Transitsequenzen an die Plastidenhiillmembran bzw. den Toc-Rezeptor von Erbsen hinweisen.
In diesem Fall wére eine Stérung der nachfolgenden Transportschritte durch die Struktur oder die Lange der kurzen

Diatomeen-Transitsequenz zu vermuten.
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3.3. Untersuchung des plastidaren Proteintransportes von Kieselalgen

In vivo
3.3.1. Gentechnische Verdnderung der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum
In Zusammenarbeit von Dr. Kirk Apt, Martek Corporation, und unserer Arbeitsgruppe wurde ein Transformations-
system fir die kleine Kieselalge Phaeodactylum tricornutum entwickelt (Apt et a. 1996; Zaslavskaia et al. 2000).
Die Transformationsmethodik und die Sichtung der transformierten Algen auf den Antibiotika-haltigen Seewasser-
Agar-Platten sind in Kapitel 2.12 beschrieben. Als Sichtungsmarker wurde das Gen fir die Bleomycin-Resistenz (sh
ble) aus dem Streptomyceten Streptoalloteichus hindustanus verwendet, welches auch gegen das Antibiotika
Zeocin, ein Phleomycin-Derivat, schitzt. Als Terminatoren und Promotoren fir die Resistenz und fir die
Fusionsgene wurden die entsprechenden Regionen des fcpA-Gens aus Phaeodactylum verwendet. Der verwendete
Phaeodactylum-Transformationsvektor (PTV) wurde von Dr. Apt bereitgestellt.
Zur in-vivo-Untersuchung des Proteintransportes wurden von kernkodierten Plastiden-Proteinen sowohl
verschiedene Transportsequenzen a's auch Teile derselben mit dem Reportergen ,, Green-fluorescent-protein® (GFP)
fusioniert. Alle Konstrukte wurden mit ,, high precision“-Polymerasen, DNA-Replikasen mit geringer Fehlerrate, in
der PCR-Reaktion erzeugt, anschlief?end im Agarosegel aufgereinigt und danach eluiert. Die PCR-Produkte und bei
Verwendung einer der Klonierungskassetten, das endgultige Konstrukt, wurden abschlieRend mit EcoRI und Hindl 1|
in den Algen-Transformationsvektor (PTV) kloniert. Alle Genkonstrukte wurden zur Kontrolle sequenziert.
Die Sequenzen der Primer sind im ,,Material und Methoden®-Teil aufgefihrt (Kap. 2.2.4.4.).

3.3.1.1. Erstellung homologer Genkonstrukte zur Transformation von Phaeodactylum
tricornutum
Die erste Frage, die sich fir die in-vivo-Untersuchung des Proteintransportes in die Kieselalgen-Plastiden stellte,

war, ob sich innerhalb der verschiedenen Diatomeen-Transitsequenzen eine fir den Transport essentielle Region
finden l&’. Zu diesem Zweck wurden von der atpC-Transportsequenz aus Phaeodactylum tricornutum 5
verschieden lange Bereiche an den N-Terminus des GFP-Proteins fusioniert. Zur Erstellung der dafiir notwendigen
Gene mittels Fusions-PCR (Kap. 2.2.4.3.) wurden die Primer atpC-Nter und eGFP-Cter-H3 bzw. GFP-DDEL sowie
die im nachfolgenden aufgefiihrten Fusionsprimer verwendet. Als DNA-Vorlage diente das egfp-Gen und das atpC-
Gen aus Phaeodactylum tricornutum. Die Endprimer fihrten am 5 -Ende des Konstruktes eine EcoRI (atpC-Nter)
und am 3-Ende eine Hindlll-Schnittstelle (eGFP-Cter-H3, GFP-DDEL) fur die Klonierung in den
Transformationsvektor ein. Je nach Kombination der Endprimer entstanden bei der Expression Fusionsproteine mit
bzw. ohne dem ER-Retentionssignal (-DDEL) vom ER-lumenalen BiP-Protein aus Phaeodactylum tricornutum
(Abb. 3-9). Bis auf das atpC5GFP-Protein weisen alle verbleibenden Proteinkonstrukte nicht mehr die originale
Prozessierungsstelle der Transitsequenz auf. Die Prozessierungsstelle der Signalsequenz wurde jedoch bei alen
Konstrukten erhalten.

Die Fusionsproteine atpC2GFP bzw. atpC2GFP-DDEL beinhalten den kiirzesten Transportsequenzbereich mit der
Signalsequenz und den ersten vier Aminosduren der Transitsequenz. Fir die Herstellung des atpC2GFP-
Genkonstruktes wurde der Fusionsprimer atpC2GFP verwendet.

Die Proteinkonstrukte atpC1GFP und atpC1GFP-DDEL (Fusionsprimer atpCGFP) umfassen die Signalsequenz
und die ersten finfzehn N-terminalen Aminoséuren.
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Abbildung 3 - 9 Schematische Dar stellung der Phaeodactylum-Transfor mationskonstrukte

lllustration von GFP-Fusionsproteinen mit teilweise modifizierten Transportsequenzen aus Phaeodactylum tricornutum. atpC: g-UE
der ATPase (Phaeodactylum tricornutum) (AccNo. U29898), FCP: Fucoxanthin-chlorophyll-a,c-bindendes Protein (Phaeodactylum
tricornutum) (Bhaya und Grossman 1993), DDEL: ER-Retentionssignal (DDEL) vom BiP-Protein (Phaeodactylum tricornutum)
(AccNo. U29675). Signalsequenzen sind rot, Transitsequenzen sind grin, das GFP ist hellgriin dargestellt. Die stark verkirzt
dargestellten reifen Proteine sind gelb unterlegt. Hydroxylierte Aminosauren innerhalb der Transitsequenz sind mit der Farbe Weil3
geschrieben.

Die Varianten atpC3GFP und atpC3GFP-DDEL (Fusionsprimer atpC3GFP) besitzen die Signalsequenz und die
ersten 23 N-terminalen Aminosauren.

Fur die Herstellung der Gene fur die Proteine atpCAGFP und atpCAGFP-DDEL wurde der Primer atpC4GFP
benutzt, der den kodierenden Genbereich fir die Signalsequenz und die ersten 29 N-terminalen Aminosauren an das
ofp-Gen fusioniert.

Als , Volléangen“-Protein wurde das Fusionsprotein atpC5GFP (Fusionsprimer atpC5GFP) erstellt. Es beinhaltet die
gesamte Prasequenz und die erste Aminosdure des reifen Proteins (Asparaginsaure). Das Startmethionin des GFP-
Proteins wurde bei der PCR deletiert.

Im weiteren wurden von den vier grofReren atpCGFP-Genkonstrukten (atpCl-, atpC3-, atpC4-, atpC5GFP)
zusétzlich Gene ohne den Signal sequenz-kodierenden Bereich hergestellt. Ziel war es, die entsprechenden Proteine
(iatpC1l-, iatpC3-, iatpC4-, iatpC5GFP) in vitro in Erbsen-Plastiden zu importieren. Die Berechnung der
Signalsequenz-Prozessierungsstelle des atpC-Proteins mit dem Programm SignalP (V1.1) weist auf eine Reifung
zwischen Position 15 und 16 im Vorl&uferprotein hin. Nach der PCR-Reaktion mit den Primern iatpC-Phaeo und
eGFP-Cter-H3 von den atpCGFP-Genkonstrukten wurden die Fragmente mit EcCoRI und Hindlll geschnitten, im
Agarosegel aufgetrennt und in vorbereiteten sp73-Vektor in Sp6-Promoterrichtung ligiert. Der Primer iatpC-Phaeo
beinhaltet das neue Startkodon (Pos. 16 F>M, im Primer fett gedruckt).

Ebenso wie fur die Transitsequenz der g-Untereinheit stellte sich fir die kleinere Transitsequenz des FCP-Proteins
die Frage, welche Bereiche der Transportsequenz fir den Import in die Plastiden notwendig sind.

Die Verklrzungen der FCP-Transportsequenz wurden per Fusion-PCR vom FCPGFP-Genkonstrukt erzeugt (Abb.
3-9). Die verwendeten Endprimer fcp-Nter und eGFP-Cter-H3 enthielten zur Klonierung der Gene eine EcoRI (fcp-
Nter) und eine Hindll1-Erkennungsstelle (eGFP-Cter-H3). Das FCPGFP-Gen wurde von Dr. Kirk Apt bereitgestellt.
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Das FCPGFP-Protein beinhaltet die vollstdndige Présequenz des Diatomeen-LHC-Proteins von Phaeodactylum
tricornutum einschliefflich der ersten funf Aminosduren des reifen Proteins. Das Fusionsprotein FCP2GFP
(Fusionsprimer Fcp2GFP) besitzt eine Deletion des C-terminalen Teils der Transitsequenz (achte Aminosaure bis
Ende der Transitsequenz), wahrend FCP3GFP (Fusionsprimer Fcp3GFP) den N-terminalen Teil deletiert hat (erste
bis achte Aminoséure).

Das BipGFP-Gen wurde von Dr. Apt bereitgestellt (BiPGFP). Das Gen beinhaltet den kodierenden Bereich fir die
Signalsequenz des ER-Chaperons BiP. An das BiPGFP—Konstrukt wurde mittels des GFP-DDEL—Primers und des
BiP-Nter-Primers in einer Standard-PCR zudem das BiP-eigene ER-Retentionssignal DDEL fusioniert (BiPGFP-
DDEL). Nach Harter und Wieland (1996) wird das BiP-Protein durch das Signal Uber den COPI-Weg mit dem

Retentionssignal wieder in das ER zurlicktransportiert und nicht sekretiert.

3.3.1.2. Erstellung heterologer Genkonstrukte zur Transformation von Phaeodactylum
tricornutum
Um eine mdégliche Verwandtschaft der Proteintransportsysteme von verschiedenen Pflanzen- bzw. Algengruppen zu

untersuchen, wurde zuerst aus der zentrischen Kieselalge Odontella sinensis ein Teil (PRK2GFP) und die gesamte
Prasequenz (PRK1GFP) der Phosphoribulokinase (PRK) an das GFP fusioniert. Das PRK2GFP-Fusionsprotein
besteht aus der Signalsequenz der PRK und aus dem C-terminalen Bereich der Transitsequenz (Abb. 3-10).

Fuir die Fusions-PCRs wurden als 5" -Endprimer das Oligonukleotid Prk-Nter (EcoRlI), der Fusionsprimer Prk2GFP
flr das PRK2GFP-Genkonstrukt bzw. Prk1GFP fir das PRK1GFP-Gen und as 3 -Endprimer das eGFP-Cter-H3
(Hindlll) verwendet. Als DNA-Vorlagen dienten das gfp-Gen und das prk-Gen aus Odontella sinensis. Die

Klonierung des Fragmentes erfolgte analog der atpC- bzw. fcp-Genkonstrukte.

Zur Untersuchung der Transportsequenzen von hoheren Pflanzen wurden im pBluescript KS-Vektor zwei
Klonierungskassetten mit dem kodierenden Bereich fir eine Signalsequenz und der GFP-Sequenz erstellt. Die
beiden entsprechenden Genbereiche sind mittels einer Ncol-Schnittstelle verbunden, welche zur Einklonierung von
Transitsequenzen genutzt werden kann. Als Signalsequenzen wurde einerseits die atpC-Signalsequenz aus
Phaeodactylum tricornutum und andererseits die Signalsequenz von Préprolactin (ppL) aus Rindern verwendet.

Der Genbereich der atpC-Signalsequenz wurde mittels Standard-PCR aus dem atpC-Gen von Phaeodactylum
amplifiziert. Als Primer wurde das atpC-Nter-Oligonukleotid und der Primer SatpC-Ncol genutzt. Das mit EcoRlI
und Ncol geschnittene PCR-Fragment wurde nach Gelelution in identisch geschnittenes egfp-pBluescript KS zur
Bildung der SatpCGFP-Klonierungskassette einkloniert (SatpCGFP-pBluescript). Das egfp-Gen wurde von Dr.
Apt, Martek Corporation, im originalen Vektorsystem (Stratagene) bereitgestellt und mit EcoRIl und Hindlll in
pBluescript KS tberfihrt. Fur die Fusion der Genfragmente wurde die natirrlich vorkommende Ncol-Schnittstelle
direkt am Startkodon verwendet (eGFP wird im weiteren auch synonym bezei chnet auch al's GFP)

Um den Genbereich der Signalsequenz des Préprolactin-Proteins zur Erstellung der Sppl GFP-Klonierungskassette
zu amplifizieren, wurde zundchst das gesamte Gen in einen bekannten Vektor (pBluescript KS) mit definierten
Schnittstellen (EcoRlI, Hindll1) tberfihrt. Fir die Standard-PCR wurden die Primer ppL-EcoRI (Gen-Anfang) und
ppl-Hindlll (Gen-Ende) verwendet. AnschliefRend wurde Uber eine Kreis-PCR (Kap. 2.4.2) der Genbereich fir das
reife Protein deletiert und gleichzeitig eine Ncol-Schnittstelle hinter den Signalsequenzbereich eingefiigt (Primer
SppL-Ncol-2 und Sppl-Hindll1-2 (Bindung vor Hindlll-Stelle)). Nach dem Verdau des PCR-Produktes mit den
Enzymen Ncol und Hindlll konnte ein mit den identischen Enzymen geschnittenes gfp-Gen (egfp-pBluescript) in

das PCR-Fragment kloniert werden (= SppL GF P-pBluescript)..
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Abbildung 3 - 10 Schematische Dar stellung der heterologen GFP-Fusionskonstrukte

lllustration von GFP-Fusionsproteinen mit kombinierten, teilweise modifizierten Transportsequenzen aus unterschiedlichen
Organismen. PRK: Phosphoribulokinase (Odontella sinensis) (AccNo. Y08610), PCP: Peridinin-Chlorophyll-c-bindendes Protein
(Symbiodinium spec.) (Norris und Miller 1994), PPL: Praprolactin (Bos taurus) (AccNo. J00022, V00112), PC: Plastocyanin (Spinat)
Rother et al. 1986), atpC: gUE ATPase (Phaeodactylum tricornutum) (AccNo. U29898), g-Spi: gUE ATPase (Spinat) (Mason and
Whitfeld 1990), SSU: kleine UE der Rubisco (Euglena gracilis) (Tessier et al. 1995), S: Signalsequenz, T: Transitsequenz.
Signalsequenzen sind rot, Transitsequenzen sind griin bzw. gelb-griin, das GFP ist hellgriin und gelb sind Aminosauren des reifen
Proteins unterlegt. Hydroxylierte Aminosauren innerhalb der Transitsequenz sind weil3 dargestellt.

Das nach Expression resultierende SppL GFP-Proteinkonstrukt besitzt neben der Signalsequenz die ersten finf
Aminosiuren des reifen Proteins. Mit dem Uberhang an reifen Protein wurde erreicht, daR die Prozessierungsregion
der Signalsequenz erhalten blieb.

In die SatpCGFP-Klonierungskassette (SatpCGFP-pBluescript) wurde der Genbereich fir die Transitsequenz des
atpC-Proteins aus Spinat kloniert (SatpCTgspi GFP-pBluescript). Die kodierende Region der atpC-Transitsequenz
aus Spinat wurde Uber eine Standard-PCR mit den Primern SppLTspi-Ncol und Tspi-Ncol amplifiziert,
anschlief3end mit Ncol geschnitten und in die identisch geschnittene SatpCGFP-Klonierungskassette kloniert

Als Kontrolle fir das Importverhalten vom SatpCTgspiGFP-Protein in den Transformanden wurde zudem die
Transitsequenz direkt an das GFP fusioniert (TgspiGFP-Protein). Fur die Amplifikation der kodierenden atpC-
Transitsequenz-Region wurden die Primer Tspi-EcoRI als Anfangsprimer und Tspi-Ncol als Endprimer verwendet.
Nach dem Verdau des PCR-Fragmentes mit EcoRI und Ncol wurde das aufgereinigte Fragmente in entsprechend
geschnittenen und gereinigten egfp-pBluescript kloniert.

In die Sppl GFP-Klonierungskassette wurde der Genbereich fur die gesamte Présequenz des thylakoidalen Lumen-
Proteins Plastocyanin (Spinat) inklusive der ersten vier Aminosiuren des reifen Proteins kloniert. Die
Transitsequenz wurde mit den beiden Endprimern Tpc-Ncol-1 und Tpc-Ncol-2 amplifiziert und nach dem Verdau
mit Ncol in die identisch geschnittene Sppl GFP-K assette kloniert (= Sppl TpcGF P-pBluescript).

Die Gene SpLTpcGFP, TgspiGFP und SatpCTgspiGFP wurden anschlieRend aus dem pBluescript-Vektor

herausgeschnitten und in den Algen-Transformationsvektor (PTV) kloniert.

Die Transportsequenzen der kleinen Untereinheit der Rubisco vom Euglenophyten Euglena gracilis und dem PCP-
Protein vom Dinoflagellaten Symbiodinium spec. wurden mittels PCR direkt an das GFP fusioniert (Abb. 3-10).
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Fur die PCR vom Gen des Peridinin-Chlorophyll-a-bindenden Protein (PCP) (Norris und Miller 1994) wurde der
Anfangsprimer STpcp-EcoRI (Startkodon und Umgebung nach Kozak 1983) und das Oligonukleotid STpcp-Ncol
verwendet. Das egfp-Gen (in pBluescript KS) und das PCR-Fragment wurden jeweils beide mit EcoRI und Ncol
gedaut und miteinander ligiert (= STpcpGF P-pBluescript).

Das STpcpGFP-Konstrukt beinhaltet den kodierenden Bereich der gesamte zweigeteilten Dinoflagellaten-
Transportsequenz von Signal- und moglicherweise Transitsequenz-artiger Doméne.

Von der kleinen UE der Rubisco aus Euglena gracilis (SSU) wurden zwei verschiedene Konstrukte erstellt. Das
Gen SSU1GFP fuhrt zur Expression der gesamten Transportsequenz sowie der ersten sechs Aminosduren des reifen
Proteins fusioniert an GFP.

Der gesamte Genbereich der Présequenz wurde mit dem Primer STssu-Nter (EcoRI-Schnittstelle) und dem
Oligomer STssu/Tssu-Ncol (Ncol-Schnittstelle) in einer PCR-Amplifikation vom pSSUnit1GFP-pet28-K onstrukt
amplifiziert und nach anschliefRender Inkubation mit EcoRI und Ncol vor geschnittenes egfp-pBluescript ligiert (=
SSU1GFP-pBluescript). Das Originakonstrukt pSSUnitlGFP-pet28 wurde freundlicherweise von  Prof.
Schwartzbach (University of Nebraska, USA) zur Verfligung gestellt.

Das SSU3GFP-Protein besitzt von der Euglenophyten-Transportregion die Signalsequenz und zusétzlich noch die
N-terminale Halfte der Transitsequenz. Das entsprechende Gen-Konstrukt wurde in einer zweistufigen PCR von
pSSUNit1GFP-pet28-K onstrukt und anschliefRend von egfp-pBluescript amplifiziert (Kap. 2.4.3). In der ersten PCR-
Reaktion wurden Megaprimer mit dem Primer STssu-Nter und dem Fusionsprimer ST1/2ssuGFP hergestellt. Die
Megaprimer dienten zusammen mit eGFP-Cter-H3 in der zweiten PCR-Reaktion as Endprimer (= SSU3GFP-
pBluescript).

3.3.2. Analyse der transformierten Phaeodactylum-Zellen
Die beschriebenen Konstrukte wurden durch ballistische Transformation in Zellen von Phaeodactylum tricornutum

eingebracht. Ein Teil der Konstrukte wurde von Dr. Apt, Martek Corp. (Maryland), transformiert.

Nach Sichtung der Transformanden wurden in Kooperation mit Dr. Whetherbee, University of Melbourne, und Dr.
Apt die Zellen am Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 3-11). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
Zéellen, die mit dem gfp-Gen transformiert wurden, zeigen eine cytoplasmatische Lokalisation des GFP mit einer
diffusen Verteilung in der Zelle (Abb. 3-11). Das GFP-Protein liegt gehauft im Cytoplasmabereich zwischen den
Plastiden (Kernregion) vor. Die Transformation der Algen mit einer ER-determinierenden eGFP-Variante zeigt eine
deutliche GFP-Fluoreszenz in scharfen Linien auf3erhalb der Plastiden.

Fir die weitere Auswertung der verschiedenen Konstrukte wurde das , konfokale Laser-Scanning-Mikroskop®
(CLSM) der Firma Leica verwendet. Die geringe Dicke des Laserstrahls und die Fokussierung des Strahls in einem
Punkt erlauben im Gegensatz zum Fluoreszenzmikroskop die Betrachtung der Fluoreszenz in diinnen Schichten
innerhalb der Zellen (ab > 015 pum) und in einer Gesamtansicht der Zelle. Die gleichzeitige Detektion der
Autofluoreszenz des Chlorophylls im CLSM erleichtert zudem die GFP-Lokalisation im Plastid. Die Fluoreszenz
des GFP liegt nach Anregung im grinen und die der Chlorophylifluoreszenz im roten Bereich. Innerhalb der
gezeigten Bildern wird neben den einzelnen Fluoreszenzaufnahmen eine Uberlagerung beider Kanédle dargestellt.
Fir einige Aufnahmen wurde zudem eine inverse Farbdarstellung zur besseren Verdeutlichung der Lokalisation

gewdhlt. Im Anhang sind exemplarisch Aufnahmen von Zellen in mehreren Schnittebenen zu sehen.
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Abbildung 3 - 11 Fluor eszenzaufnahmen ver schiedener Phaeodactylum-Transfor manden

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von unterschiedlichen Transformanden zur Lokalisation des GFP-Proteins im Cytosol (t-
GFP) und ER (t-BiPGFP). Vergleich der Fluoreszenz- (links) mit Lichtmikroskopaufnahmen (rechts). (Aufnahmen durch Dr. Apt)

Zur sprachlichen Vereinfachung sind im nachfolgenden die Transformanden eines Genkonstruktes mit einem

kleinen ,t* vor dem Konstruktnamen bezeichnet (z.B. Transformanden mit dem gfp-Gen = t-eGFP).

3.3.2.1. BiPGFP-, BiPGFP-DDEL- und GFP-Transformanden
CLSM-Untersuchung der Transformanden t-BiPGFP und t-BIPGFP-DDEL zeigen eine deutliche, scharfe

Verastelung der GFP-Fluoreszenz innerhalb der Zelle, was auf eine Lokalisation des GFP im ER schlieffen 1803t
(Abb. 3-12). In Abb. 3-12B ist bei t-BiPGFP-DDEL zudem deutlich eine kreisrunde GFP-Markierung, vermutlich
der Intermembranraum der Kernmembran, zu erkennen. Die N-terminale Sequenzierung des BiPGFP-Proteins,
isoliert aus den Transformanden, zeigt eine Prozessierung der Signalsequenz hinter dem Motiv IRA
(MMFMRIAVAALALLAAPSIRA*EEAGEEAK) (Dr. Apt, pers. Mitteilung) und unterstiitzt damit den
beobachteten Transport in das ER.

Entgegen der ER-L okalisation von BiPGFP zeigt die Transformation mit dem gfp-Gen ohne eine Transportsequenz
nach der Expression eine diffus verteilte GFP-Fluoreszenz im Cytoplasmabereich um den Kern sowie einen
deutlichen Cytoplasmasaum (Abb. 3-12C).

3.3.2.2. atpC-GFP-Transformanden
Die Transformation der Alge Phaeodactylum tricornutum mit dem Genkonstrukt atpC1GFP resultiert in einer GFP-

Fluoreszenz in feinen, scharfen Verastelungen innerhalb der Zelle (Abb. 3-13A). Sie ist nicht deckungsgleich mit

der Chlorophyllfluoreszenz, was deutlich in Aufnahmen mit mehrere Schnittebenen zu erkennen ist (siehe Anhang).
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Abbildung 3 - 12 CL SM-Aufnahmen von t-GFP, t-BiPGFP und t-BiPGFP-DDEL

CLSM-Aufnahmen von Phaeodactylum-Transformanden, die das GFP-Protein mit der Signalsequenz des ER-Lumen-Proteins BiP,
t-BiPGFP (A), sowie zusatzlich noch mit dem BiP-ER-Retentionssignal DDEL, t-BiPGFP-DDEL (B) oder ohne eine gekoppelte
Transportsequenz, t-GFP (C), exprimieren. In rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten und in griin die Fluoreszenz von GFP zu
erkennen. Unterhalb der Fluoreszenzaufnahmen sind in Inversfarben die gleichen Aufnahmen dargestellt.

Dies weist auf eine ER-Lokalisation vermittelt durch die vorhandene Signalsequenz der g-Untereinheit der ATPase
aus Phaeodactylum tricornutum hin. Trotz der zusétzlichen 15 Aminosduren der Transitsequenz ist ein
weitergehender Transport in die Plastiden nicht zu beobachten. Die Fluoreszenz vom atpC1GFP-Protein ist nicht auf
den Bereich um den Chloroplasten, dem CER-Bereich, alleine beschrénkt.

Diese fehlende ER/CER-Unterscheidung spricht gegen eine Diskriminante innerhalb der Signalsequenz, die fir den
kotranslationalen Transport der Plastiden-Proteinen zwischen den beiden ER-Membranen unterscheidet.

Um zu untersuchen, ob es sich wirklich um eine Lokalisation in das ER handelt, wurde eine ER-Isolationsmethode
fur Phaeodactylum tricornutum etabliert (Kapitel 2.10). Der Aufbau einer Plastideni solationsmethode fir die kleine
Kieselalge war aufgrund der zum Aufbruch der Kieselschale bendtigten Kréfte nicht moglich (French-Press 2000 —
3000 PSI). Die Scherung der Zellen flhrte automatisch zum Zerreif3en der Plastiden.

Die Fraktionierung und anschlief3ende Western-Blot-Analyse von t-atpC1GFP (Anti-GFP der Fa. Clontech bzw. Fa.
Molecular Probes) belegen die Lokalisation des GFP in der 100.000 x g-Membran-Fraktion (Abb. 3-15A). Durch
aufgerissenes ER wahrend des Aufbruchs des Algenzellen kann GFP-Protein in der verbleibenden Fraktion mit
|6slichen Proteinen gefunden werden.

Das in vivo vorliegende atpC1GFP-Protein zeigt nach gelelektrophoretischer Auftrennung die gleiche Gréfze (29
kDa) im Proteingel wie trandatiertes iatpC1GFP-Protein (Abb. 3-15A).
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Abbildung 3 - 13 CL SM-Aufnahmen der atpCGFP-Transformanden

Aufnahmen von gentechnisch veranderten Phaeodactylum-Zellen, transformiert mit den Fusionsgenen atpC1GFP (A), atpC2GFP
(B), atpC3GFP (C), atpC4GFP (D), atpC5GFP (E). (F) stellt ein Sonderfall der atpC2GFP-Transformanden dar. In rot ist die
Autofluoreszenz der Chloroplasten und in griin ist die Fluoreszenz von GFP zu erkennen. Unterhalb der Fluoreszenzaufnahmen

sind in Umkehrfarben die gleichen Aufnahmen dargestellt.
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Abbildung 3 - 14 CL SM-Aufnahmen von atpCGFP-DDEL -Transfor manden

Aufnahmen von gentechnisch veranderten Phaeodactylum-Zellen, die nach Transformation die Fusionsproteine atpC1GFP-DDEL
(A), atpC2GFP-DDEL (B), atpC3GFP-DDEL (C) oder atpC4AGFP-DDEL (D) exprimieren. In rot ist die Autofluoreszenz der
Chloroplasten und in griin ist die Fluoreszenz von GFP zu erkennen. Unterhalb der Fluoreszenzaufnahmen sind in Umkehrfarben

die gleichen Aufnahmen dargestellt.
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Abbildung 3 - 15 Western-Blot-Analyse der atpC-GFP-Transformanden und posttranslationale
Importexperimente der verkirzten atpC-GFP-Fusionsproteine mit Erbsen-Plastiden

Analyse der Lokalisation von atpClGFP innerhalb der Zelle (A) und GréRenbestimmung der atpC-GFP-Proteine aus den
Transformanden (B). Inkubation der um die Signalsequenz verkirzten atpCGFP-Proteine (iatpC1GFP, iatpC3GFP, iatpC4GFP,
iatpC5GFP) mit Erbsen-Plastiden (C).

(A): Western-Blot-Analyse (Antikérper Anti-GFP, Fa. Clontech) von im SDS-PAA-Gel gelelektrophoretisch aufgetrennten Fraktionen
von t-atpC1GFP: Gesamtzellextrakt (1), I6sliche Proteine (4) und Membranfraktion (5). Vor der Isolation der Membranfraktion
wurden die Thylakoidmembranen vorab durch eine Zentrifugation mit 20.000 x g grof3tenteils entfernt. Als Gréf3enkontrolle wurde in-
vitro-translatiertes (radioaktives) iatpC1GFP aufgetragen und tber Autoradiographie detektiert (6). (2, 3) Proben aus dem Versuch
zur ,Plastidenisolation* aus Phaeodactylum: (2) Probe der ,Plastiden* fihrenden Percollschicht, (3) Uberstand iber der Percollstufe
bestehend aus Zellextrakten und Thylakoiden.

(B): Elektrophoretische Auftrennung im SDS-PAA-Gel und Western-Blot-Analyse mit Antikérpern gegen GFP (Fa. Clontech) von
Gesamtzellextrakt aus (1) t-atpC1GFP, (2) t-atpC2GFP, (3) t-atpC3GFP, (4) t-atpC5GFP, sowie von (5) t-atpC1GFP-DDEL, (6) t-
atpC2GFP-DDEL und (7) t-atpC3GFP-DDEL.

(C): Gesamtimportansatz nach Inkubation des Translationsansatzes (K) mit isolierten Plastiden von Erbsen ohne (G) oder mit (GD)
nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 30 min., 4°C). Alle Proben (G, GD) wurden anschlielend Uber eine
40% Percollstufe aufgereinigt. Dargestellt sind die Autoradiographien der radioaktiv markierten Proteine nach gelelektrophoretischer
Auftrennung in einem SDS-PAA-Gel.

Es besitzt im Gegensatz zum urspriinglichen atpC1GFP-Proteinkonstrukt keine Signal sequenz mehr und beginnt mit
einem eingefliigten Methionin an Pos. 16 (F16M). Das identische Laufverhalten der Proteine weist auf eine
Prozessierung der Signal sequenz wahrend des kotranslationalen Transportes in den Zellen hin.

Bestétigt wird dieses Ergebnis durch N-terminale Sequenzierung des atpClGFP-Proteins isoliert aus den
Transformanden (Dr. Apt, pers. Mitteilung). Die isolierten Proteine beginnen mit der Aminosdure Threonin an Pos.
17 und weisen somit auf eine Prozessierung zwischen Position 16 und 17 (MRSFCIAALLAVASAFTTQP...).

Die Expression der léngeren atpC-GFP-K onstrukte atpC3- bis atpC5GFP in den transformierten Zellen zeigen nach
den CLSM-Aufnahmen eine GFP-Lokalisation in den Plastiden (Abb. 3-13). Wie t-atpC3GFP andeutet, reichen in
vivo schon die ersten 23 N-terminalen Aminosduren der g-UE-Transitsequenz aus Phaeodactylum fir einem Import
in die Plastiden. Es zeigt sich kein Unterschied zu den Transformanden, welche die vollstdndige Transportsequenz
des atpC-Proteins mit dem GFP-Protein exprimieren (t-atpC5GFP).

Entgegen der Erwartung zeigen die CLSM-Aufnahmen von t-atpC2GFP jedoch ebenfalls eine Uberlappung der
GFP- mit der Chlorophylifluoreszenz (Abb. 3-13B). Eine zusétzliche Akkumulation von atpC2GFP-Protein in der
Plastidenhille kann zudem nicht ausgeschlossen werden (Abb. 3-13F). Das atpC2GFP-Protein besitzt mit nur 4
Aminosduren von allen atpC-Konstrukten den kleinsten verbleibenden Transitsequenzbereich. Es wurde deswegen
erwartet, dal3 nur ein kotrandationaler Import in das ER, vermittelt durch die Signalsequenz, méglich ist. Die
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beobachtete Plastidenlokalisation legt mdglicherweise eine Beteiligung des N-terminalen Bereiches des GFP-
Proteins am Plastidenimport nahe.

Transformationsexperimente mit den Genkonstrukten atpCl-, atpC3- und atpCAGFP-DDEL zeigen keinerlei
Unterschiede zu den Varianten ohne das C-terminale ER-Retentionssignal (-DDEL) vom BiP-Protein aus
Phaeodactylum tricornutum. In t-atpC1GFP-DDEL verbleibt das GFP-Protein im ER, wogegen t-atpC3GFP-DDEL
und t-atpCAGFP-DDEL eine GFP-Fluoreszenz in den Plastiden besitzen (Abb. 3-14). AtpCAGFP-DDEL zeigt
zudem eine starke Akkumulation des GFP in einem Bereich des Plastiden. Bel dieser Region konnte es sich nach
vergleichender Betrachtung von EM-Aufnahmen von Phaeodactylum tricornutum um den Pyrenoidbereich des
Chloroplasten handeln (Borowitzka 1978).

Die Expression vom atpC2GFP-DDEL-Gen in den Algenzellen fuhrt dagegen zu einer von t-atpC2GFP veranderten
GFP-Lokalisation. Die Transformanden zeigen einen GFP-Transport in das ER und nicht mehr in die Plastiden.
Immunoel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Dr. Whetherbee bestdtigen den CLSM-Befund (pers.
Mitteilung). Die ER-Lokalisation vom atpC2GFP-DDEL-Protein im Gegensatz zur plastidéren Lokalisation vom
atpC2GFP-Protein konnte auf eine mogliche Konkurrenz der Transport- und Retentionssignale wéhrend des

I mportweges hinweisen.

Der Plastidenimport vom atpC2GFP-Protein legt eine mdgliche Beteiligung des N-terminalen Bereiches des reifen
GFP-Proteins als ,, Transitsequenzergénzung” nahe. Unterstiitzung wird die Annahme durch Western-Blot-Analysen
der atpCGFP-Transformanden und anschliefRender Berechnung der resultierenden GFP-Proteingréf3en (Abb. 3-15B).
Als Basis der Naherung wurde die bekannte GrélRe des atpClGFP-Proteins in den Transformanden verwendet
(iatpC1GFP). Es wurden zwei Experimente ausgewertet. Die Fehlerschwankung fur die Néherung liegt bei maximal
4 Aminosauren (Verschiebungen um 1 mm im Gel bei Ablesung).

Das atpC2GFP-Protein aus den t-atpC2GFP-Zellen deutet nach den Analysen eine Prozessierung um die Position —4
im GFP-Protein an (..MV SK-GEE..). Das exprimierte GFP-Konstrukt in t-atpC3GFP zeigt sogar eine tiefergehende
Prozessierung um Position —10 (..ELF*TGV..), wogegen das atpC5GFP-Protein eine Modifizierung um Position +5
vor dem GFP in der Transitsequenz aufweist (..KAT*IVM..).

Die Berechnungen der Konstrukt-Prozessierungsstellen bei t-atpCl- bis atpC3GFP-DDEL unterstiitzen das im
CLSM beobachtete Transportverhaten. Die nach den Fluoreszenz-Aufnahmen in das ER transportierten atpC1GFP-
DDEL- und atpC2GFP-DDEL-Proteine weisen auf eine Prozessierung um der GrofRenordnung der Signal sequenz
hin. Fur das atpC1GFP-DDEL -Protein wurde eine Prozessierung identisch zum atpC1GFP-Protein bei Position +14
vor dem GFP (.ASAF*TTQ..) berechnet. Das atpC2GFP-DDEL-Protein zeigt eine Reifung vor dem GFP um
Position +8 auf (.AVA*ASAFTT.). Exprimiertes atpC3GFP-DDEL-Protein, welches innerhalb der
Phaeodactylum-Zellen in die Plastiden transportiert wird, zeigt dagegen eine Prozessierung nahe der von atpC3GFP-
Protein (Pos. -8 im GFP (.KGEE*LFTG..)).

Parallel zu den gentechnischen Verdnderungen mit den atpCGFP-Konstrukten wurden mit den um den
Signalsequenzbereich  verkirzten atpCGFP-Varianten (iatpC1GFP bis iatpC5GFP) posttrandationale
Importversuche in Plastiden von Erbsen (Kap. 3.2) durchgefihrt (Abb. 3-15C). Zielsetzung dieser Experimente war
es, mogliche Unterschiede im in-vitro- und in-vivo-Verhalten der Konstrukte zu finden. Inkubationen von
Trandationsansdtzen der Proteine iatpC3- bis iatpC5GFP mit isolierten Erbsen-Plastiden fihrten zu keiner

Prozessierung der GFP-Fusionsproteine in den Plastiden.
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Die nachtragliche Proteasebehandlung der Importansétze fiihrte jedoch zu zwei distinkten, proteasestabilen Banden
(Abb. 3-15C, *). Dies konnte moglicherweise auf einen unvollsténdigen Import der GFP-Proteine Uber die
Plastidenmembran hindeuten.

Die Inkubation mit dem iatpC1GFP-Protein 1&3t keinen Import in die Plastiden erkennen. Die nachtrégliche
Proteasebehandlung resultierte in einer vollsténdigen Degradation.

3.3.2.3. FCP-GFP-Transformanden
Analog zu den Untersuchungen des atpC-Proteins wurden zusétzlich GFP-Fusionskonstrukte mit der vollsténdigen

bzw. mit Teilen der kurzen Transportsequenz vom FCP-Protein aus Phaeodactylum hergestellt.

Die Expression der drei verschiedenen FCP-GFP-Varianten in Phaeodactylum-Zellen zeigt, dal3 nur das Konstrukt
mit der vollstandigen FCP-Prasequenz (FCPGFP) via dem CER zu einem Import in die Plastiden fihrt (Abb. 3-16).
t-FCP2GFP mit der C-terminalen und t-FCP3GFP mit der N-terminalen Hélfte der FCP-Transitsequenz in ihrem
Proteinkonstrukt zeigen beide eine verstérkte Ansammlung von GFP, die ,ring- bzw. wurmartig® um die Plastide
herumfuhren. Die fir eine ER-L okalisation feine Verastelung des GFPs innerhalb der Zelle wurde nicht beobachtet.
Die GFP-Verteilung weist keine Ahnlichkeit zu einer cytoplasmatischen GFP-Lokalisation auf. Méglicherweise
akkumuliert das GFP in einer nach dem Transport in das ER nachfolgenden Region wie z.B. dem periplastidéren
Membranraum zwischen der Plastidenhille. Auch eine Lokalisation im Golgi-Apparat kann derzeit nicht
ausgeschlossen werden, ist aber durch die fehlende ER-Markierung und der Néhe des GFP an den Plastiden zu
bezweifeln. Bel grofler Verstdrkung der GFP-Signale ist bei beiden Varianten eine geringe Lokalisation im Plastid

zu beobachten.

3.3.2.4. PRK-GFP-Transformanden
Die Lokalisation des GFPs in t-PRK1GFP und t-PRK2GFP zeigt, dald Signal- und Transitsequenzen aus der

Kieselalge Odontella sinensis von dem ER bzw. den Plastiden aus Phaeodactylum tricornutum erkannt werden
kénnen. CLSM-Aufnahmen von beiden Zellinien zeigen eine identische Lokalisation der GFP- und der
Chlorophyllfluoreszenz in den Plastiden (Abb. 3-16D,E).

Das PRK1GFP-Protein besitzt die vollstdndige Prasequenz der Phosphoribulokinase aus Odontella sinensis,
wogegen das PRK2GFP-Proteinkonstrukt eine Halbierung der PRK-Transitsequenz auf die Lange des FCP-
Transitbereiches aufwei st.

3.3.2.5. Transformanden mit Transportsequenzen aus héheren Pflanzen,
Euglenophyten und Dinoflagellaten
Zur Untersuchung moglicher analoger Transportmechanismen in den Pastiden von evolutionér

auseinanderstehenden Organismen wurden die kodierenden Genbereiche von Prasequenzen aus hdheren Pflanzen,
Euglenophyten und Dinoflagellaten an das GFP fusioniert und in der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum

exprimiert.

Die Transformation mit dem TgSpi GFP-Genkonstrukt, welches den kodierenden Bereich der Transitsequenz der g-
UE-ATPase aus Spinat beinhaltet, fuhrt nicht zu einem Transport von GFP in die komplexen Diatomeen-Plastiden
(Abb. 3-17D). Eine cytoplasmatische GFP-Akkumulation ist zu beobachten.

Entgegen der Erwartung fihrte die Klonierung der gUE-Transitsequenz in die SatpCGFP-Kassette nach der
Transformation nicht zu einer Lokalisation des GFPs im Diatomeen-Plastid (Abb. 3-17E).
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Abbildung 3 - 16 CL SM-Aufnahmen der FCP-GFP- und PRK-GFP-Transformanden

Aufnahmen von gentechnisch veréanderten Phaeodactylum-Zellen, transformiert mit den Fusionsgenen FCPGFP (A), FCP2GFP (B)
und FCP3GFP (C) bzw. mit den Konstrukten PRK1GFP (D) und PRK2GFP (E). In rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten und
grin ist die Fluoreszenz von GFP zu erkennen. Unterhalb der Fluoreszenzaufnahmen sind in Umkehrfarben die gleichen
Aufnahmen dargestellt.
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Abbildung 3 - 17 CL SM-Aufnahmen von Transformanden mit Transportsequenzen aus Dinoflagellaten und
hoheren Pflanzen

CLSM-Aufnahmen von ballistisch transformierten Phaeodactylum-Zellen t-STpcpGFP (A, B), t-SppLTpcGFP (C), t-TgspiGFP (D)
und SatpCTgspiGFP (E). Rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten und griin ist die Fluoreszenz von GFP. Unterhalb der

Fluoreszenzaufnahmen sind in Umkehrfarben die gleichen Aufnahmen dargestellt.
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A) t-SSU1GFP B) t-SSU3GFP

Abbildung 3 - 18 CL SM-Aufnahmen von Transformanden mit Transportsequenzen aus Euglenophyten

CLSM-Aufnahmen von Phaeodactylum-Zellen, die nach Transformation die eingefiihrten GFP-Fusionsgene SSU1GFP (A),
SSU3GFP (B) exprimieren. In rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten und in griin ist die Fluoreszenz von GFP zu erkennen.
Unterhalb der Fluoreszenzaufnahmen sind in Umkehrfarben die gleichen Aufnahmen dargestellt.

Die CLSM-Aufnahmen von t-SatpCTgspiGFP zeigen analog den Bildern von t-FCP2- oder t-FCP3GFP eine
Fluoreszenz an dem Plastid in ,fleckigen“ oder ,lappigen” Strukturen sowie eine schwache GFP-Lokalisation in
ER-artigen Verastelungen innerhalb der Zelle. Dies kdnnte auf eine Lokalisation im Golgi-Apparat hindeuten.

Die Zellinie t-Sppl TpcGFP war durch eine sehr schwache GFP-Fluoreszenz gekennzeichnet (Abb. 3-17C). Diese
findet sich in den CLSM-Aufnahmen grof3tenteils innerhalb der Plastiden. Der Transport des SppL TpcGFP-Proteins
in die Diatomeen-Plastiden deutet auf die Erkennung der Sauger-Signal sequenz durch das ER und der Plastocyanin-
Transitsequenz durch den Plastidenimportapparat hin. Eine GFP-Markierung der Thyakoide in den Diatomeen-

Zellenist durch die geringe Fluoreszenz nicht zu erkennen.

Die komplette Présequenz des PCP-Proteins aus dem Dinoflagellaten Symbiodinium spec. ermdglicht einen
Transport in die Diatomeen-Plastiden (t-STpcpGFP) (Abb. 3-17A). CLSM-Aufnahmen der transformierten Zellenin
unterschiedlichen  Schnittebenen  verdeutlichen das deckungsgleiche Auftreten der GFP- mit  der
Chlorophyllfluoreszenz (siehe Anhang). Es finden sich aber auch Zellen, die zusétzlich eine starke oberfléchliche
GFP-Fluoreszenz um bzw. in der Plastide besitzen (Abb. 3-17B). Aufgrund der GFP-Lokalisation ist zu vermuten,
daR die erste Doméne der zweigeteilten Dinoflagellaten-Présequenz, die einen kotrandationalen Import in Sauger-
ER erlaubt (Lang 1996), einen Transport in das Diatomeen-ER und die zweite Doméne einen Transport in die
Plastide bewirkt.
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reifes
Signalsequenz Transitsequenz Protein
. ______________________________________________________________________________________________________________________|

pg do. MKFFCVAGLLASAAA FQAQPAAFTTYSPAVGGAT SNVFSESSSPAHRNRRATI VM DC&K. .
pg Phaeo. MRSFCI AALLAVASA FTTQPTSFTVKTANVGERASGVFPEQSSAHRTRKATI VM DCK. .
pPRK Cdo. MKLSLG VALMAASASA FAPTAFMPANTL RAAAPASPSALNM ALK. .
pGapCl Cdo. MKLSI AALLVGSAAA YAPSSFSGT SLKASSNGASVEM STG. .
pFBA Cdo. MKLAVAALLAVQAAA FAPAPQFGAPRTAMHM STE. .
pFCP Phaeo. MKFAVFASLLASRAA FAPAQQRSARTSVATNM AFE. .
pFCP Cdo. MKLAI AALLAGSAAA FAPAQSGKASTALNM AFE. .
pFCPa Skel e. MKSAI | AALI GSAA FAPAQTGKATTALN- AFE. .
pFCP2 Cycl o. MKSAI FASLI AGAAA FAPAQTGKATTSLA- AFE. .
pFCPa Macr o. MKSAVIVAVACAAAAPGL RRPSA FNGAAL TTSAKSSSAMKM SFE. .
pFCP Lam MKLSRRCADAAASA FNGAAL TTSSAKASSAMKM SFE. .
pFCP Hetero. MSLKLATLAAALMGASA FVAPNKMGVAKSSSALKM SFE. .
pGapCl Guill. MAYFKAVAYLAALASAAA FNPGSSFVPRLNAPAT QPKAAKMI GPVM AEQ .

Abbildung 3 - 19 Vergleich der Transitsequenzen ver schiedener kernkodierter Chloroplasten-Proteine aus
Kieselalgen

Vergleich von Transitsequenzen von verschiedenen kernkodierten Plastiden-Proteinen aus Kieselalgen und anderen

Heterokontophyta. Trotz hoher Homologie der FCP-Proteine von Kieselalgen zeigen die FCP-Proteine von Skeletonema und

Cyclotella kein Methionin an der Schnittstelle der Transitsequenz (-).

pg pra-g-Untereinheit der plastidaren ATPase, pPRK: Pra-Phosphoribulokinase, pFCP: Pra-Fucoxanthin-chlorophyll-a,c-bindendes

Protein, pFBA: Pra-Fructose-bis-Phosphat-Aldolase, pGapC1: Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Odo.: Odontella sinensis, Phaeo.: Phaeodactylum tricornutum, Skele.: Skeletonema costatum, Cyclo.: Cyclotella cryptica

(Diatomeen); Macro.: Macrocystis pyrifera, Lam.: Laminaria saccharina (Phaeophyta); Guill.: Guillardia theta (Cryptophyta); Hetero.:

Heterosigma carterae (Raphidophyta).

pg Odo. (Pancic und Strotmann 1993), pg Phaeo. (AccNo. U29898), pPRK Odo. (AccNo. Y08610), pGapC1l Odo. (Liaud et al.

2000), pFBA Odo. (unpubliziert), pFCP Phaeo. (Bhaya und Grossman 1993), pFCP Odo. (Kroth-Pancic 1995), pFCPa Skele. (Smith

et al. 1997), pFCP2 Cyclo. (Eppard und Rhiel 1998), pFCPa Macro. (Apt et al. 1995), pFCP Lam. (Caron et al. 1996), pFCP Hetero.

(Durnford et al. 1996), pGapC1 Guill. (Liaud et al. 1997).

Alle Phaeodactylum-Zellen, die Bereiche der Transportsequenzen der kleinen Untereinheit der Rubisco (SSU) aus
Euglena gracilis gekoppelt an das GFP-Protein exprimierten, zeigten eine uneindeutige GFP-Lokalisation (Abb. 3-
18A-C). Zudem wiesen alle ausgewerteten Transformanden (t-SSU1GFP: 34, t-SSU3GFP: 42) eine schwache GFP-
Fluoreszenz auf.

Die Expression des SSU-GFP-Fusionsproteins mit der vollstandigen Euglena-SSU-Présequenz in t-SSU1GFP fihrte
zu einer GFP-Lokalisation einerseitsin das ER, angedeutet durch die ringartige Struktur (Kernmembran), und in die
Plastiden.

Das SSU3GFP-Fusionsprotein besitzt im Gegensatz zum SSU1GFP-Protein eine C-terminale Deletion in der
Transitsequenz, die zu einer Entfernung der zweiten hydrophoben Doméne in der Présequenz fihrt. Die
Transformation der Algen mit dem SSU3GFP-Konstrukt resultierte vergleichbar zu den FCP-GFP-Transformanden
in einer GFP-Akkumulation um die Plastide, aber auch in feineren Strukturen in der Zelle. Dies kdnnte
moglicherwei se auf eine GFP-Lokalisation innerhalb des Golgi-A pparates hinweisen.

Eine phototechnische Uberhohung der GFP-Fluoreszenz weist bei allen Konstrukten auf einen Anteil an
cytoplasmatischer GFP-Lokalisation hin.

3.3.2.6. Strukturbetrachtung der Transitsequenzen von Diatomeen-Proteinen und der

atpC-GFP-Konstrukte

Die Variabilitét der Transitsequenzen bei den Diatomeen kénnte auf unterschiedliche Transportmotive und somit
maoglicherweise auf verschiedene Transportwege hinweisen. Um Unterscheidungsmerkmale zwischen den

Diatomeen-Transitsequenzen zu finden, wurde die Aminosauresequenz und die Sekundarstruktur genauer analysiert.
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Abbildung 3 - 20 Strukturvor her sagen von Transitsequenzdoméanen kernkodierten Plastiden-Proteinen
von Kieselalgen und von atpCGFP-Fusionsproteinen

Berechnung der Sekundarstruktur der Transitsequenz der gUE der ATPase (A) aus Phaeodactylum tricornutum und der PRK (B)
aus Odontella sinensis mit den ersten N-terminalen Aminosauren der reifen Proteine und der beiden Fusionsproteine iatpC2GFP
(C) und iatpC5GFP (D). Die Pfeile geben den Beginn des reifen Proteins an. Die Graphiken links geben die
Strukturwahrscheinlichkeiten fiir jede Aminoséure an und in den Abbildungen rechts sind die Strukturwahrscheinlichkeiten unter
Einbeziehung der Hydrophobizitdt der Aminosaure dargestellt. Die Strukturvorhersagen wurden am PSA-Proteinstrukturserver
(http://bmerc-www.bu.edu) durchgefiihrt und basieren auf Stultz et al. (1993), White et al. (1994) und Stultz et al. (1997).

Um zudem eine mogliche Erklérung fir die GFP-Lokalisation in t-atpC2GFP zu erhalten, wurde zusétzlich die
Struktur der Transportsequenzen der atpCGFP-Proteine ermittelt.

Die Transitsequenz von pFCP aus Odontella (bzw. Phaeodactylum) weist mit 15 AS die geringste Ahnlichkeit zu
den bekannten Adressierungssignalen hoherer Pflanzen hin. Der Anteil hydroxylierter Aminosauren liegt bei 20%.
Die zweite Transportdomane der Phosphoribulokinase aus Odontella liegt dagegen mit einer Gréfze von 25 AS an
der unteren Grenze der bekannten, pflanzlichen Transitsequenzen. Sie besitzt einen Anteil von 16% an Serinen oder
Threoninen in der Transitsequenz. Die gUE der plastiddren ATPase aus Odontella oder Phaeodactylum weisen
alerdings eine Transitsequenzlénge von 40 AS mit einem prozentualen Anteil von 25% an hydroxylierten
Aminosauren auf (Abb. 3-19).

Die Untersuchung der Primérsequenz der nachfolgend aufgefiihrten Diatomeen-Transitsequenzen weist auf eine
positive Ladung an Position —6 bis —8 gefolgt von einer Region mit kleinen, mehr hydrophoben Aminoséuren (A, S,
T, V) vor der Schnittstelle (FCP-Protein aus Phaeodactylum tricornutum, Odontella sinensis, Cyclotella cryptica
sowie Skeletonema costatum, dem atpC-Protein aus Phaeodactylum tricornutum und Odontella sinensis, dem PRK-

Protein bzw. dem FBA-Protein aus Odontella sinensis).
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Abbildung 3 - 21 Strukturvor hersagen der Transitsequenzdoméanen von atpCGFP-Fusionsproteinen

Berechnung der Sekundarstruktur der Transitsequenz der beiden Fusionsproteine iatpC2GFP (A) und iatpC5GFP (B). Die Pfeile
geben den Beginn des reifen Proteins an. Der rote Pfeil bei iatpC2GFP markiert die Uber Western-Blot-Analysen angedeutete
Prozessierungstelle an. Die Graphiken links geben die Strukturwahrscheinlichkeiten fiir jede Aminoséure an und in den Abbildungen
rechts sind die Strukturwahrscheinlichkeiten unter Einbeziehung der Hydrophobizitat der Aminosaure dargestellt. Die
Strukturvorhersagen wurden am PSA-Proteinstrukturserver (http://bmerc-www.bu.edu) durchgefiihrt und basieren auf Stultz et al.
(1993), White et al. (1994) und Stultz et al. (1997).

Die hydrophobe Region ist mindestens zwei Aminosduren lang und zeigt direkt vor dem Schnittstellenmotiv -
3(LNITIM)-X-M das Motiv >(SIT/AIV) -4A/T/S). Die Phosphoribulokinase und die Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase besitzen die léngste Region bis zur positiven Ladung.

Die Sekundarstrukturberechnungen erfolgten nach Stultz et a. (1993), White et a. (1994) und Stultz et al. (1997)
Uber den PSA-Proteinstruktur-Server (http://bmerc-www.bu.edu). Fir die Vorhersagen wurden die intermedidren
Formen der kernkodierten Plastiden-Proteine d.h. ohne die Signalsequenz verwendet, so, wie sie nach einem
kotranglationalen Import im CER einem mdglichen Rezeptor vorliegen kdnnten.

Nach der Strukturbestimmung lassen sich fiir die Diatomeen-Transitsequenz zwei dhnliche Strukturtypen vermuten.
Die kleineren Transitsequenzen der Diatomeen wie z.B. die FCP-Proteine (aus Odontella sinensis, Phaeodactylum
tricornutum, Skeletonema costatum, Cyclotella cryptica), die PRK (Odontella sinensis) und das OEE33 (Odontella
sinensis) weisen Uber grof3e Teile einschliefdlich des angrenzenden reifen Proteins eine amphipatische Helix-Struktur
auf (Abb. 3-20B). Im mittleren Bereich der Transitsequenz liegt eine positive Ladung, die ungefdhr im
Anfangsbereich der helikalen Struktur liegt. Die Prozessierungsstellen dieser Transitsequenzen liegen im mittleren
Bereich der Helix-Struktur. Im Gegensatz dazu besitzen die atpC-Proteine von Phaeodactylum tricornutum und

Odontella sinensis nur innerhalb der Transitsequenz eine amphipatische Helix. Am Ubergangsbereich zum reifen
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Protein findet sich im Fall von Phaeodactylum ein Turn-Helix-Motiv (Abb. 3-20A) und bei Odontella ein Loop-
Helix-Mativ.

Die Berechnung der atpCGFP-Konstrukte weisen auf eine Anderung der Sekundarstruktur der Transportsequenzen
durch die Fusion mit dem GFP-Protein (Abb. 3-19C,D). Wie beschrieben, zeigt die vollstdndige atpC-
Transitsequenz in natura eine amphipatische Helix. Nach Anbindung der Transportsequenz an das GFP-Protein
wechselt die Struktur jedoch Uber zu einer Loop-Struktur in der ersten und einer Faltblattstruktur in der hinteren
Hélfte (Abb. 3-21B). Je nach Lénge der an das GFP addierten Transitsequenzteile (atpCl, 3, 4GFP) wird die
Faltblattstruktur im Gegensatz zu der Loop-Struktur ausgepragter. Da die Proteine zum Teil in die Plastiden von
Phaeodactylum tricornutum transportiert werden, ist zu vermuten, dal3 die Sekundérstruktur nicht das einzige
Kriterium fur einen Import in die Plastiden darstellt.

Eine Ausnahme in der Umwandlung der Transitsequenzstruktur bildet das atpC2GFP-Fusionsprotein. Die vier
verbliebenen Aminosduren der Transitsequenz filhren zusammen mit den ersten finfzehn Aminosduren des GFP zu
einer amphipatischen Helix (Abb. 3-21A). Die in Western-Blot-Analysen eingegrenzte Schnittstelle liegt
vergleichbar zu den Strukturen der Transportsequenzen von FCP bzw. PRK mittig in der helikalen Region.

3.4. Voruntersuchungen zum moglichen vesikularen Proteintransport in der
Diatomeen-Plastidenhtlle

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen im periplastidaren Raum zwischen dem Chloroplasten-ER und den
beiden inneren Plastidenhillen der Diatomeen bzw. Heterokontophyten vesikulére oder retikuldre Strukturen (Gibbs
1981). Zur Charakterisierung eines moglichen vesikuléren Transportes wurden Genfragmente von kleinen GTPasen
der RAB-Familie, welche eine regulatorische Funktion im Vesikeltransport besitzen (Nuoffer und Balch 1994), aus
der Odontella-cDNA-Bibliothek amplifiziert. Zielsetzung der Untersuchung war das Auffinden von GTPase-Genen,
deren Trandationsprodukte in den periplastidéren Raum mit mindestens einer Signalsequenz-artigen
Transportsequenz transloziert werden. Alle derzeit bekannten kleinen GTPasen (rab-, arf-, ypt-Familie) sind

cytoplasmatisch lokalisiert (Martinez und Goud 1998).

3.4.1. Primer- und Genauswahl
Fir die Suche in der cDNA-Bibliothek mit degenerierten Primern wurden folgende Gene von GTPasen aus drei

konservierten Transportwegen innerhalb der eukaryotischen Zelle als Ziel ausgewéhlt: das Gen fir das RAB5-
Protein, welches im phagotrophen Weg von der Zellmembran zu den Endosomen involviert ist, das Gen fir das
Y PT1-Protein aus dem Transport vom ER zum Golgi (COPII-Weg) und zuletzt fir den retrograden Transport vom
Golgi zurtick zum ER (COPI) das Gen vom Protein ARF1.

Die Polymerase-K ettenreaktion wurde generell mit einem Primer gegen den im Phagenvektorsystem (Lambda-Zap)
klonierten pBluescript (Promotorregion T7 oder T3) und einem gegen das gesuchte Gen gerichteten degenerierten
Primer durchgefiihrt. Die Wahl der variablen Nukleotide im degenerierten Primer orientierte sich nach der Codon-

Usage-Tabelle von bekannten Odontella-K erngenen.

3.4.2. Das arfl-Fragment
Das Genfragment des ,, ADP-ribosylation-factor* (ARF) wurde mit einem degenerierten Primer (Arf1-P1, siehe Kap.

2.2.4.4) vor dem kodierenden Bereich fir die GTP-bindende-Doméane G3 und einem Primer gegen den Lambda-
Zap-Phagen amplifiziert (Abb. 3-22).
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TTT

GAC

CCT ACC GCG GIG GCG GCC GCT CTA GAG ACC GIT GAG TAC AAG

Xoal E T V E Y K

ATC TCT TTC ACA GIG TGG GAT GIC GGG GGT CAG GAC AAG ATC
| S F T vV W D V G G O D K |
G3- Regi on

CCC CTC TGG CGG CAC TAC TAC CAA AAC ACG CAG GGG CTT ATT
P L W R H Y Y Q N T Q G L I

GIT GIG GAC TCG AAT GAC GCG GAT CGT ATC GAC GCC GCG AGG
vV Vv D S N D A D R | D A A R
GAP- Bi nde/ Ef f ekt rorregi on

GAG TTG CAC AGA ATG CTT AAC GAG GAT GAG CTA CGT GAT CGCT
E L H R M L N E D E L R D A

Grc

TCG

TGT

GAA

ATG

TCC

GAG

TCA

CTC CTT GTA TTC GCC AAC AAG CAG GAT TTG CCT AAT GCC ATG
L L \Y F A N K Q D L P N A M
G4- Regi on

GCT GCG GAG ATG ACG GAC AAA CTT GGC CTC CAC GGT CTT CGC
A A E M T D K L G L H G L R

TCC TAT CGT CAG TGG TAC ATC CAG GCC TGT TGC GOG ACT ACT
S ' Y R Q WY I Q A C C A T T

GAT GGG TTG TAC GAG GGT CTT GAT TGG TTG TCT GCA ACA CTG
D G L Y E G L D W L s A T L

AAG AGG AAG TAG ATG TGA GAA GAC AAC TTT CAA GCT AAA AGC
K R K Stop

GCA CAC CGT CAA TGG AAT TTA CAC AAG AAG CGC ACA GIC CCG
ACG GAC ACG TTT AAG AAA GCT GGA GCA CCA AAC CAT GGT CAT
GAT CAA CCC TCT CCT AAA GGG GAA AGA ACA GTIC CAT TAA CTG
GCG CCA TGC CCT GGT ACA ATC GGC ATG ATG CCA AGC GCG TGr
GG CGG CAC CAA CAG GGT GGT' TGA AAG GGT TTC GIT GIT ATA
CTT ATG AAG TAG AAA ACA TAT AAA ATT ATG TTT AAT CTG ATG

AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA CTC GAG GGG GGG CCC GGT ACC

Abbildung 3 - 22 Nukleotidsequenz des Arf1-Fragmentes aus Odontella sinensis

Nukleotidsequenz des arfl-PCR-Produktes amplifiziert aus einer cDNA-Bank aus Odontella sinensis. Die Fragmentschnittstellen
zur Klonierung in den Vektor sind punktiert unterstrichen. Die Aminosauresequenz des degenerierten Primers ist kursiv
geschrieben. Bereiche, die nach Sequenzvergleich an der GTPase-Funktion beteiligt sind, sind unterstrichen und mit der

Regionenbezeichnung beschriftet.

Das 720 Nukleotide lange Fragment wurde mittels der Schnittstellen Xbal und Xhol in pBluescript KS kloniert.Das

PCR-Produkt besitzt einen ca. 320 Nt langen 3"-unkodierenden Bereich mit einem 21 Nt langen PolyA+-Bereich. Es
kodiert fur 129 (70,5%) der durchschnittlich 183 Aminoséauren der bekannten ARF1-Proteine.

Der Homologievergleich der Aminoséuresequenz weist eine ldentitét von 83% gegeniiber pflanzlichen ARF1-

Proteinen (Arabidopsis, Chlamydomonas, Zea mays) und 82 % gegenuiber menschlichen und Amphibien-Proteinen
(Xenopus) auf. Der C-terminale Bereich beinhaltet die G3 bis G5-Region der GTP-bindenden bzw.

hydrolysierenden Doméne sowie die Binde- und Effektorregion des GTPase-aktivierenden Proteins (Moore et al.

1995, Goldberg 1999).
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GGl G&C G&C CcC
CGT TTC CGC ACG
R F R T

ATC ATT GIC GIC
| | vV Vv

GTG AAG CAA TGG
V K Q W

GIG AAC AAG CTC
vV N K L
CGT GTIC GIG TCT
R VvV VvV s

GGC ATC GAA TTT

G | E F
GAA CAA GCA TTC
E Q A F
AAG ACT CAG CCA
K T Q P
CCA GGC CAG TCT
P G Q S

TTG ATG TGA TGA

GIT GAG CGA CAC

TAA AAC TAT TTC

GGT ACA ATA GAT

GAA AAG AAG GGA

GIC TTT GIG AAA

AAA AAA AAC TCG

TCT AGA CAA ATT TGG GAT ACT GCT GGT CAG GAG
Xoal Q@ | W D T A G Q E
ATT ACG TCA TCG TAC TAT CGT GGG GOG CAC GGA
Il T S S Y Y R G A H G
TAC GAC GTG ACT GAT AAT GAG TCG TTC AAC AAC
Y DV T D N E S F N N
TTG CAT GAA ATT GAC CGG TAT GCT TGC GAG AAT
L H E I D R Y A C E N
TTG GTG GGT AAC AAG TCA GAT CTC ACC GCG AAG
L V G N K S D L T A K

G4- Regi on

ACT GAG CAG GGT AAG GAG TTC GCT GAC AGC CTC
T E Q G K E F A D S L

CTG GAA ACT TCG GCG AAA ACC TCT ACG AAT GIT
L E T S A K T S T N \Y
Gb- Regi on

CTC ACC ATG GCA AGC CAG ATC AAG GCA AGG ATG
L T M A S Q | K A R M

AGT GIC AAC GCG CCG AAC AAA GTG AAA ATC AAC
S vV N A P N K V K | N

GTG AAG CAG AGT TCT GGA TGC TGC TAA ATG CGT
V K Q S S G C_C Stop

Anker
CAA ATT TCC TGT GAA AAG AGT GGA CCT GTA GGA
CAA CTT CCT TTC AGG ATA AAA GGA AAA GAG GAG
TTC AGT GGG TGA GGEC TGG TTA TTT TCT CGC ATA
GGA ACG AAC ACA GGT AAA GGC CTC AGA AAA GIG
TTT GAT TGT AAG TTT AGI GGI GGA TTG CTT TTG
GTA TAA AAA CAT TTC AAA ACA AAA AAA AAA AAA

AGG GGG GGC CCG GTA CCC AGC TTT TGI TCC CTT

Abbildung 3 - 23 Nukleotidsequenz des Y pt1-Fragmentes aus Odontella sinensis

Primérsequenz des yptl-PCR-Produktes amplifiziert aus einer cDNA-Bank aus Odontella sinensis. Die Schnittstellen des
Fragmentes zur Klonierung in den Vektor sind punktiert unterstrichen. Die Aminosauresequenz des degenerierten Primers ist kursiv
geschrieben. Bereiche, die nach Sequenzvergleich an der GTPase-Funktion beteiligt sind, sind unterstrichen und mit der
Regionenbezeichnung beschriftet. Die Binderegion fiir den Isopren-Anker des YPT1-Fragmentes ist mit ,Anker* beschriftet.

3.4.3. Das yptl-Fragment
Mittels PCR-Amplifikation mit dem degenerierten Primer (Y pt1-P2) wurde ein 722 Nukleotid langes Fragment vom

Ypt1-Gen aus Odontella gewonnen (Abb. 3-23). Das Fragment kodiert fir 143 der 203 Aminosduren von YPT1 und

besitzt einen 307 Nukleotide langen 3’-untrandatierten Bereich mit einer PolyA+-Region von 21 Adeninen. Die

Proteinsequenz weist die G4- und G5-Region der GTPase-bindenden Doméne, die GAP-Effektorregion und den

Bindungsbereich fur den Isopren-Anker am C-Terminus (Doppel-Cystein-Motiv) auf.

Die Aminosdureidentitét des Proteinfragmentes gegeniiber Saugern liegt bei 73 % (RAB1 von Ratte und Mensch)

und gegenliber Pilzen von 72 % (YPT1 von Schizosaccharomyces pombe und Neurospora crassa). Pflanzliche

GTPasen liegen bel 73 % fur Oryza (RIC1) und fur YPT1 aus der Griinalge Volvox carterii bei 72 %.
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CCG GGEC TGC AGG AAT TCG ACA CGA GAA AAC ACC GTG ACA ATG AGC

EcoRl M S

AAC AGG GTA TGC CAT TTC AAG CTG GIC CTT CTC GGC GAT ACA GCC
N R \Y C H F K L \Y L L G D T A
Gl- Regi on

GIT GGA AAG TCA TGT CIT GIT GIT AGG TTC GIC CGC GAT GAG TTT
vV G K § C€C L v VvV R F V R D E F

TTT GAG TTT CAG GAA CCA ACA ATC GGA GCG GCG TTC TTG ACC CAG
F E F Q E P T | G A A F L T Q
@&- Regi on

ACG GIG GCG CTG GAT GAA GCC ACC GIC AAG TTC GAA ATT TGG GAC
T V A L E A T V K F E | W D

D
ACC GCT GGA CAG GAG AGG TAC CGT TCC TTG GCT CCT ATG TAC TAC
T A G Q E R Y R S L A P M Y Y
G3- Regi on

CGT GGEC GCG AAT TCG ATA TCA AGC TTA TCG ATA CCG TCG ACC TCG

Abbildung 3 - 24 Nukleotidsequenz des rab5-Fragmentes aus Odontella sinensis

Amplifizierte, partielle Nukleotidsequenz von rab5 aus einer cDNA-Bank von Odontella. Die Aminosauresequenz des degenerierten
Primers ist kursiv geschrieben. Punktiert unterstrichen sind die zur Klonierung in den Vektor verwendeten Erkennungsstellen.
Sequenzbereiche, die Motive fiir die GTPase-Funktion darstellen, sind unterstrichen und mit der Regionenbezeichnung beschriftet.
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271
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361

406

451

ACC GCG GIG GCG GCC GCT CTA GAC AAC GCT GGC AAG ACC ACT GAG

A G K T T E
CC
T

Xbal D N

ATC ATC ATG AAC

GAG CAG AAG GAG TTC CTC TCT GAC TGC AAG Al
C | | M N

E Q K E F L S D K

GGA CCC ATG GGT GIG TTC GAG TTT GAG GCC TTC AAC AAG GGA ACC
G P M G V F E F E A F N K G T

TTC GEC ATT GIC GAC ATC CTT GCT GAC CTC TCC AAG GAC AAG G&XC
F G | vV D | L A D L S K D K G

GCC ATC ACC ATC ATC GGT GGA GGT GAC TCC GTC GCT GCC TGC GAG
A T | | G G G D s VvV A A C E

CAG TCC GGA CGT GCG GGTI GAC ATG TCC CAC ATC TCC ACT GGT G&C
Q S R A G D M S H | S T G G

G
GGI GCC TCC CTT GAG CTC ATG GAG GGC AAG GIG CTT CCC GGT GIT
L E L M E G K V L P G V

S
GCC GCC CTC GCT GAC AAA TAA ATT GCT TGT TTT GIC GCC CCT TAC
L A D K Stop

TTG AAC AAA AAG AAA AAA AGC TAC ATA TAT ATG CAT CGA AAG GAT
CGC TGT ACC AAT TAA TTG ATT AAC TTA TTA ATT AAT TAC ATC ATT

CCT GGG CGA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA CTC GAG GGG GGG CCC

Abbildung 3 - 25 Nukleotidsequenz des PGK -Fragmentes aus Odontella sinensis

Nukleotidsequenz, der aus einer cDNA-Bank von Odontella sinensis durch PCR amplifizierten Phosphoglycerat-Kinase. Die fir die
Klonierung in den Vektor verwendete Xbal- bzw. Xhol-Erkennungschnittstelle ist punktiert unterstrichen. Die Aminosauresequenz
des degenerierten Primers ist kursiv geschrieben.
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RL1IX ODO  ----mmmmme- - - EKNNRI VKNYAE WLRYSSRSGTHNMYREYRDLTLTG
RL1X ARA —--e-ao-a - KNPTTI KNFG W.RYQSRTGYHNMYKEYRDTTLNG
RL1X DRO KKTTCEI VSI KQVYETSPVKI KNFG W.RYDSRSGTHNMYREYRDL TVGG
RL20 YEA KKASCEI VSI NQ NEAHPTKVKNFGVYWRYDSRSGTHNMYKEI RDVSRVA
RL1X HUM KKSSCGEI VYCCQVFEKSPLRVKNFG W.RYDSRSGTHNMYREYRDLTTAG
RL1X RAT KKSSCGEI VYCCQVFEKSPLRVKNFG W.RYDSRSGTHNMYREYRDLTTAG
53 .**.*.*.** **.* ****.* * % i
RL1X ODO AVSQLYDEMAGRHR- - --------
RL1X ARA AVEQWTEMASRHRVRFPCI Q1 | K
RL1X DRO AVTQCYRDMGARHRARAHSI Q1 | K
RL20 YEA AVETLYQDVAARHRARFRSI HI LK
RL1X HUM AVTQCYRDMGARHRARAHSI Q MK
RL1IX RAT AVTQCYRDMGARHRARAHSI Q MK
* % * i * L. * % % 130

Abbildung 3 - 26 Aminosdurevergleich fur das RL 1X-Fragment aus Odontella sinensis

Vergleich der Aminosduresequenz des ribosomalen Proteins L18a der 60S-Untereinheit basierend auf einem PCR-Fragment
amplifiziert aus der cDNA-Bank aus Odontella sinensis (Odo) mit Arabidopsis thaliana (Ara), Drosophila melanogaster (Dro),
Saccharomyces cerevisiae (Yea) und den S&ugern Mensch (Hum) und Ratte (Rat). Identische Aminosauren sind mit einem Stern
und vergleichbare mit einem Punkt gekennzeichnet.

Zudem zeigt das Fragment 73 % |dentitdt zu Y PT2 von Zea mays (YPT1 bei 60 %). Identitéten zu Y PT2 von Sauger

und Pilze liegen bel weniger al's 60%.

3.4.4. Das rab5-Fragment
Vom rab5-Gen wurde ein ca. 270 Nt grofRe PCR-Fragment isoliert. Das Fragment weist einen 22 Basen langen 5'-

untranslatierten Bereich auf und kodiert fiir 80 (31 %) von durchschnittlich 256 Aminosduren der bekannten RAB5-
Proteine (Herazdovsky et al. 1994; Sinder-Kriger et a. 1995) (Abb. 3-24).

Die Identité der Aminosduresequenz zu Saugern betrégt ungefahr 71-74 % (Mensch, Hund), zu Pflanzen 73 — 74 %
(Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana) und zu Pilzen 61 — 69 % (Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe).

Tendenziell dhnelt das Fragment mehr der RAB5-Isoform RABS5A bei Séugern bzw. YPT5-1 bel Pilzen. Der
amplifizierte N-terminale Bereich von RABS beinhaltet drei der vier G-Regionen (G1 bis G3) (Moore et al. 1995).
Das PCR-Fragment wurde mit der EcoRI-Schnittstelle im Vektor des Phagen und im degenerierten Primer (Rab5-
P5) in pBluescript KS (T7-Orientierung) kloniert.

3.4.5. Die Phosphoglycerat-Kinase (PGK) und das 60S-ribosomale Protein L18a
(RL1X)

Die im folgenden beschriebenen PCR-Fragmente stellen zufallig amplifizierte Fragmente dar. Das Genfragment der
Phosphoglycerat-Kinase wurde bei niedriger Stringenz durch den degenerierten Primer fur die GTPase Sarlp
erhalten (Sarlp-Pl). Das PCR-Fragment wurde mit Xbal und Xhol in pBluescript KS tberfiihrt und sequenziert
(Abb. 3-25).

Das Genfragment der Phosphoglycerat-Kinase weist die kodierende Region der letzten 91 Aminoséuren (von 461
Aminosdure) auf. Die Identitét des Proteinfragmentes liegt bel 67 % gegenitiber der PGK aus Chlamydomonas
reinhardtii (PGKH), Arabidopsis thaliana (PGKH) und Weizen (PGKY). Die cytoplasmatische und glycosomale

PGK von Trypanosoma congolens weist eine Identitét von 57 % auf.
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Das PCR-Fragment fir das Gen des 60S-ribosomalen Proteins L18a wurde mit dem Primer Tpt-P2 bei niedriger
Stringenz amplifiziert und mittels den vorhandenen EcoRI-Schnittstellen in pBluescript KS kloniert (Abb. 3-26).
Die ca. 450 Bp langen Fragmente wurde anschlief3end vom T7-Promoter her ansequenziert.

Das Fragment kodiert fir mehr a's 77 Aminosduren. Durchschnittlich besitzt das RL1X-Protein 173 Aminos&uren.
Dargestellt ist die Odontella-Aminosduresequenz im Vergleich zu anderen Organismen (Abb. 3-26). Die hdchste
Ahnlichkeit zeigt das Fragment gegen das L18a-Protein von Arabidopsis thaliana, gefolgt von den Saugern. Die
Pilze zeigen die niedrigste I dentitét.

3.5. Untersuchung des Proteintransportes innerhalb der Diatomeen-
Plastiden

3.5.1. Aufbau eines thylakoidalen Importsystems fir Kieselalgen
Fur die weitergehende Untersuchung des Proteintransportes innerhalb der Plastiden von Kieselalgen war es

notwendig, ein thylakoidales Importsystem aufzubauen. Als Ausgangsmaterial dienten nach Wittpoth et al (1998)
isolierte Chloroplasten aus den groflien marinen Diatomeen-Zellen Odontella sinensis und Coscinodiscus granii. Die
etablierte Thylakoid-Isolationsmethode beruht auf einem osmotischen Aufbruch der Plastidenmembran zur
Freisetzung der Thylakoide. Es war fir die spatere Verwendung von Bedeutung, die Thylakoide schonend zu

isolieren, so daf3 sie befahigt waren, bei Belichtung einen Protonengradient tiber die Membran aufzubauen.

Um zuerst eine Einordnung zu erhalten, bei welchen osmotischen Bedingungen ein Aufbruch der Plastiden vorliegt,
wurden isolierte Plastiden von Coscinodiscus granii in unterschiedlichen osmolalen Medien aufgebrochen (Daten
nicht gezeigt). Die verschiedenen osmolalen Medien wurden zuerst mit einer Mischung aus Plastiden-
I solationsmedium I1 (0,74 Osmolal) und einen HEPES/MgCl,-Puffer (50 mM Hepes, 5 mM MgCl,) hergestellt.

Der Grad des Plastidenaufbruchs wurde in einer Clark-Sauerstoffelektrode mittels der Hill-Reaktion gemessen (Kap.
2.8.4). Die Plastiden zeigten aufgrund der O,-Messung (Hill-Reaktion) eine hohe , Intaktheit” bis zu einem Anteil
von ca 40 % des Plastiden-Isolationsmediums 1l im MeRmedium. Eine Uberpriifung der Ergebnisse mittels
Messung der biochemisch komplexeren CO,-Fixierung ergab jedoch, daf? die Diatomeen-Plastiden schon bei einem
Anteil des Plastiden-Isolationsmediums 11 unter 75 % keine Sauerstoffentwicklung mehr zeigten und somit nicht

mehr ,,intakt* waren.

Fur die Messungen des Protonengradienten und fir die nachfolgenden Importexperimente wurde in Anlehnung an
die Isolationsmedien fir Thylakoide aus hdheren Pflanzen anstelle einer Mischung von Isolationsmedium 11 der
HEPES/M(CI,-Puffer mit unterschiedlichem Gehalt an Sorbit verwendet. Sorbit stellt den Hauptbestandteil des
Isolationsmediums |1 dar und besitzt in wéldrigen Losungen eine Korrelation zwischen Osmolaritdt und Osmolalitét
von ungeféhr eins.

Im Verlauf der Thylakoidisolation wurden die Thylakoide mehrmals zur Entfernung vom stromalen Extrakt
gewaschen und nach den anschlief3enden Zentrifugationen Uber eine Pipettenspitze resuspendiert (bzw. geschert).

Der zeitliche Aufwand fir eine Thylakoidisolation ausgehend von den Plastiden betrug zwischen 30 bis 40 Minuten.

3.5.1.1. Untersuchungen zum Aufbau eines Protonengradienten bei isolierten
Thylakoiden aus Kieselalgen
Fur die Untersuchung der verschiedenen Proteintransportwege in die Diatomeen-Thylakoide ist die Befahigung zum

Aufbau eines transmembranen Protonengradienten tber die Thylakoidmembran wichtig.
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Abbildung 3 - 27 Aufbau eines transmembranen Protonengradienten Uber die Thylakoidmembran von
Coscinodiscus granii

Qualitative Betrachtung des Protonengradienten (ber die Thylakoidmembran von Coscinodiscus granii mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 9-Aminoacridin (9AA). (A) Signalverlauf des DpH-Sprunges bei Belichtung. Es erfolgt ein Fluoreszenzsprung
bei Zugabe von 9-Aminoacridin von 0 auf 100%. Bei Belichtung (1) sinkt die Fluoreszenz (*) ausgeldst durch den DpH-Aufbau tber
die Membran und steigt wieder bei Dunkelheit (d). Der horizontale Pfeil symbolisiert Laufrichtung des Signales (Zeitachse). (B)
Messung des DpH-Sprunges bei unterschiedlicher Lichtintensitat (Lampenspannung). Die Lampenspannung wurde in 2-Volt-
Schritten von 5 auf 15 Volt erhoht. (C) Verhalten der Lichtintensitdt zur angelegten Lampenspannung. (D) Inhibition des
Protonengradienten durch vorherige Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 30min., Eis). (A, D) Es wurde eine
Lampenspannung von 7 Volt (180 umol Photonen/ m2sec) angelegt.

Die Betrachtung des DpH-Aufbaus Uber die Membran erfolgte qualitativ mit dem Fluoreszenzfarbstoff 9-
Aminoacridin (9AA).Nach Grzesiek und Dencher (1988) ist die Fluoreszenz des Farbstoffes abhangig von dem
Grad der Ladungen an der Membran. Es wird vermutet, daf? durch die Anbindung des Farbstoffes an die Membran
aufgrund einer DpH-Anderung zu einer Loschung der Fluoreszenz kommt. Dagegen wurde auch vermutet, dai? das
9-Aminoacridin, welches im unprotonierten Zustand frei die Thylakoidmembran durchdringen kann, im
Thylakoidlumen sich aufkonzentriert und dabei gequencht wird (Schuldiner et a. 1972). Eichreithen zur
Bestimmung der absoluten DpH-Werte wurden nicht durchgefiihrt.

Abbildung 3-27A zeigt exemplarisch eine Messung des Protonengradienten: Bei Zugabe von 9-Aminoacridin zu den
Thylakoiden steigt die Farbstoff-Fluoreszenz auf den fir den pH-Wert des Mediums maximalen Betrag an (Wert
100%). Der Grundwert (0%) wird von der Autofluoreszenz der Thylakoide gebildet. Bei Belichtung sinkt die
Fluoreszenzrate durch die Ausbildung eines DpH-Gradienten ab.
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an Sorbit im an Sorbit im Fluoreszenzléschung zunahme (%) pro
Lagermedium MeRmedium (%) Zeit (min)
(mM) (mM)
0 0 47,8 (60,3) 14,7 (18,3)
170 170 49,2 (60,6) 10,8 (11,1)
340 340 54,5 (65,3) 3,3(4,7)
Konzentration Konzentration maximale Fluoreszenz-
B) an Sorbit im an Sorbit im Fluoreszenzléschung zunahme (%) pro
Lagermedium MeRmedium (%) Zeit (min)
(mM) (mM)
0 0 34,8 7,4
0 340 27,2 3,8
340 340 27,6 1,6
340 680 29,5 2,2
340 * 680 32,9 2,1
340 340 Mehrfachbelichtung -

40,3/ 34,9/ 30,3

Abbildung 3 - 28 Aufbau und Stabilitét des Protonengradienten an isolierten Thylakoiden bei
ver schiedenen osmolar en Bedingungen

Tabellarische Auflistung der prozentualen 9-Aminoacridin-Fluoreszenzléschung bei unterschiedlichen MeR- bzw. Lagermedien
sowie Isolationsbedingungen wahrend der Belichtung von Thylakoiden aus Coscinodiscus granii. Me3- bzw. Thylakoidlagermedien
unterschieden sich in den angefuhrten Konzentrationen an Sorbit im HM-Puffer. Der Grad der Fluoreszenzléschung korreliert mit
der GroRe des Protonengradienten. (A) Uberpriifung des DpH-Aufbaues bei verschiedenen Isolations- und MeRbedingungen, (B)
Variation der Mef3- und Lagerbedingungen, (A, B) : verschiedene MefRtage. Die Messung erfolgte bei 180 umol Photonen/ m2sec
bzw. 290 pmol Photonen/ m2sec (in Klammern angegeben). Der Stern markiert in HM-Puffer aufgebrochene Plastiden, die
anschlieRend in dem angegebenen Lagermedium aufgenommen wurden.

Der Fluoreszenzabfall und damit der Protonengradient ist abhéngig von der Belichtungsintensitét. Die
Belichtungsstérke innerhalb der Melkammer steigt exponentiell gegeniiber der angesetzten Lampenintensitdt an
(Abb. 3-27C).

Eine Erh6hung der Lampenintensitdt fuhrt zu einer asymptotischen Anngherung an einen minimalen
Fluoreszenzwert, der durch Lichtséttigung des Photosystems bestimmt wird (Abb. 3-27B). Die weitere Steigerung
der Belichtungsintensitét bewirkt durch Schadigung der Thylakoide einen Anstieg der Fluoreszenz.

Eine vorherige Proteasebehandlung der Thylakoide (Thermolysin 0,2 mg/ml, Eis, 30 min.) (Abb. 3-27D) oder die
Zugabe des lonen/Protonentauschers Nigericin (Daten nicht gezeigt) inhibieren die Ausbildung eines
Protonengradienten.

Messungen mit unterschiedlich isolierten Diatomeen-Thylakoiden zeigen, dal? der Aufbau eines Protonengradienten
unabhéngig von dem verwendeten Aufbruchmedium ist. Wie in Abb. 3-28A zu erkennen, nimmt jedoch mit
sinkendem Sorbitgehalt das Vermdgen zur Erhatung dieses Protonengradienten Uber die Belichtungszeit,
signalisiert durch die Fluoreszenzzunahme pro Zeit, ab (3,3 % bis 14,7 % pro Minute). Die vergleichbaren
Fluoreszenzl 6schungen zeigen, dal3 trotz der unterschiedlichen Thylakoid-Isolationsmedien die Plastiden im Verlauf
der Isolation vollstandig aufgebrochen wurden.

Eine Stabilisierung des Protonengradienten wahrend der Belichtung findet sich bei Thylakoiden, die in Puffer (0
mM Sorhit) isoliert und gelagert, aber zur Messung in einem héher osmolaren Medium (340 mM) aufgenommen
wurden (Abb. 3-28B).
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Ebenso fuhrt ein kurzfristiger Plastidenaufscchluf® (2 min) in HM-Puffer mit anschlieRender Isolation und Messung
im Thylakoid-1solationsmedium mit 340 mM Sorbit (Abb. 3-28B, *) zu einer hoheren Stabilitdt des
Protonengradienten als bei Proben, die nur mit Puffer isoliert und gemessen wurden. Die Fluoreszenzl éschung und
die Fluoreszenzzunahme pro Zeit liegen in der GrofRRenordnung von Proben, die direkt mit 340 mM Sorbit isoliert
wurden.

Die Thylakoide waren auch bei mehrfacher, hintereinander folgender Belichtung in der Lage einen DpH-Gradienten
aufzubauen. Die erste maximale Fluoreszenzléschung (=DpH) konnte jedoch nicht mehr erreicht werden. Die
Wartezeit zur Regeneration zwischen den Belichtungszeiten betrug 3 min (Abb. 3-28B).

Fir die weiteren Untersuchungen wurde zur Sicherstellung eines vollstéandigen Aufbruches der Plastiden ein 2—
mindtiger Aufschlul® in HM-Puffer (50 mM HEPES, 5 mM MgCl,) sowie eine Waschung bzw. Lagerung der
Thylakoide in Puffer mit 340 mM Sorbit ausgewahit. Alle Thylakoide wurden erst zum Schluf3 in das fir den Import

entscheidende Medium (mit bzw. ohne stromalen Extrakt) aufgenommen.

3.5.2. Charakterisierung des Thylakoidimports von FCP
Fur die Funktion der plastidéren Proteine ist es wichtig, nach dem Chloroplasten-Import an den richtigen Ort

innerhalb der Plastiden zu gelangen. Da die Diatomeen evolutionér weit von den héheren Pflanzen entfernt liegen,
stellte sich die Frage, ob sich Unterschiede zu dem Thylakoidtransport der htheren Pflanzen erkennen lassen. Die
ersten Untersuchungen des Proteintransportes in Diatomeen-Thylakoide wurden mit dem einzigen verfiigbaren
thylakoidalen Protein aus Odontella sinensis, dem FCP-Protein, durchgefihrt. Zur Erweiterung der Untersuchung
wurden nachfolgend Thylakoid-Proteine aus héheren Pflanzen verwendet.

Die nachfolgend aufgefihrten Integrationsraten bzw. Restaktivitéten wurden durch Messung der Radioaktivitét von
in-vitro-trandlatiertem Protein mittels dem Fujifilm-Phosphorimager bestimmt. Sie berechnen sich nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung aus der verbleibenden Radioaktivitét der betrachteten Proteine in den Wasch-
bzw. Proteaseansétze geteilt durch die Aktivitét einer unbehandelten Probe (=100%). Der Prozentsatz korreliert mit

der Menge an integriertem bzw. importiertem Protein.

3.5.2.1. Nachweisbedingungen fir die Integration des FCP-Proteins
Vergleichende Untersuchungen zu den Lichtsammelkomplex-Proteinen (LHC-Proteine) der hoheren Pflanzen

weisen darauf hin, dal3 die Fucoxanthin-Chlorophyll-a,c-bindenden Proteine (FCP) der Diatomeen in Membranen
integrieren, durch das Fehlen einer Thylakoidtransportdoméne aber dabei nicht prozessiert werden (Eppard und
Rhiel 1998). Um eine Aussage zur Membranintegration des FCP-Proteins zu erhalten, wurden verschiedene
Waschmedien fur thylakoidale Membranproteine analog den Untersuchungen von Breyton et al. (1994) fur den
Nachweis getestet (Abb. 3-29A). Nach Breyton et al. fihrt Harnstoff (6,8 M) zur stérksten Abtrennung nicht-
membranintegraler Proteine sowie zusétzlich zu einer geringeren Abtrennung intrinsischer, membransténdiger
Proteine. Als ein etwas schonenderes Waschmedium as Harnstoff wurde KSCN (2 M) beschrieben. NaCl (2 M)
sowie NaCO4/DTT (85 mM) fulhren dagegen zu keinerlei Verlusten von Membranproteinen.

Wie Abbildung 3-12A zeigt, bewirken die Waschschritte mit KSCN (2M), Harnstoff (6,8 M) und NaCl (2M) nach
einer Inkubation von trandatiertem mFCP bzw. iFCP mit Diatomeen-Thylakoiden die starkste Abldsung, wobe
nach Behandlung mit KSCN die geringste verbleibende Radioaktivitdt vorlag. Die Waschung mit NaCO4/DTT
fuhrte zur schlechtesten Entfernung von ungebundenem FCP (77 bzw. 92 %).
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Abbildung 3 - 29 Nachweis der FCP-Integration in Thylakoide von Coscinodiscus granii

Untersuchung der Effizienz von Waschmedien zur Entfernung nicht-integrierter FCP-Proteine nach einem Importexperiment in
Coscinodiscus-Thylakoide (A) und Betrachtung der Stabilitat von integriertem FCP bei einmaliger bis dreimaliger Waschung (B). (C)
Zeitreihe zur Stabilitét der Integration von iFCP gegenuber nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 2 mM
CaCly, Eis).

(A,B) Fir die Inkubation mit den Diatomeen-Thylakoiden wurde reifes FCP (mFCP) und das Importintermediat iFCP verwendet.
Ferner wurden, soweit aufgefiihrt, die Thylakoide anschlieRend mit den Waschmedien: 2 M KSCN, 85 mM Na,CO4/DTT, 2 M NaCl,
6,8 M Harnstoff gewaschen. Den Diagrammen sind tabellarisch die verbleibenden Radioaktivitaten (in Prozent) (=Restaktivitaten)
aufgefuhrt. Die mit dem Fujifilm Phosphorimager ausgewerteten Autoradiographien sind den Diagrammen angefiigt und zeigen die
radioaktiv markierten Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem SDS-PAA-Gel.

Alle Waschproben wurden wahrend der Waschgéange zweima stark gemischt (Vortex) und zweimal zur
Vesikebildung einem Gefrier-/Auftauzyklus unterworfen. Die nach den unterschiedlichen Waschungen
verbleibenden Radioaktivitaten bestétigen die Membranintegration der FCPs.

Um sicher zu stellen, dal’ nach einer einmaligen Waschung alles ungebundene FCP-Protein entfernt wurde, wurden
die Importansétze von iFCP und mFCP mehrfach mit KSCN (2M) gereinigt. Je ein Ansatz wurde einmal, zweimal
oder dreimal den Vortex- und Gefrierzyklen unterworfen. Abb. 3-29B zeigt, dal3 auch nach einer dreimaligen
Waschung FCP in der Membran integriert bleibt. Die mehrfachen Waschschritte fuhren jedoch zu einer sukzessiven
Auswaschung von integriertem Protein. Waschserien mit Harnstoff (6,8 M) bestétigen dieses Ergebnis (Daten nicht
gezeig).
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Abbildung 3 - 30 Integration von FCP in isolierte Thylakoide aus Odontella sinensis

Inkubation von mFCP- und iFCP-Protein mit isolierten Thylakoiden aus Odontella unter verschiedenen Bedingungen. Den
Diagrammen sind tabellarisch die Integrationsraten (in Prozent) und die ausgewerteten Autoradiographien der radioaktiv markierten
Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem SDS-PAA-Gel beigefiigt.

(G: Gesamtintegrationsansatz, W: Ansatz mit nachtraglicher Waschung mit 2 M KSCN, D: Ansatz mit nachtraglicher
Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 2 mM CacCl,, Eis, 30 min.).Die Ansatze wurden mit stromalen Extrakt (1:1 verd.) (Str.),
mit 8 mM GTP (GTP), mit 8 mM ATP (ATP), mit Zugabe von Nigericin 4 pM (Nig.), ohne jegliche Zusatze (-) und mit einer
Vorbehandlung der Thylakoide und des Translationsansatzes mit 0,25 U Apyrase, 15 min., Eis oder einer Vorbehandlung der
Thylakoide mit 5 mM EDTA (Thyl.-EDTA) durchgefihrt.

Als weitere Kontrolle der Membranintegration von FCP-Proteinen wurden die Importansétze nach der Inkubation
zur Degradation nicht-integrierter Proteine mit Proteasen behandelt. Wie in Abb. 3-29C zu erkennen ist, ist schon
nach weniger als 20 Minuten der grofte Teil von iFCP degradiert. Eine vollstandige Degradation wird aber auch
nach einer Stunde nicht erreicht. Wie in der Literatur fir LHCs beschrieben, ist auch integriertes FCP teilweise fir
Proteasen zugénglich und bildet im weiteren stabile Degradationsprodukte.

In den weiteren Untersuchungen wurden zum Nachweis der FCP-Integration die Importansétze einerseits mit KSCN

(2M) gewaschen oder andererseits mit Proteasen behandelt.

3.5.2.2. Abhé&ngigkeiten der FCP-Integration in Diatomeen-Thylakoide
Nach Etablieren der Kontrollbedingungen fir die FCP-Integration stellte sich die Frage, welcher thylakoidale

Proteintransportweg bei Kieselalgen fur die FCP-Integration verwendet wird. Um diese Fragestellung zu kléren,
wurden die Bedingungen fur die bekannten Thylakoidtransportwege von hdheren Pflanzen in FCP-Importansétzen
getestet.

Abbildung 3-30 zeigt, dal? ein Transport Uber den Sec-Weg fir die FCP-Proteine nicht angenommen werden kann.
Eine Eliminierung von restlichem ATP aus dem Trandationsansatz durch Apyrase (0,25 U), einer starken ATPase
mit schwécherer ADPase-Eigenschaft, oder die zusétzliche Zugabe von 8 mM ATP zum Inkubationsansatz zeigen
keinerlel Effekte auf die Integration. Ebenso scheint das SecA-Protein nach Hemmung mit Natriumazid (5 mM)

nicht beteiligt zu sein.
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Abbildung 3 - 31 Integration von iFCP und pFCP in Thylakoide von Coscinodiscus granii

Import von iFCP (A) und pFCP (B) aus Odontella bei unterschiedlichen Bedingungen in isolierte Thylakoide von Coscinodiscus
granii . Oberhalb des Diagrammes sind die Autoradiographien der radioaktiv markierten Proteine nach der elektrophoretischen
Auftrennung im SDS-PAA-Gel und unterhalb tabellarisch die mit dem Fujifilm Phosphorimager gemessene FCP-Restaktivitaten (%)
aufgefihrt (W: Ansatz mit nachtraglicher Waschung mit 2 M KSCN, D: Ansatz mit nachtréglicher Proteasebehandlung (Thermolysin
0,2 mg/ml, Eis, 30 min.).

Die Anséatze wurden mit stromalen Extrakt (1:1 verd.) (Str.), mit 8 mM GTP (GTP), mit 8 mM ATP (ATP), mit Zugabe von Nigericin 4
UM (Nig.) oder 5 mM Azid (Azid), ohne Zusétze oder stromalen Extrakt (-) und mit einer Vorbehandlung der Thylakoide und des
Translationsansatzes mit 0,25 U Apyrase, 15 min., Eis oder einer Vorbehandlung der Thylakoide mit 5 mM EDTA (Thyl.-EDTA)
durchgefuhrt.

Auch die Triebkraft fir den Sec-unabhdngigen Importweg, ein Protonengradient Uber die Thylakoidmembran, ist
nicht entscheidend an der Integration von FCP in die Thylakoide beteiligt. Belichtung der Thylakoide wéahrend der
Inkubation in Gegenwart oder unabhéngig von stromalem Extrakt sowie die Verwendung des DpH-Transportweg-
Inhibitors Nigericin (4 uM), welcher einen schnellen Austausch von Protonen und kleinen einwertigen Kationen wie
Kalium Uber die Membran bewirkt, zeigen keinen Effekt auf den Import.

Erst die Zugabe von GTP (8 mM) und stromalen Extrakt zu Importansdtzen mit Odontella-Thylakoiden fihrt zu
einer signifikanten Steigerung an integriertem mFCP oder iFCP (Abb. 3-30). Der importierte Anteil liegt nach
Waschung der Thylakoide mit 2 M KSCN fir mFCP bei 67% und fur iFCP bei 40 % des eingesetzten Proteins. Die
Werte flr die Proteasekontrollen liegen bei 56 bzw. 18 %. Im Gegensatz dazu verbleiben bei alen anderen mFCP-
Ansdtzen nach Waschung durchschnittlich 24 % bzw. nach Proteasebehandlung 20 % der Proteine.
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Abbildung 3 - 32 GTP-abhéangige und spontane Integration von FCP

mFCP-Integrationexperiment mit Coscinodiscus-Thylakoiden, stromalen Extrakt und einer variablen GTP-Konzentration (A).
Integrationsansatz von iFCP mit Hundepankreasmikrosomen nach Waschung (KSCN 2M) und Isolation der ER-Vesikel (B).
Integration von mFCP in proteolytisch vorbehandelte Thylakoide aus Coscinodiscus (Thermolysin 0,2 mg/ml, Eis, 15 bzw. 30
Minuten) (C).

(A) Die Integrationsrate wurde durch Quantifizierung von Autoradiographien von gelelektrophoretisch aufgetrennten, radioaktiv
markiertem mFCP mittels dem Fuijifilm Phosphorimager erhalten. (B, C) Autoradiographie von radioaktivem iFCP bzw. mFCP nach
gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS-PAA-Gel.

K: Translationsansatz zur Kontrolle, G: Gesamtimportansatz ohne Nachbehandlung, W: Importansatz mit nachtraglicher Waschung
mit 2 M KSCN, D: Importansatz mit nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, Eis, 30 min.), ER:

Die restlichen iFCP-Ansétze liegen bel 18% bzw. 7%. Dies bedeutet eine Steigerung der Membranintegration um
einen Faktor von rund 2,8 fir mFCP und ungefahr 2,3 fir iFCP (Basis : Ansatz ,nur stromaler Extrakt*).

Die gleichen Effekte lassen sich in heterologen | ntegrationsexperimenten mit Thylakoiden aus Coscinodiscus granii
und Odontella-iFCP (Abb. 3-31A) bzw. mFCP (Daten nicht gezeigt) erkennen. Die Gegenwart von GTP und
stromalem Extrakt steigern die iFCP-Integration im Ansatz um mind. 300% (Basis. Probe ,nur stromaler Extrakt").
Die Eliminierung des Protonengradienten durch Inkubation mit Nigericin in Gegenwart von GTP und stromalem
Extrakt scheint zudem zu einer Verbesserung der Integration zu fuhren.

Die strenge Abhéangigkeit des Imports von GTP in Anwesenheit von stromalem Extrakt zeigt sich bei Abb. 3-32A.
Mit steigender GTP-Konzentration im Ansatz steigt die verbleibende Radioaktivitdét von mFCP in der
Thylakoidmembran nach Waschung mit KSCN. Bel 8 mM GTP im Ansatz wird ungefdhr 80 % der maximalen
Importaktivitét erreicht.

Die beiden Transportdoménen von pFCP haben keinen Einflu® auf die Integration in die Diatomeen-Thylakoide.
Wie bereits gezeigt, wird das Transportintermediat iFCP ebenso wie mFCP integriert. Auch die Inkubation von
tranglatiertem FCP-Vorlauferprotein (pFCP) mit den Thylakoiden von Kieselalgen (hier Coscinodiscus granii) fihrt
zu einer Membranintegration (Abb. 3-31B). Die Zugabe von GTP und stromalen Extrakt bewirken eine
Importsteigerung von ungeféhr 280 %.

3.5.2.3. Untersuchungen zur unabhangigen Integration von FCP

Wie die Abb. 3-30 bis 3-33 zeigen, erfolgt eine Integration der verschiedenen FCP-Varianten auch ohne jegliche
Zugabe von stromalen Faktoren bzw. Energielieferanten.
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Abbildung 3 - 33 Import von intermedidrem FCP-Protein aus Diatomeen in Thylakoide von Erbsen

GTP-abhangige Integration von iFCP in Thylakoide aus Erbsen in Gegenwart von Stroma (A). Untersuchungen zur Stabilitat der
spontanen iFCP-Integration in Erbsenthylakoide nach ein- bis dreimaliger Waschung mit 2 M KSCN (B).

Str.: Stromaler Extrakt, GTP: 8 mM GTP, W: Gesamtimportansatz nach Waschung mit 2 M KSCN, D: Gesamtimportansatz nach
nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, Eis, 30min.). Bestimmung der Integrationsmenge durch
Quantifizierung der dargestellten Autoradiographien von integriertem, radioaktiv markierten Protein nach Auftrennung im SDS-PAA-
Gel im Fujifilm Phosphorimager.

Das gleiche Resultat findet man ebenfalls, wenn die Thylakoide vor dem Importexperiment mit EDTA (Abb. 3-
31A) oder Proteasen (Abb. 3-32C) behandelt worden sind. Weder die Inkubation der Thylakoide mit Thermolysin
noch mit Trypsin verhindern die Integration.

Dal3 es sich bei der spontanen Integration um einen membranunabhéngigen Prozel? handelt, zeigt die Inkubation von
iFCP-Proteinen (Abb. 3-32B) mit Hundepankreasmikrosomen. Ohne einen kotranslationalen Transport zu
ermdglichen, wurde der iIFCP-Trandationsansatz mit ER-Vesikeln inkubiert, anschlief3end analog den Thylakoid-
Integrationsexperimenten gewaschen und das ER wieder isoliert (Kap. 2.11.3). Die Probe wurde vor der Isolation
der Vesikel ca. um den Faktor 1200 mit 2 M KSCN verdiinnt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung zeigte sich
ein Verbleib von rund 13% der eingesetzten iFCP-Proteine (39,8 % der Kontrolle (1 pl iFCP)).

3.5.2.4. FCP-Integration in Thylakoide von h6heren Pflanzen
Da FCP- und LHC-Proteine scheinbar Uber den SRP-Weg in die Thylakoidmembran integriert werden, liegt die

Vermutung nahe, dad das Diatomeen-SRP-Transportsystem die LHC-Proteine und, vis-avis, das SRP-System der
hoheren Pflanzen das FCP-Protein erkennen und importieren kann.

Zu diesem Zweck wurde zuerst die Stabilitdt der Integration von iFCP-Protein in den Erbsen-Thylakoiden
untersucht. Hierzu wurde iFCP-Trandationsansatz mit Erbsen-Thylakoiden inkubiert und nachfolgend mit KSCN
(2M) und Urea (6,8M) ein bis dreimal gewaschen (Abb. 3-33B). Auch bei einer dreimaligen Waschung verbleibt ein
Teil des Diatomeen-Proteins in der Thylakoidmembran. Wie auch bei der Waschreihe mit Kieselalgen-Thylakoiden
ist KSCN schonender als die Harnstoffwaschung (Daten nicht gezeigt).

Die Zugabe von GTP (8 mM) und stromalen Faktoren zum Importansatz zeigt, dal? das FCP-Protein der Kieselalgen
von dem SRP-System der htheren Pflanzen erkannt wird. Das iFCP-Protein integriert dabei mindestens doppelt so
gut in Erbsenthylakoide wie ohne GTP-Zusatz (Abb. 3-33A).
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Abbildung 3 - 34 GTP-abhangige I ntegration von LHCsin Thylakoide aus Kieselalgen

Inkubation von LHC-Protein aus Erbse (A) bzw. LHCal-Protein aus Arabidopsis (B) mit Thylakoiden der Kieselalge Coscinodiscus
granii unter verschiedenen Bedingungen. Vergleich der GTP-Abhé&ngigkeit bei der Integration von LHC Pea (-O-) und mFCP (-l-) in
Gegenwart von stromalem Extrakt in Thylakoide aus Coscinodiscus (C). Oberhalb des Diagrammes sind die mit dem Fuijifilm
Phosphorimager ausgewerteten Autoradiographien der im SDS-PAA-Gel gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine dargestellt
und unterhalb tabellarisch die gemessene FCP-Integration (%) aufgefiihrt. W: Ansatz mit nachtraglicher Waschung mit 2 M KSCN,
D: Ansatz mit nachtraglicher Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, Eis, 30 min.). Die Anséatze wurden mit stromalen Extrakt
(1:1 verd.) (Str.), mit 8 mM GTP (GTP), mit 8 mM ATP (ATP), mit Zugabe von Nigericin 4 uM (Nig.) oder 5 mM Azid (Azid), ohne
Zusatze oder stromalen Extrakt (-) und mit einer Vorbehandlung der Thylakoide und des Translationsansatzes mit 0,25 U Apyrase,
15 min., 4°C durchgefihrt.

3.5.2.5. LHC-Integration in Thylakoide von Diatomeen
Eine Integration von LHC-Proteinen ist auch in Kieselagen-Thylakoide zu beobachten. Zur Untersuchung der

evolutionar-kreuzweisen Integration wurde das LHC-Protein des PS | (LHCal) aus Arabidopsis thaliana und das
LHCPII aus Erbsen (PS I11) mit Thylakoiden aus Coscinodiscus granii inkubiert und auf ihre Importabhéngigkeiten
untersucht.

Wie in Abb. 3-34A zu sehen, wird das Erbsen-LHC-Protein unter den gleichen Bedingungen wie auch die FCP-
Proteine in die Diatomeen-Thylakoide importiert. Nur Importansétze, die GTP und stromalen Extrakt beinhalten,

steigern die Insertion.
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Abbildung 3 - 35 Voruntersuchung zum Import von pOEE23 aus Weizen in Coscinodiscus-Thylakoiden

Autoradiographie von radioaktiv markierten OEE23 (James und Robinson 1991) nach der elektrophoretischen Auftrennung im SDS-
PAA-Gel. Importexperimente mit (A) oder ohne (B) stromalen Extrakt von Weizen-pOEE23 in Thylakoide von Coscinodiscus granii
bei Belichtung und anschlielender Waschung (B) der Thylakoide mit HSM-Medium (HSM) bzw. 2x mit 85 mM Na,COs/DTT (N/D)
oder einer nachtraglichen Proteasebehandlung (Thermolysin 0,2 mg/ml, 30min., 4°C). K: Kontrolle (verwendeter
Translationsansatz), G: Gesamtimportansatz ohne Nachbehandlung, D: Gesamtansatz mit nachfolgender Proteasebehandlung, W:
Ansatz nach Waschung mit HSM oder Na,CO3/DTT, (*): unbekanntes Degradationsprodukt nach Proteasebehandlung.

Der Protonengradient Uber die Thylakoidmembran scheint, wie die zusétzliche Zugabe von Nigericin zeigt, einen
hemmenden Effekt auf die Integration der LHCs zu besitzen. Nach der Waschung der Thylakoide kann, ebenso wie
bei der Integration von iFCP in die Coscinodiscus-Thylakoide (Abb. 3-31), eine Steigerung der Importrate von ca.
50 % auf 59 % beobachtet werden. Alle weiteren Proben zeigen einen Wert um 18 % nach den KSCN-
Waschschritten bzw. 7% nach der Proteasezugabe.

Die Integration von LHCal aus Arabidopsis bestédtigt die Integration in die Diatomeen-Thylakoide. Die
Integrationseffizienz mit GTP und stromalem Extrakt steigt um den Faktor 3 verglichen mit dem Ansatz ohne GTP
(Abb. 3-34B).

Vergleicht man die Abhangigkeit von Erbsen-LHC und mFCP von der GTP-Konzentration im Ansatz (Abb. 3-34C),
so scheint fir das LHC-Protein eine minimal stérkere Abhangigkeit zu bestehen. Der beobachtete Unterschied ist
jedoch statistisch nicht gesichert.

3.5.3. Voruntersuchungen zum DpH-abh&ngigen Transport in die Thylakoide aus
Kieselalgen
Nach der Charakterisierung der FCP-Insertion in die Thylakoidmembran wurden erste, vorlaufige Experimente mit

dem kernkodierten Plastiden-Protein OEE23 aus Weizen durchgefiihrt.

Die Inkubation von radioaktiv markiertem OEE23-Protein, welches eine Stroma und Thylakoidtransportsequenz
besitzt, mit Thylakoiden von Coscinodiscus granii flhrte zu einer Prozessierung des Proteins zu einer Gréfe von ca.
24 kDa. Wie die Abbildungen 3-18 A und B zeigen, erfolgt die Prozessierung zum 24 kDa-Protein (Spur G) ohne
Nukleotid-Zugabe und unabhéngig vom stromalen Extrakt.

Das prozessierte OEE23-Protein konnte nicht durch eine Waschung mit HSM-Puffer, aber durch eine Waschung mit
NaCOs/DTT (85 mM) analog den FCP-Proteinen entfernt werden. Dies deutet auf eine Lokalisation im
Thylakoidlumen und somit auf einen Import hin (Abb. 3-35B).

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von anschlief3end mit Protease behandelten Proben zeigte sich unterhalb
der 24 kDa-Bande eine zusétzliche Proteinbande (*, Abb. 3-35A,B). Importansétze, die stromalen Extrakt wahrend
der Inkubation besal3en, wiesen nur eine schwache zusétzliche Bande, wogegen Ansétze ohne stromalen Extrakt fast

nur die neue Proteinbande erkennen lief3en. Die definierte Verkirzung des importierten 24 kDa-Proteins kdnnte
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moglicherweise auf einen unvollsténdigen Import in die Thylakoide hinweisen, wobei stromale Faktoren durch
madglicherweise eine Entfaltung von trandlatiertem OEE23 einen vollsténdigen Import stérker unterstitzen.
Weitergehende Experimente deuten an, dal3 der Import von pOEE23 nicht durch Inhibitoren des Sec-Weges (Azid 4
mM; Apyrase (1U, 15 min, 4°C) unterbunden wird. Untersuchungen mit Nigericin geben derzeit noch kein
schlissiges Resultat. Proteasebehandlung der Thylakoide vor der Importreaktion weisen aber auf eine Abhangigkeit
von Proteinfaktoren in der Thylakoidmembran hin (Daten nicht gezeigt).
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4. Diskussion

Mit der Untersuchung des Proteintransportes von kernkodierten Plastiden-Proteinen er6ffnet sich eine neue
Moglichkeit, die Entstehung und den Ablauf der sekundiren Endocytobiose fiir die Diatomeen bzw. die
Heterokontophyta zu verstehen. Die Kenntnis iiber zellulire Vorginge erlaubt Riickschliisse auf mdgliche
konservierte Transportsysteme in den verschiedenen Algengruppen und auf adaptierte Mechanismen in den
unterschiedlichen Wirten wéhrend der Endocytobiosen. Dies wiederum kann darlegen helfen, wie im Laufe der
Evolution die Anpassung des ehemals autarken Endosymbionten stattgefunden hat.

In diesem Zusammenhang ist die Frage, wie es den vielen Algengruppen gelang, den scheinbaren Nachteil der
zusitzlichen Barrieren, gebildet durch die groBere Zahl an Hiillmembranen, um die Plastiden zu umgehen. Die
ubiquitdre Verbreitung von Algen mit mehr als zwei Plastiden-Hiillmembranen in den Weltmeeren zeigt, dafl die
erhohte Anzahl an Plastidenhiillen keinen limitierenden Faktor in der Evolution darstellten.

Durch funktionelle Untersuchung der verschiedenen Transportbereiche von kernkodierten Plastiden-Proteinen aus
den Diatomeen Odontella sinensis und Phaeodactylum tricornutum in vitro und in vivo sollte die Frage geklart
werden, wie Proteine aus dem Cytosol an ihren Funktionsort innerhalb der Plastiden gelangen.

Die Charakterisierung des weiteren Transportweges der plastiddren Proteine in die Thylakoide der Kieselalgen
hinein kann zudem veranschaulichen helfen, ob der Transport der Diatomeen-Proteine &hnlich zu dem
Thylakoidimport hoherer Pflanzen ist. Somit kdnnte sich ein weiterer Hinweis auf eine &hnliche Entstehung aller

Plastiden-Typen ergeben.

4.1. Transport von Plastiden-Proteinen der Diatomeen in das ER

4.1.1. ER-Import als Initiationsschritt des Proteintransportes in die Plastiden
Untersuchungen der N-terminalen Region von Transportsequenzen kernkodierter Plastiden-Proteine aus Diatomeen

weisen auf funktionelle Eigenschaften eukaryotischer Signalsequenzen hin. Die Signalsequenzen plastidarer
Priiproteine zeigen eine groBe Ahnlichkeit zu denen von ER-lumenalen oder sekretorischen Proteinen aus

Kieselalgen wie z.B. dem BiP-Protein und den Frustulinen (Apt et al. 1995; Kroger et al. 1996).

Untersuchungen zu den allgemeinen Merkmalen der Signalsequenzen von Gunnar von Heijne zufolge zeigen nur
geringe Sequenzhomologien untereinander, wobei jedoch drei Bereiche innerhalb der Sequenz unterscheidbar sind
(v. Heijne 1983, 1985). Die N-terminale Region besitzt eine positive Ladung, die zentrale H-Region eine
Ansammlung hydrophober Aminoséduren mit einer hohen Tendenz zur Ausbildung einer o—Helix und die in ihrer
Lénge recht konstante Region C (5-6 AS) am C-Terminus ist gekennzeichnet durch die Schnittstelle fiir die im ER
vorliegende Signalpeptidase (Evans et al. 1986). Nach der v. Heijne-Regel (,,-3 - -1“-Regel) finden sich bei
Eukaryoten an der Position -4 bzw. -5 héufig helixbrechende Aminosduren (G, P), an Pos. -3 kleine neutrale (A, C,
S, T, G) aber auch hydrophobe Aminosaurenreste (F, I, L, M, V) und an Pos. -1 fast ausschlieBlich nur A, S, G, C, T
und Q (v. Heijne 1984).

Erste experimentelle Daten zum Transport der plastiddren Préproteine wurden 1991 durch Bhaya und Grossman
erhalten. Thre Untersuchungen am pFCP-Protein aus Phaeodactylum zeigten den kotranslationalen Import der
Préproteine in ER-Vesikel. Es konnten aber keine klaren Angaben dariiber gemacht werden, ob die N-terminale

Doméne oder der gesamte Bereich der Prasequenz fiir den Transport bendtigt wird.
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Die in Kapitel 3.1.2. dargestellten Untersuchungen an der y-Untereinheit der ATPase zeigen, daf3 die Signalsequenz
eine GroBe von ungefihr 15 Aminosduren aufweist. Dieses Ergebnis stimmt mit vorhergegangenen
Importuntersuchungen an dem FCP-Protein aus Odontella {iberein (Lang 1996). Eine Bestdtigung dieser
Beobachtungen in vivo wurde durch die N-terminale Sequenzierung von isoliertem atpCl1GFP-Protein aus
transformierten Zellen der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum erhalten. Nach dem Transport des
Fusionsproteins in das ER zeigt sich eine Prozessierung der Signalsequenz eine Aminosiure hinter der berechneten
Schnittstelle (bis Pos.15) bei Position 16 (Kirk Apt, personliche Mitteilung).

Der Nachweis einer kurzen Signalsequenzdoméne deutet darauf hin, daB3 die Prdsequenzen von kernkodierten
Plastiden-Proteinen eine mindestens zweigeteilte Struktur besitzen. Fiir die pFCP-Proteine liegt die nachfolgende
Transportregion bei ungefdhr 15 Aminosduren, wogegen fiir das pPRK-Protein und die py-Untereinheit der

plastiddren ATPase Regionen von 25 bzw. 40 Aminoséuren anzunehmen sind.

Das generelle Vermdgen der ,,plastiddren® Signalsequenzen zum kotranslationalen Import in Vesikel aus Sauger-ER
macht einen ausschlieBlichen Transport von Plastiden-Proteinen in vivo in das Chloroplasten-ER fragwiirdig. Ein
definierter Eintrittsort fiir Plastiden-Proteine wiirde die Existenz eines RNA-Transportsystems oder spezifischer
Zielinformationen innerhalb der Signalsequenz bedingen. Der Vergleich von plastidiren mit anderen
Signalsequenzen weist jedoch auf keine unterschiedlichen Eigenschaften hin. Ein gerichteter Transport von mRNA
zum CER ist dagegen eher unwahrscheinlich. Untersuchungen an Nervenzellen und bei Insekten-Oocyten haben
jedoch gezeigt, dal RNA zur gesteuerten Zellentwicklung in bestimmte Regionen transportiert werden kann (Mohr
1999; Schnorrer et al. 2000).

Die durch Gibbs (1962) und Bouck (1965) in EM-Aufnahmen beobachtete Vernetzung des ER bzw. der
Kernmembran der Heterokontophyten mit dem CER spricht jedoch ebenfalls gegen einen alleinigen Eintritt von
Plastiden-Proteinen iiber das CER (Gibbs 1981). Ein Hinweis fiir einen beliebigen Eintritt in das ER liefern die
Experimente mit GFP-Fusionsproteinen. Die Expression des GFP-Proteins mit der Signalsequenz vom ER-Protein
BiP bzw. mit dem Adressierungssignal der y-Untereinheit (atpC1GFP) zeigen beide die Lokalisation im gesamten
ER (Abb. 3-12 und Abb. 3-13).

Es ist unwahrscheinlich anzunehmen, dafl die Plastiden im ER/CER eine , FEinbahnstrae® fiir die in das ER
importierten Proteine darstellen. Fiir den Transport von Plastiden-Proteinen in héheren Pflanzen ist bekannt, daf die
Plastiden vor dem Import spezifisch Plastiden-Proteine selektieren. Das Fehlen einer Selektion wiirde eine
Degradation von ER- bzw. sekretorischen Proteinen im Plastidenstroma bedingen (Vierstra 1993). Die stetige
Kompensierung fehlgeleiteter Proteinen, wiirde zu einer energetischen Benachteiligung der Diatomeen gegeniiber
anderen Organismengruppen fiihren.

Es ist weiterhin zu vermuten, daf3 innerhalb der Diatomeen ein Mechanismus zur Unterbindung einer Sekretion von
kernkodierten Plastiden-Proteinen vorliegt. Nach géngiger These werden Proteine ohne eine zuséitzliche
Zielinformation iiber den Sekretionsmechanismus aus der Zelle ausgeschleust (Harter und Wieland 1996). Das
Fehlen von Retentionsmechanismen im ER bzw. im Golgi-System wiirde fiir die Diatomeen durch den stetigen
Verlust an Plastiden-Proteinen ebenfalls zu einer groflen energetischen Belastung fithren. Ob dieser
Retentionsmechanismus durch die Transitsequenz und damit durch einen Transitsequenzrezeptor bestimmt ist, ist
bisher nicht untersucht worden. Vergleichende Analysen von kernkodierten Plastiden-Proteinen zeigen jedoch

bisher kein weiteres gemeinsames Signal.
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4.1.2. Mogliche Glykosylierung von Plastiden-Proteinen im ER

Der Import des PRK-Proteins in ER-Vesikel konnte auf eine weitere Funktion des ER der Diatomeen hinweisen -
die Glykosylierung von Plastiden-Proteinen (Kap. 3.1.3.).

Die Glykosylierung von Proteinen bei ihrem kotranslationalen Import in das ER ist fiir Proteine des sekretorischen
Weges bereits hinreichend untersucht worden (Fiedler und Simons 1995). Die Glykosylierung von Polypeptiden im
ER erfolgt an Asparaginresten im Sequenzmotiv Asn-X-(Ser/Thr) durch kovalente Verkniipfung einer mehrfach
verzweigten Zuckerkette (Zucker-Komplex) bestehend aus insgesamt 3 Glucose-, 9 Mannose- und 2 N-Acetyl-
Glucosaminresten (N-Glykosylierung) (Lennarz 1987; Burda und Aebi 1999; Knauer und Lehle 1999). Fiir Pflanzen
und Insekten wurden zudem noch eine zusitzliche Fucose-Abzweigung an der Basis des Zucker-Komplexes
beschrieben (Staudacher et al. 1999). Die verzweigte Zuckerkette kann innerhalb des ER durch verschiedene
Mannosidasen und Glukosidasen modifiziert werden (Grinna und Robbins 1987; Lipari und Herscovics 1996).

Zum Nachweis, ob es sich bei der Modifizierung der importierten PRK-Proteine um eine Glykosylierung handelt,
wurden die importierten Proteine nachtraglich mit der Glukosidase PNGase F behandelt. Das Enzym spaltet alle N-
glykosylierten Zucker-Komplexe bis auf solche mit einem zusitzlichen Fucose-Rest an der Basis. Durch die
Verwendung von ER-Vesikeln aus Sdugern war eine mdgliche Fucosylierung des Zucker-Komplexes nicht zu
erwarten.

Die Glykosylierung der PRK an drei Positionen steht in Einklang mit Berechnungen moglicher Bindungsstellen im
reifen Protein. Untersuchungen an anderen Plastiden-Proteinen stellen jedoch die PRK als das bisher einzige
Diatomeenprotein dar, welches mogliche Anbindungsstellen besitzt. Weder FCP, FBA noch die y-Untereinheit
weisen ein N-X-(S/T)-Motiv auf.

Ob in vivo innerhalb des Diatomeen-ER eine Ubertragung eines Zucker-Komplexes auf Plastiden-Proteine erfolgt,
ist derzeit offen. Der Groflenvergleich von in E.coli exprimiertem und aus den Kieselalgen isolierten nativem PRK-
Protein zeigen jedoch, dafl das native PRK-Protein groBler ist als das Rekombinante (pers. Mitteilung Dipl. Biol.
Michls). Erste Untersuchungen mit zelluldren Extrakten aus Coscinodicus und der PNGase F zeigten bisher kein

Ergebnis. Untersuchungen mit Fucose-unempfindlichen Glukosidasen wurden nicht durchgefiihrt.

Charakteristisches Merkmal aller durch eine sekunddre Endocytobiose entstandenen Algen ist der Transport von
Plastiden-Proteinen iiber das ER. Es ist zu vermuten, daf3 bei der Etablierung des Proteintransportes in das ER nicht
nur die Transportfunktion alleine eine Rolle gespielt hat. Zuféllige Glykosylierungen von Plastiden-Proteinen in
Diatomeen konnten am Anfang der Evolution zu einer verdnderten Funktion oder Stabilitdt der Plastiden-Proteine
gefiihrt haben. Fiir Glykoproteine ist eine Beteiligung des Zucker-Komplexes an der Proteinfaltung gezeigt worden
(Olden et al. 1982). Die Anbindung eines Zucker-Komplexes an das Plastiden-Protein kdnnte somit eine Storung der
kompakten Proteinstrukturen bewirkt haben. Vergleichende Untersuchungen bei den aus einer primdren oder
sekundidren Endocytobiose entstandenen Algengruppen von plastiddren Enzymen sowie von regulatorischen
Komplexen wie z.B. dem CP12/GAPDH/PRK-Komplex konnten vielleicht iiber eine Verdnderung Aufschlufl geben
(Wedel et al. 1997).
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4.2. Untersuchungen zur Transitsequenzdoméne von kernkodierten
Plastiden-Proteinen der Diatomeen

4.2.1. Strukturvergleich von Diatomeen-Transitsequenzen
Analysen der zweiten Priasequenzdomine der kernkodierten Plastiden-Proteine der Diatomeen zeigen starke

Ahnlichkeiten zu plastidiren Adressierungssignalen, aber auch zu Merkmalen von Mitochondrien-
Transportsequenzen.

Transitsequenzen hoherer Pflanzen besitzen eine N-terminale Region von ca. 10 AS, die kaum Proline, Glycine und
geladene Aminosduren beinhalten (v. Heijne et al. 1989; Keegstra et al. 1989). Es folgt ein zentraler Bereich mit
positiver Nettoladung und variabler Lange, welche die grofite Anhdufung von hydroxylierten Aminosduren besitzt.
Der Anteil an Serinen und Threoninen in der Transportsequenz liegt bei mehr als 20%. Der C-terminale Bereich von
ca. 10 AS weist ein hohes Potential zur Ausbildung einer amphiphilen Faltblattstruktur auf und besitzt an den Pos. -
2, -6 bis —10 gehduft die Aminosdure Arginin (,,basischer Block®).

Am Ende der C-terminalen Region findet sich das Schnittstellenmotiv (I/V)-X-(A/C) der Transitsequenz (Gavel und
v. Heijne 1990).

Circular dichroitische Messungen der Struktur der Transitsequenz von Ferredoxin (Saline pratensis) weisen auf eine
ungeordnete Struktur in Losung hin (Pilon et al. 1992). Erst durch Bindung an die Lipide der Plastidenmembran
entsteht eine geordnete Struktur (de Kruijff 1994; Thorgeirsson et al. 1995). Die Anbindung an die Membran erfolgt
hauptséchlich mit der Transitsequenz, ist sehr schnell (< 50 ms) und ist abhéngig von der Lipidzusammensetzung
(Pinnaduwage und Bruce 1996). Die anschliefende Bindung der Transitsequenz an den TOC-Komplex wurde mit
einer Dissoziationskonstante von Kp = 5 nM (Ferrodoxin-NADP -Reduktase) bestimmt und deutet auf eine sehr

stabile Bindung hin (Ceccarelli et al. 1996).

Wie die Transitsequenzen der hoéheren Pflanzen weisen die Diatomeen-Transitsequenzen einen Anteil an
hydroxylierten Aminosduren von rund 20 % und positive Ladungen zwischen Pos. —6 und —8 (,,basischer Block®)
auf (Kap. 3.3.2.6.). Die beschriebene Dreier-Teilung der Transportsequenz der hoheren Pflanzen ist bei Diatomeen
nur begrenzt zu erkennen. Ferner liegen in der Regel die Diatomeenproteine mit einer Gréfle der Transitsequenzen
von 15 bis 25 Aminoséuren deutlich unter der Lange der Adressierungssequenzen von hoheren Pflanzen (v. Heijne
et al. 1991). Vergleichbare kurze Sequenzen sind auch bei anderen Chromophyten sowie bei Chlorophyten gefunden
worden.

Die zur Feinregulation des Proteinimports beschriebenen Phosphorylierungsstellen der Transitpeptide von hoheren
Pflanzen sind innerhalb der Transitsequenzen der Diatomeen nicht zu erkennen ((P/G)X,(R/K)X,(S/T)X,(S*/T*)
(n=0-3, *= Phosphorylierungsstelle)) (Waegemann und Soll 1996).

Ein bedeutender Unterschied zu den Transitsequenzen hdoherer Pflanzen findet sich in der Sekundédrstruktur der
Diatomeen-Sequenzen (Kap. 3.3.2.6.). Die Diatomeen-Proteine besitzen als zentrales Strukturmerkmal eine
amphipathische Helix anstelle der von Gavel und v. Heijne (1990) vorhergesagten amphipatischen Faltblattstruktur
(Abb. 4-1A,B). Das Helix-Motiv liegt bei der y-Untereinheit im zentralen Bereich der Transitsequenz (Abb. 4-1A),
wogegen sie bei den kleineren Kieselalgen-Transitdoménen den groBiten Teil einschlieBlich des

Schnittstellenbereiches ausmacht (Abb. 4-1B).
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Abbildung 4 - 1 Schematische Darstellung von Transitsequenz-Eigenschaften der Plastiden-Proteine

aus Kieselalgen
lllustration der allgemeinen Merkmale der Transitsequenzdomane der y-Untereinheit der plastidaren ATPase (A) und den kirzeren
Transitsequenzen von verschiedenen kernkodierten Plastiden-Proteinen (B) aus Diatomeen (siehe Kap. 3.3.2.6.). Die griine Linie
steht fur die Transitsequenz der Plastiden-Proteine und die gelbe fiir das reife Protein. Die Signalsequenz der Plastiden-Proteine ist
nicht dargestellt. Der Pfeil markiert die Prozessierungsstelle, die positiv geladene Region ist mit einem ,+“, der Bereich mit kleinen,

eher ungeladenen Aminosauren (S/T/A/V) ist mit ,S/T/A“ und die amphipatische Helixstruktur ist (iber die Straffur gekennzeichnet.
Die Sequenz der Prozessierungsstellen der Transitsequenz ist grau unterlegt.

Eine helikale Domine ist auch bei Griinalgen in der Transportsequenz der RubisCo gefunden worden (Franzen et al.
1990). Fusioniert an die Dihydrofolate-Reduktase (DFHR) fiihrte die Chlorophyten-Transitsequenz zu einem Import
in Mitochondrien (Hurt et al. 1986).

Eine amphipathische, durchgehende Helix bzw. eine Helix-Turn-Helix-Motiv ist das dominierende Strukturmerkmal
der Transportsequenzen zu den Mitochondrien (v. Heijne G. et al. 1989; Sj6ling und Glaser 1998). Die positive
Ladung, die helikale Struktur und die strukturelle Flexibilitit der Mitochondriensequenz ist dabei fiir die Anbindung
an den TOM-Komplex entscheidend (7ranslocon-at-the-outer-envelope-membrane-of-the-mitochondria) (Schleiff et
al. 1999).

Eine mitochondriale Prozessierungsstelle 148t sich nicht bei den plastiddren Vorlduferproteinen der Diatomeen
finden (Schnittstellenmotiv R2: (V/A/S)-R-"X\V " (A/S)<(T/S) und R3: (V/A/S)-R-X-"'(F/Y)NV " (A/S)-(T/S))
(Schneider et al. 1998; Sjoling et al. 1998). Anstelle dessen ist bei den Diatomeen ein (S/T/A/V)-(S/T/A)-(L/I/T/M)-
X-"M¥(A/S/D)-Konsensusmotiv zu beobachten.

Die evolutiondre Bedeutung fiir die beobachteten Unterschiede bei den Sequenzen der Diatomeen und der hdheren
Pflanzen ist derzeit noch unklar. Obwohl die Transitsequenzen der Diatomeen und der hoherer Pflanzen grofitenteils
gemeinsame Eigenschaften besitzen, ist die Sekundirstruktur der Diatomeen-Transitsequenz eher von
mitochondrialem Charakter.

Ob in der Entstehung der plastiddren Transportsequenzen eine mitochondriale oder wie von Cavalier-Smith (2000)
angedeutet eine ER-artige Sequenzen zugrundegelegen hat, ist unklar. Fiir die Ferrochelatase-1 aus Arabidopsis
wurde in /n-vitro-Experimenten jedoch ein Import in Plastiden und Mitochondrien beschrieben (Chow et al. 1997;
Small et al. 1998). Bei einem von den Mitochondrien-Sequenzen abgeleiteten Ursprung der Transitsequenzen wére
es denkbar, dal3 sich im Laufe der Zeit beide posttranslationalen Importsysteme durch Ausbildung unterschiedlicher
Transportmerkmale trennten. Bei den Diatomeen fiithrte jedoch moglicherweise die rdumliche Trennung des
plastiddren vom mitochondrialen Transportweges durch den Einschluf der Plastiden in das ER zu einem geringeren

Selektionsdruck, so daf die mitochondriale Struktur langer erhalten bleiben konnte.
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Die Reduktion der Transitsequenzen von FCP bzw. FBA auf eine Lénge von ungefahr 15 Aminosiuren ist eventuell
ebenso auf die ,.Isolation* der Plastiden im ER zuriickzufiihren. Der kotranslationale Transport in das ER-Lumen
filhrt zu einer Aufkonzentrierung zu transportierender Plastiden-Proteinen. Dies und die fehlende Konkurrenz
mitochondrialer Prasequenzen kdnnte die Reduktion der Transitdoméne auf entscheidende Sequenzeigenschaften
begiinstigt haben. Der unterschiedliche Zeitpunkt des Gentransfers vom Plastom oder vom Kerngenom des ersten
Wirtes in das Genom des zweiten Wirtes wiirde ferner zur Ausprigung von kaum bis stark komprimierten

Transitsequenzformen fithren (Abb. 4-1).

4.2.2. in-vitro-importverhalten der Diatomeen-Transitsequenzen
Wie in Kapitel 4.2.1. beschrieben ist, weist bei Diatomeen die zweite Domine der Plastiden-Priasequenz

Eigenschaften der Transitsequenzen hoherer Pflanzen auf. Dies konnte auf die Beteiligung eines Transportschrittes

analog dem hoherer Pflanzen in der Diatomeen-Plastidenhiillmembran hinweisen (Abb. 4-2).

Um eine funktionelle Aussage iiber das Transportvermdgen der zweiten Doméne treffen zu konnen, wurden die
Signalsequenzen des FCP-Proteins, der PRK und der y-Untereinheit der ATPase aus Odontella deletiert und die
resultierenden Préproteine mit isolierten Plastiden aus hoheren Pflanzen inkubiert (Kap. 3.2.1. bis 3.2.3.). Fiir die
Intermediatkonstrukte der PRK und des FCP-Proteins konnte kein Import in die Plastiden nachgewiesen werden.
Nur die Transitsequenzdomine der y-Untereinheit ermoglichte einen Transport in die Erbsen-Plastiden (ToMo,
ToMoA170-370; Abb. 3-3 A,B). Der Transport erfolgte unter den gleichen Bedingungen (Licht, ATP,
Proteinfaktoren in der Plastidenmembran) wie fiir hohere Pflanzen beschrieben (Kap. 3.2.1.1.) (de Boer und
Weisbeek 1991).

Untersuchungen bei hoheren Pflanzen haben gezeigt, da3 nach einem Transport {iber den plastiddren Importkomplex
die Transitsequenz durch eine stromale Transitpeptidase abgespaltet wird (Richter und Lamppa 1999). Das
Diatomeen-Protein wurde jedoch nach dem Import in die Erbsen-Plastiden rund 3 kDa stérker verkiirzt als erwartet.
Der Transport der Deletionsmutante ToMoA80-89 zeigt, dal die Verkleinerung des reifen Proteins innerhalb des
Aminosduremotivs ggKLVAAAKVRRGg stattfindet.

Innerhalb dieser Region findet sich die von Gavel und Heijne (1990) vorhergesagte Konsensus-Sequenz fiir
Schnittstellen von hoheren Pflanzen (I/V-X-A/C\) an Position 83-85 (VAAY). Berechnungen mit dem Programm
ChloroP 1.0 fiir die y-Untereinheit von Phaeodactylum tricornutum zeigten eine Transitsequenz-Schnittstelle in der
analogen Region VRAVA.

Wie bei der Odontella-y-Untereinheit findet sich auch bei der y-Untereinheit der ATPase von Chlamydomonas eine
Fehlprozessierung von ungefdhr 30 AS im reifen Protein. Zusétzlich ist aber auch korrekt verkleinertes Protein zu
beobachten (Yu et al. 1988). Dies fithrte zu der Frage, ob das Diatomeen-Protein nur an der zusétzlichen oder
vielleicht zweimal durch die stromale Transitpepdidase der Erbsen geschnitten wird. Untersuchungen des Imports zu
verschiedenen Zeiten deuten jedoch nur auf eine einmalige ,,Reifung* an der zusétzlichen Prozessierungsstelle hin.
Die anschlieBenden Versuche, das Prozessierungsereignis zu Gunsten des originalen Diatomeen-
Schnittstellenmotivs zu verschieben, zeigten kein Ergebnis (Abb. 4-2): Weder die Einfilhrung einer groflen
Aminosiure im Konstrukt ToMoA85M (VAAYV A > VAMYA) in die neue Schnittstelle, noch der Austausch der
Alanine gegen die in Transitsequenzen seltene Aminosiure Aspartat bei ToMoA84-85D (VAAVA > VDDWVA)
bewirkten einen Effekt (v. Heijne et al. 1989). Im Falle von ToM0A84-85D konnte jedoch eine Verschiebung der

Prozessierung um wenige Aminosiuren im reifen Protein stattgefunden haben.
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Abbildung 4 - 2 Prozessierung verschiedener Konstrukte der y-Untereinheit der plastidiren ATPase
Tabellarische Darstellung der Prozessierung verschiedener in Erbsen-Plastiden importierter Derivate der y-UE der plastidaren

ATPase aus Odontella sinensis und Spinat. ,Korrekte* Prozessierung (+) resultiert in einem ca. 35 kDa groRen Protein und ,nicht
korrekte* Spaltung (-) fiihrt zu einem ca. 32 kDa groRen Produkt.

Sequenzvergleiche der derzeit bekannten kernkodierten Plastiden-Proteine aus Chromophyten weisen fast
ausschlieflich ein konserviertes Methionin direkt vor dem reifen Protein an Position —1 auf (Abb. 3-19). In seltenen
Féllen wie bei dem 10 kDa-Protein aus Spinat (Motiv: GGM) und dem Ferredoxin I-Protein aus Pisum sativum
(Motiv: VAM) findet sich auch bei hoheren Pflanzen ein Methionin in der Schnittstelle (v. Heijne et al. 1991). Eine
Annahme war, dal moglicherweise das Methionin an Position —1 zu einer fehlerhaften Erkennung der
Prozessierungsstelle der Kieselalgen fiihrt. Die Uberfiihrung der originiren Diatomeen-Schnittstelle (IVM) in das
Konsensus-Motiv (IVC) der hoheren Pflanzen im Proteinkonstrukt ToMo[IVC] konnte dies aber nach
Importversuchen nicht bestatigen.

Es ist daher zu vermuten, daf3 die aus drei Proteinen bestehende stromale Transitpeptidase der hdheren Pflanzen die
Diatomeen-Schnittstelle durch das angrenzende reife Protein nicht korrekt erkennen kann (Oblong et al. 1992;
Richter und Lamppa 1998). Die Fusion der Diatomeen-Transitsequenz an das reife Protein der y-Untereinheit aus
Spinat zeigt, dal die Diatomeen-Doméne in dieser neuen Umgebung korrekt erkannt und geschnitten wird. Im
Gegensatz dazu wird jedoch die natiirliche Prozessierungsstelle der Spinat-y-Untereinheit nach der Fusion an das
reife Diatomeen-Protein bzw. dessen ersten 77 Aminosduren durch die Peptidase nicht mehr genutzt. Da die
Sekundarstrukur beider reifer Proteine sehr dhnlich ist, konnte der entscheidende Unterschied in der Sequenzabfolge

am N-Terminus des reifen Proteins liegen.

Der Import der y-Untereinheit der Kieselalgen Odontella belegt die funktionelle Analogie der zweiten
Transportdoméne mit den Transitsequenzen hdherer Pflanzen. Dies wurde auch bei Untersuchungen der 7y-
Untereinheit vom R-Phycoerythrin der Rotalgen Aglaothamnion neglectum durch Apt et al. (1993) beobachtet. Die
Fusion der Rotalgen-Transportsequenz an die kleine Untereinheit der Rubisco ermdglichte den Transport in Erbsen-
Plastiden.

Der Import des Rotalgen- und Kieselalgen-Proteins in die Erbsen-Plastiden weist auf eine Existenz von
konservierten Transportsystemen in der Plastidenhiille hin. Da die Plastiden der Kieselalgen durch eine Aufnahme
einer Rotalge entstanden sind (Adachi et al. 2000), ist zudem zu vermuten, daB3 diese Transportapparate bei den

Diatomeen in den beiden innersten Hiillmembranen vorliegen und den letzten Transportschritt in den Chloroplasten
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ermoglichen. Bisher konnten aber weder bei den Rot- noch bei Kieselalgen homologe Komponenten der plastidiren
Proteintranslokatoren TOC und TOC charakterisiert werden. Fiir Cryptophyten, die wie die Kieselalgen vier
Hiillmembranen besitzen, wurde die Existenz von einigen der TOC-Komponenten angedeutet (Prof. Maier, pers.

Mitteilung).

4.2.3. in-vivo-Lokalisationsstudien in Phaeodactylum tricornutum
Die genetische Transformation von Pflanzen stellt ein geeignetes Mittel zur Untersuchung von zytologischen

Vorgéngen dar und wird in den letzten Jahren verstérkt zur biotechnologischen Nutzung von Pflanzen verwendet
(Apt und Behrens 1999; Dunwell 2000). Bei hoheren Pflanzen sind verschiedene Methoden von ballistischer
Transformation tiber Elektroporation zu Transfektionen mit dem Agrobacterium tumefaciens bekannt (Klee et al.
1987; Boynton et al. 1988; Chowirira et al. 1995). Das erste Protokoll zur Transformation von Kieselalgen wurde
1995 von Dunahay et al. beschrieben, welches nachfolgend fiir die Manipulation der Lipidzusammensetzung in
Cyclotella cryptica verwendet wurde (Dunahay 1995, 1996).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Transformationsergebnisse beruhen auf der ballistischen Transformation der
Kieselalge Phaeodactylum tricornutum nach Apt et al. (1996). Dieses Protokoll wurde von Fischer et al. (1999)
erstmalig zur Untersuchung der Lokalisation von zellwandbildenden Proteinen, den Frustulinen, verwendet.

Fir die Untersuchung des Proteintransportes in die Phaeodactylum-Plastiden wurden verschiedene kodierende
Bereiche von plastiddren Transportsequenzen an das gfp-Gen fusioniert. Das ,,Green-fluorescent-protein® (GFP) ist
ein nach Anregung mit UV-Licht zur Fluoreszenz befahigtes Protein und ist fiir die Biolumineszenz in der Qualle
Aequoria victoria verantwortlich. In den letzten Jahren hat das GFP-Protein in zellbiologischen Untersuchungen
eine weite Verbreitung als Marker bekommen (Sullivan und Kay 1999; Cutler et al. 2000).

Zur Verifizierung der GFP-Transformanden wurde das Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) verwendet.
Das CLSM erlaubt eine fluoreszenzmikroskopische Betrachtung von Zellen oder Geweben in Schichtebenen von >
0,15 pm (Hepler und Gunning 1998).

Die mit den Konstrukten erhaltenen Daten wurden mit Aufnahmen von Phaeodactylum-Transformanden verglichen,
die nur das GFP, GFP mit der Signalsequenz des ER-Proteins BiP und das GFP mit der vollstindigen

Plastidentransportsequenz von Diatomeen-Proteinen (FCP, y-UE, PRK) exprimierten.

Wie die Fluoreszenzaufnahmen in Abb. 3-11 und 3-12 zeigen, fiihrt die Expression von GFP ohne Transportsequenz
zu einer unspezifischen GFP-Lokalisation im Cytoplasma, wobei eine groBe Ansammlung von GFP in der
Kernregion vorliegt. Die gleiche diffuse Verteilung zeigt sich auch in GFP-Transformanden von Tabakblittern
(Boevink et al. 1999).

Ebenso wie bei Tabak-Epidermalzellen und Arabidopsis-Wurzelzellen ist in der Diatomee eine ER-Lokalisation von
GFP mit einer Signalsequenz (BiPGFP bzw. BiPGFP-DDEL) durch scharfe Linien bzw. Strukturen innerhalb der
Zelle erkennbar (Abb. 3-11, 3-12) (Hepler und Gunning 1998; Boevink et al. 1999). Durch N-terminale
Ansequenzierung des BiPGFP-Proteins, welches zuvor aus transformierten Phaeodactylum-Zellen isoliert wurde,
konnte eine Prozessierung der Signalsequenz gezeigt werden (Kap. 3.3.2.1.). Eine weitere Bestatigung findet dieser
Phénotyp in den Untersuchungen zur ER-Lokalisation von atpC1GFP (siche Kap. 4.2.4.).

Die Lokalisation von GFP, welches in die Plastiden transportiert wurde, ist {iber die Deckungsgleichheit der GFP-
Fluoreszenz mit der Autofluoreszenz des Chlorophylls gut erkennbar. Alle verwendeten vollstindigen Prasequenzen

kernkodierter Plastiden-Proteine aus Kieselalgen - der y-Untereinheit der ATPase und das FCP-Protein aus
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Phaeodactylum tricornutum sowie die PRK aus Odontella sinensis - ermoglichten eine Translokation des GFP-

Proteins in die Plastiden.

Die Voruntersuchungen fiir die Transformationen mit den verkiirzten Transportsequenzen belegen, da3 die
Verwendung von GFP als Marker fiir Lokalisationsstudien in Diatomeen moglich ist. Ferner weisen die Aufnahmen
darauf hin, daB sich die drei Zellbereiche Cytoplasma, ER und Plastid klar voneinander abgegrenzt erkennen lassen

und die verwendeten Transportsequenzen entsprechend ihrem Typus transportiert werden.

4.2.4. in-vivo-Transport von deletierten Diatomeen-Prasequenzen in
Phaeodactylum

Zur Untersuchung der Frage, ob bestimmte Bereiche innerhalb der Transitsequenz von Plastiden-Proteinen essentiell
fiir den Import in die Diatomeen-Chloroplasten sind, wurden unterschiedliche GFP-Fusionsproteine der 7-
Untereinheit der ATPase, des FCP-Proteins aus Phaeodactylum tricornutum sowie der PRK aus Odontella sinensis

hergestellt.

Von der y-Untereinheit wurde die Transitsequenz vom C-terminalen Ende her stufenweise verkiirzt. Alle
Fusionsproteine mit mindestens den ersten 23 Aminosduren der Transitsequenz wurden in die Plastiden importiert
(Kap. 3.3.2.2.). Die Verkiirzung der Transitsequenz auf 15 Aminosduren - der Lénge der FCP-Transitsequenz -
ermdglichte keinen Import mehr in die Plastiden (atpCIGFP). Durch die atpC-Signalsequenz war nur eine
Akkumulation des GFPs innerhalb des ERs zu beobachten. Bestitigt wird der kotranslationale Transport in das ER
durch die Ansequenzierung von isoliertem atpC1GFP-Protein und der Isolation von GFP-haltigen ER-Vesikeln aus
den Phaeodactylum-Transformanden.

Die unterhalb der Linge der FCP-Transitsequenz verkiirzte PRK-Transitsequenz ermdglicht im Gegensatz zu t-
atpC1GFP in Phaeodactylum zu einer klaren Lokalisation in den Plastiden (Kap. 3.3.2.4.). Wie fiir das originale
PRK-Protein berechnet, zeigen die vollstindige bzw. verkiirzte PRK-Prasequenz fusioniert an das GFP eine
ausgepragte amphipatische Helix.

Die N- bzw. C-terminale Halbierung der FCP-Transitsequenzen auf jeweils acht Aminosduren fiihrt in beiden Féllen
zu einer fast vollstindigen Unterbindung des Plastidenimports (Kap. 3.3.2.3.). Bei der Akkumulation um die
Plastiden konnte es sich jedoch moglicherweise um eine Lokalisation in einer Region handeln, die wéhrend des
Plastidenimports dem ER nachfolgt, aber noch vor dem Eintritt in das Stroma durchquert werden muB3. Ob es sich

hierbei um den periplastiddren Raum handelt, ist nicht zu erkennen.

Der Import der atpCGFP-Fusionsproteine in die Plastiden weist auf eine groe Flexibilitdt des Transportsystems in
der Erkennung von mdglichen Transitsequenzen hin (Abb. 3-13). Selbst groflere Deletionen der Transitsequenz
ermdglichen immer noch einen Transport der Préproteine in die Plastiden. Dies konnte auch in
Transformationsexperimenten mit der y-Untereinheit der ATPase bei Chlamydomonas beobachtet werden. Trotz
einer Deletion von fast zwei Drittel der Transportsequenz wurde die y-Untereinheit in die Plastiden transportiert
(Kindle und Lawrence 1997).

Der Transport von atpC3GFP mit den ersten 23 Aminoséuren der Transitsequenz, aber nicht von atpC1GFP mit den
ersten 15 Aminosduren der Transitsequenz, in die Plastiden konnte auf ein elementares Signal im zentralen Bereich
der Transitsequenz (Pos. 30 bis 38 der Prasequenz) hinweisen. Ein vergleichbarer Aminoséurebereich ist jedoch in

der FCP- oder PRK-Transportsequenz nicht zu erkennen.
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Konstrukt Sequenz- SIT Ladung Schnittstelle Lokalisation
lange Gehalt (%)
AtpC1GFP 15 40 +1 - Plastide
AtpC2GFP 4 50 0 - ER
AtpC3GFP 23 30 +1 - Plastide
AtpC4AGFP 29 31 0 - Plastide
* AtpC5GFP 38 29 +3 + Plastide
AtpC1GFP- 15 40 +1 - ER
DDEL
AtpC2GFP- 4 50 0 - ER
DDEL
AtpC3GFP- 23 30 +1 - Plastide
DDEL
AtpCAGFP- 29 31 0 - Plastide
DDEL
* FcpGFP 15 25 +1 + Plastide
Fcp2GFP 8 13 0 - ER
Fcp3GFP 8 38 +1 + ER
* Prk1GFP 25 16 +1 + Plastide
Prk2GFP 12 17 0 + Plastide

Abbildung 4 - 3 Darstellung der Transformationsergebnisse bei Kieselalgen-Transportsequenzen

Tabellarische Auffiihrung der verbleibenden Lénge der Transitsequenz, des Gehalts an Serinen und Threoninen (S/T-Gehalt), der
Gesamtladung der Transitsequenz und das Vorhandensein (+) der natirlichen Diatomeen-Prozessierungsstelle. Zusatzlich ist die
Lokalisation des GFPs nach der Transformation fir jedes Konstrukt aufgefuhrt. Konstrukte, die die vollstdndige Transitsequenz
enthalten, sind mit einem Stern markiert.

In den Untersuchungen von Kindle und Lawrence (1997) wurde der analoge Bereich zudem in der Transportsequenz
der y-Untereinheit der ATPase von Chlamydomonas deletiert und das Protein dennoch in die entsprechenden
Plastiden transportiert.

Weder die Gesamtladung der Transportsequenz noch der Gehalt an hydroxylierten Aminosduren scheinen fiir einen
Import in die Plastiden eine Rolle zu spielen. Alle verwendeten Deletionsfragmente der Transportsequenzen wiesen
einen Gehalt an hydroxylierten Aminoséuren von mindestens 29 % auf und bis auf das atpC4GFP-Protein eine
positive Gesamtladung (Abb. 4-3). AtpC4GFP besaBl keine Nettoladung, wurde aber dennoch in den Plastid
importiert. Ein Einfluf der Prozessierungsstelle ist ebenfalls nicht beobachtet worden (Abb. 4-3).

Chemische Verkniipfungsexperimente (,,Cross-Linking™) von Rensink et al. (2000) zwischen modifizierten
Transitsequenzen von Ferredoxin (Silene pratensis) und den Komponenten der Proteintranslokatoren in der
Plastidenmembran weisen auf eine wichtige Rolle des N-terminalen Bereiches der Transitsequenz hin. Den
Untersuchungen zur Folge ist das erste Viertel der Ferredoxin-Transportsequenz an der Bindung an TOC-
Komponenten und mindestens das zweite Viertel der Sequenz an der Translokation iiber den TOC-Komplex

beteiligt. Ein EinfluB der N-terminalen Region auf den in-vivo-Import zeigte sich iiberdies auch bei dem
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Plastocyanin-Protein aus Chlamydomonas (Kindle 1998). Bezogen auf den Transport der atpCGFP-Proteine in die
Diatomeen-Plastiden, konnte die Region zwischen Pos. 30 bis 38 im Préprotein (= zweites Viertel) an dem
Transport iiber den TOC-Komplex einen Anteil haben. Fiir den Transport der PRK ist jedoch die erste Hélfte der
Transportsequenz nicht notwendig. Die N-terminal halbierte PRK-Transitsequenz fiihrt zu einer GFP-Akkumulation
in den Plastiden.

Die FCP-Proteine besitzen die derzeit kleinsten Adressierungssignale fiir die Diatomeen-Plastiden. Jegliche
Verkiirzung der Transitsequenz bewirkte eine Reduzierung der Importkompetenz. Dies konnte fiir die Moglichkeit
sprechen, daf} die Transportinformationen sehr komprimiert in der Transitsequenz vorliegen und somit jegliche
Deletion zu einer Storung des Imports fithren. Daf3 die Lénge der FCP-Transitsequenz nicht die eigentliche Grenze
fiir den Plastidenimport in Phaeodactylum darstellt, zeigt das Prk2GFP-Fusionsprotein mit einer verbleibenden
Transitsequenz-GroBe von 12 Aminosduren. Auch die y-Untereinheit der ATPase von Chlamydomonas wird mit
noch 12 verbleibenden Aminoséuren in vivo in Chlamydomonas-Plastiden transloziert (Kindle und Lawrence 1998).
Weitere Beispiele finden sich auch bei Untersuchungen mit thylakoidalen Proteinen, wobei hier Seiteneffekte von

der Thylakoidtransferdoméne nicht ausgeschlossen werden kdnnen (Lawrence und Kindle 1997).

Das Fusionsprotein atpC2GFP stellt eine Ausnahme in der Betrachtung dar. Obwohl es nur die ersten vier
Aminosduren der Transitsequenz besitzt, zeigen die Fluoreszenzaufnahmen eine Plastiden-Lokalisation. Daf} extrem
kurze Transportsequenzen zu einem posttranslationalen Transport fithren kdnnen, zeigt sich beim Proteintransport in
Hydrogenosomen. Die Transportsequenzen weisen eine Grofle von 5 bis 14 Aminosduren auf. Fiir das Ferredoxin
aus den Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis konnte in vitro ein Transport mit den acht Aminosduren der

Transitsequenz gezeigt werden (Bradley et a. 1997).

Wabhrscheinlicher ist jedoch, daB durch die Aminosédurenumgebung an der Fusionsstelle eine fiir den Import in die
Plastiden erfolgreiche kurze Diatomeen-Transitsequenz entstanden ist. Berechnungen der Sekundérstruktur zeigen
fiir das atpC2GFP-Fusionsprotein eine amphipatische Helix direkt am N-Terminus (Kap. 3.7.5. und 6.) des Proteins,
wie sie auch bei FCP oder PRK gefunden worden ist. Dal} die N-terminale Region des GFP-Proteins nicht alleine zu

dem Plastiden-Import gefiihrt hat, zeigt die Lokalisation des BiPGFP-Protein im ER.

Analysen der atpCGFP-Fusionsproteine zu ihrer Prozessierung in den transformierten Zellen konnten
moglicherweise auf eine Beteiligung des GFP-Proteins als Transitsequenzerginzung hinweisen (Abb. 3-15B).
atpC2GFP-Protein zeigt nach seinem Import in die Plastiden eine Reifung nahe am N-Terminus des GFP-Proteins.
Die Gesamtldange der angedeuteten Transitsequenz liegt bei acht Aminosduren. Da jedoch bis auf das atpC5GFP-
Protein alle Fusionsproteine keine Prozessierungsstelle besafien, ist die Lidnge einer mdglicherweise beteiligten
GFP-Sequenz vorsichtig zu bewerten. Untersuchungen von Ostrem et al. zeigten (1989), da3 der Import und die
Prozessierung in Plastiden zwei unabhingige Prozesse sind. Die von ihnen durchgefiihrte Deletion des C-Terminus
der SSU-Rubisco-Transitsequenz resultierte in vier verschiedenen ,,Prozessierungsprodukten® nach dem Import in
die Plastiden. Auch die in-vitro-Untersuchungen der Odontella-y-Untereinheit zeigen, dafl es sich beim Import und
bei der Prozessierung um getrennte Funktionen handelt (Kap. 4.2.2.). Obwohl die Diatomeen-Transitsequenz alleine
den Import in die Erbsen-Plastiden ermdglichen kann, erfolgt die Prozessierung rund 30 Aminosduren weiter in

Richtung C-Terminus im reifen Protein.

Bei allen dargestellten Untersuchungen der GFP-Fusionsproteine bleibt die Effizienz des Plastidenimports durch die

Deletionen in den Transitsequenzen unberiicksichtigt. Deletionen an der Transitsequenz von Plastocyanin aus
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Chlamydomonas zeigten in vivo eine Senkung der Importaktivitit (Kindle 1998). Die Verwendung von GFP
erschwert jedoch die Bestimmung der Importraten. Die grof3e Proteinstabilitidt von GFP in eukaryotischen Zellen mit
mehr als 24 Stunden erlaubt durch die resultierende Akkumulation nur unbefriedigend die Unterscheidung der

verschiedenen Importeffizienzen (Flach et al. 1994; Hampton et al 1996; Clontech-Produktinformation).

4.2.5. Vergleich von in-vitro- und in-vivo-Transportuntersuchungen
Untersuchungen bei Chlamydomonas (Lawrence und Kindle 1997) und bei Arabidopsis (Rensink et al. 1998) zeigen

einen deutlichen Unterschied zwischen in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen. Deletionen in der Transitsequenz, die
bei der Inkubation mit Plastiden in vitro einen Import verhindern, zeigen in vivo eine Akkumulation im Plastid.
Gedeutet wurden diese unterschiedlichen Ergebnisse mit einer generell niedrigeren Importeffizienz der isolierten
Plastiden in vitro, die die unterschiedlichen Eignungen der modifizierten Transportsequenzen stirker zu tragen

kommen 146t (Rensink et al. 1998).

Um einen Vergleich der Transformationsergebnisse zu den in-vitro-Importdaten ziehen zu konnen, wurden
atpCGFP-Fusionsproteine ohne Signalsequenz (iatpC1GFP, atpC3GFP bis atpC5GFP) mit isolierten Erbsen-
Plastiden inkubiert (Kap. 3.3.2.2.). Alle Fusionsproteine, die mindestens die ersten 23 Aminosduren der
Transitsequenz (iatpC3 bis iatpC5GFP) besitzen, wurden in die Plastiden importiert, wohingegen iatpC1GFP mit
seiner 15 Aminosduren langen Transitsequenz nicht in die Erbsen-Plastiden transportiert werden konnte. Dies
stimmt mit den Untersuchungsergebnissen aus den in-vivo-Experimenten iiberein. Die Prozessierung der atpCGFP-
Proteine, die sich in vivo zeigte, konnte in vitro nicht beobachtet werden.

Die in-vitro-Importergebnisse lassen des weiteren auf einen unvollstdndigen Transport der atpCGFP-Proteine durch
die Plastidenhiillmembran schlieBen. Nach Ormé et al. (1996) und Yang et al. (1996) wurde fiir das GFP-Protein
eine dichte B-Faltblattstruktur bestimmt. Die resultierende Stabilitét erlaubt dem Protein eine Fluoreszenz zwischen
pH 5,5 und 12, in 8 M Harnstoff sowie in 1 % SDS-Losung (Bokman und Ward 1981; Clontech-
Produktinformation). Obwohl die Plastidenmembran eine starke Féhigkeit zur Entfaltung von Proteinen besitzt
(Endo et al. 1994), konnte moglicherweise die stabile Proteinstruktur des GFP nur zu einem teilweisen Import in die
Plastiden gefiihrt haben. Die anschlieBende Proteasebehandlung der in-vitro-Importansitze fiihrt dann, wie
beobachtet, zu einer Degradierung der au3erhalb der Plastiden liegenden Proteinbereiche und der Verkleinerung des
Proteins.

Die CLSM-Aufnahmen der transformierten Phaeodactylum-Zellen zeigen dagegen keinerlei Hinweis auf einen
unvollstindigen Membrandurchtritt der Fusionsproteine. Es ist anzunehmen, daf} verschiedene Chaperone die
Konformation des GFP-Proteins im ungefaltenen Zustand halten (Agashe und Hartl 2000). Ein unvollstindiger
Import in die Plastiden entsprechend den in-vitro-Daten wiirde bei der konstitutiven Expression der GFP-Proteine in
den Phaeodactylum-Zellen zu einer Blockade der Translokatoren in der Plastidenmembran und letztlich zum
Absterben des Organismus fiihren. Trotz der weiten Verbreitung von GFP als in-vivo-Transportmarker wurde eine
Blockade von Proteintranslokatoren durch das GFP-Protein jedoch bisher nicht beschrieben (Gerdes und Rudolf
1999).

Die in vivo wie auch die in vitro gewonnenen Ergebnisse deuten an, dal die ersten 23 Aminosduren der
Transitsequenz fiir den Import entscheidend sind. Die ersten neun Aminosduren scheinen jedoch in vitro nicht
notwendig zu sein. Die Deletion der Aminosduren (ToMoA9YM) resultiert ohne erkennbaren Effizienzverlust in

einem Transport in Erbsen-Plastiden (Abb. 3-3). Zusammengefafit lassen diese Daten darauf schlieBen, daf3 nicht die
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gesamte erste Hélfte, sondern lediglich das zweite Viertel der Transitsequenz eine wichtige Rolle fiir den Transport
der y-Untereinheit spielt. Diese Region bildet innerhalb der y-UE-Transitsequenz den Anfangsbereich der helikalen,
amphipatischen Struktur. Wie aber schon angefiihrt, wird dies durch die N-terminale Deletion der PRK-
Transitsequenz in in-vivo-Experimenten nicht unterstiitzt. Ob dies als Zeichen fiir verschiedene Transportsequenz-
Klassen zu bewerten ist, wie es die Lage der helikalen Doméne in der Diatomeen-Transportsequenz andeuten kdnnte
(Abb. 4-1), ist jedoch aufgrund der wenigen bekannten Transportsequenzen unsicher. Spekulativ ist die weitere
Uberlegung, daB die Sekundirstruktur des verkiirzten PRK-Proteins (amphipatische Helixstruktur) eine Deletion des

N-Terminus der Transitsequenz funktionell ausgleichen konnte.

Untersuchungen der N-terminalen Hélfte der Transitsequenzen zeigen in der Literatur ein uneinheitliches Bild.
Tendenziell scheint aber der N-terminale Bereich eine notwendige Transportfunktion zu besitzen.

Deletionen im Plastocyanin-Protein aus Chlamydomonas fihren in vitro zu einem Import in die homologen
Plastiden, wogegen in vivo dieser Bereich essentiell erscheint (Lawrence und Kindle 1997). Untersuchungen an
Plastocyanin von hoheren Pflanzen durch Hageman et al. (1990) zeigen dagegen in vitro die Abhédngigkeit der N-
terminalen Region fiir den Import.

Nach Pilon et al. (1995) wird die N-terminale Region der Ferredoxin-Transitsequenz als ein entscheidender Faktor
fiir die Lipid-Anbindung an die duBlere Plastidenhiille gesehen. Im weiteren liegt nach Rensink et al. (2000) eine
Beteiligung an der TOC-Anbindung vor. Untersuchungen zu Bindeaffinititen von Transitsequenz-Fragmenten der
kleinen Untereinheit der Rubisco kdnnen die Affinitdt des N-terminalen Bereiches zur Membran jedoch nicht
bestdtigen (van't Hof et al. 1991). Ivey et al. (2000) schldgt fiir die N-terminale Region der SSU von Rubisco eine
Funktion als Bindebereich fiir die plastiddren Hsp70-Chaperone vor, die mdglicherweise als ATP-abhéngige
Motoren das Préprotein in das Stroma ziehen.

Weitere Untersuchungen an den Bereichen der Transitsequenz sind notwendig, um ein klares Bild iiber die
Doménen der variablen Transportsequenzen zu erhalten. Es stellt sich aber die Frage, inwieweit die Ergebnisse bei
den hoheren Pflanzen fiir die in das CER translozierten Transportsequenzen iiberhaupt iibertragbar sind, da hier

moglicherweise verdnderte Lipid- und Transportbedingungen vorliegen (siche Kap. 4.5.).

4.2.6. ER-Retention und Chloroplastenimport

Losliche Proteine, die nach ihrem Import das ER nicht verlassen sollen, weisen C-terminal in Sdugern oder Pilzen
ein HDEL- oder KDEL-Peptidmotiv auf. Da davon auszugehen war, dal die Fusionsproteine der Plastiden-
Transportsequenz mit dem GFP sekretiert werden, wurden die atpCGFP-Konstrukte zusétzlich mit dem
Retentionssignal (DDEL) des ER-Chaperons BiP aus der Kieselalge Phaeodactylum versehen (Apt et al. 1995)
(Abb. 3-14). Das BiP-Protein ist an der Faltung und Erkennung nicht korrekt gefaltener Proteine beteiligt
(Leborgne-Castel et al. 1999). Die Retention der Fusionsproteine sollte zu einer verstirkten Fluoreszenz von ER-
lokalisierten Konstrukten fiihren, da die natiirliche Sekretion der GFP-Proteine unterbunden wird (Gomord und Faye
1996). Die Akkumulation von plastidar lokalisierten Fusionsproteinen vor ihrem Weitertransport in das ER sollte
zudem fiir die Proteine einen identischen, wenn nicht sogar starkeren Import bewirken.

Der Vergleich der Transformanden mit oder ohne BiP-Retentionssignal am Fusionsprotein zeigte jedoch keine
offensichtliche Steigerung der GFP-Fluoreszenz (Abb. 3-12). Beide BiPGFP-Konstrukte wiesen eine intensive
Fluoreszenz im ER auf. Dies konnte auf eine sehr hohe Expression zuriickzufiihren sein. Eine moglicherweise

,hatirliche Retention des GFP-Proteins im ER der Kieselalgen ist eher unwahrscheinlich.
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Transformationsexperimente bei der Apicomplexa Plasmodium zeigten eine Sekretion von GFP fusioniert an eine
Signalsequenz (Waller et al. 2000). Bei Hefen wurde jedoch ein unerwarteter Transport eines zu sekretierenden
GFP-Konstruktes in die Vakuole beschrieben (Kunze et al. 1999).

Alle verwendeten y-UE-Transportsequenzbereiche flihrten unabhéngig von Retentionssignal, bis auf die von den
atpC2GFP-Konstrukten, zu der gleichen Lokalisation von GFP in den Phaeodactylum-Zellen. Entgegen der
Erwartung zeigte das Fusionsprotein mit der kiirzesten Transitsequenz (atpC2GFP-DDEL) anstelle eines
Plastidenimports eine Lokalisation im ER. Der nicht beobachtete Plastidentransport deutet auf eine Konkurrenz des
DDEL-abhéngigen Retentionssystems mit dem Plastidenimportsystems. Zudem kann angenommen werden, daf3
beide Systeme direkt, im selben rdumlichen Kompartiment mit dem Plastidenimport- bzw. Retentionssignal
Wechselwirken konnen. Wére das Retentionssystem vor dem Plastidenimportsystem in einem getrennten
Kompartiment, so wiirden letztlich alle Proteine iiber das Retentionssignal zuriickgehalten (der umgekehrte Fall -
Plastidenimport vor ER-Retention — ist zytologisch nicht erklérbar).

Fiir die Retention von Proteinen im ER wurden bisher zwei generelle Mechanismen beschrieben (Teasdale und
Jackson 1996). Einerseits werden Proteine nach ihrer Sekretion aus dem ER in den Golgi-Apparat aktiv wieder
zuriicktransportiert, andererseits verbleiben Proteine direkt im ER (Fiillekrug et al. 1998). Das BiP-Protein wird iiber
den retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum ER zuriickgesandt (Kiihn et al. 1997). Der notwendige Rezeptor
(ERD2) fiir die Selektion der BiP-Proteine aus den zu sekretierenden Proteinen liegt groftenteils im cis-Golgi-
Netzwerk vor (Lewis et al. 1990; Hardwick et al. 1990). Falls fiir das atpC2GFP-DDEL-Protein eine vergleichbare
Retention wie fiir das BiP-Protein vorliegt, so wiirde dies auf einen retrograden Vesikeltransport innerhalb der vier
Hiillmembranen der Plastiden deuten, wobei der Rezeptor in der zweitinnersten Membran liegen wiirde. Vesikuldre
Strukturen sind innerhalb des periplastidiren Raum von verschiedenen Heterokontophyta gefunden worden

(Crawford 1973, Gibbs 1979).

4.3. in-vivo-Transport von Prasequenzen aus anderen Pflanzengruppen in
Phaeodactylum

Der Transport von Diatomeen- und Rotalgen-Transitsequenzen in die Plastiden von hoheren Pflanzen deutet
moglicherweise auf einen gemeinsamen Ursprung der Transportsysteme in der Plastidenhiillmembran hin. Durch die
Verwendung von Transportsequenzen aus verschiedenen Algen- und Pflanzenlinien fiir die Transformation von
Phaeodactylum sollte untersucht werden, ob sich die in vitro beobachteten Gemeinsamkeiten in vivo bestdtigen

lassen (Abb. 3-17, 3-18).

Daher wurde zunichst die Transitsequenz der y-Untereinheit der Spinat-ATPase mit bzw. ohne Signalsequenz an
das GFP fusioniert (TyspiGFP). Die Expression des Konstruktes ohne eine Signalsequenz in den Diatomeen mit
ihren vier Hiillmembran-Plastiden fiihrte zu keinem Import in die Plastiden. Nach der Fusion einer
Signalsequenzdoméne an die Spinat-Transitsequenz konnte jedoch ebenfalls kein Transport in die Diatomeen-
Plastiden nachgewiesen werden (SatpCTyspiGFP). Im Gegensatz dazu deutet die Fusion der Transitsequenz des
Plastocyanins aus Spinat an eine Signalsequenz aus Rindern wiederum einen Plastidenimport an (SppLTpcGFP).

Die gesamte Transportsequenz des PCP-Proteins aus dem Dinoflagellaten Symbiodinium spec. (Norris und Miller
1994), welche sowohl aus einer Signal- als auch aus einer moglichen Transitsequenz besteht, fiithrte in vivo zu einer

eindeutigen Lokalisation in den Diatomeen-Plastiden (STpcpGFP). Bei der ebenfalls beobachteten Lokalisation von
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GFP in der Peripherie des Plastiden konnte es sich um eine Akkumulation zwischen der Plastidenhiille und der
Giirtellamelle handeln.

Die Diatomeen-Zellen, transformiert mit Genbereichen der Transportsequenz der kleinen Untereinheit der Rubisco
aus Euglena gracilis, zeigen nach Expression der Konstrukte eine geringe Erkennung der Transportsignale der
Euglenophyten in den Kieselalgen. Die vollstindige SSU-Transportsequenz (SSU1GFP) und das um die Hélfte der
Transitsequenz verkiirzte SSU3GFP-Fusionsprotein weisen beide neben einer cytoplasmatischen auch eine ER-
Lokalisation auf. Die moglicherweise plastidire GFP-Lokalisation bei den SSU1GFP-Transformanden ist bei der

niedrigen Expressionsrate nicht sicher zu vermuten.

Obwohl nicht in allen Féllen ein Transport in den Chloroplasten der Diatomeen beobachtetet werden konnte,
unterstiitzen die in-vivo-Untersuchungen die These eines urspriinglichen, gemeinsamen Proteintransportsystems bei
den verschiedenen Organismen. Die Transitsequenz aus der hoheren Pflanze (Plastocyanin) und dem
Dinoflagellaten besitzen trotz geringer Sequenzhomologie gemeinsame Merkmale, die zusammen mit den
Diatomeen-Transportsequenzen zu einem Plastidenimport fithren kdnnen.

Der heterologe Import in die Kieselalgen-Plastiden und auch der durch eine Signalsequenz von Rindern und
Euglenophyten vermittelte GFP-Transport in das Diatomeen-ER belegt zudem die Konservation des ER-

Importapparats bei den verschiedenen Gruppen.

Im Detail bewirkt scheinbar nicht jede Transitsequenz-artige Proteinsequenz einen Transport in die Diatomeen-
Plastiden. Es ist nicht auszuschlieen, dal durch den niedrigen Konservierungsgrad der Transitsequenzen sich die
Polypeptide von anderen Organismengruppen verschiedenartig in den Diatomeen verhalten (v. Heijne 1989). Dies
konnte zu dem unterschiedlichen Ergebnis mit der Transportsequenz von Plastocyanin und der der y-Untereinheit
der ATPase aus Spinat gefiihrt haben.

Der, wenn tiberhaupt, geringe Plastidenimport bei den Euglenophyten ist moglicherweise in der relativ langen
Transportsequenzen dieser Organismen begriindet. Transportsequenzen von Euglenophyten besitzen eine Lange bis
zu rund 150 Aminoséuren, wobei der grofite Anteil auf die Transitsequenz entfallt (Sulli et al. 1995).
Untersuchungen von Schwartzbach et al. (1998) haben gezeigt, dal der Transport {iber das ER zum Golgi-Apparat
und dann vermutlich vesikuldr zu den Plastiden fiihrt. Eine wichtige Funktion fiir den Transport wurde hierbei dem
C-Terminus der Transitsequenz zugeordnet. Dieser fiihrt durch eine hydrophobe Domine zu einer Verankerung der
Transitsequenz in der ER-Membran (Sulli et al. 1999). Es ist nicht auszuschlieBen, dafl dieser Membrananker eine
Storung des weiteren Transportes bewirken kann. Die Deletion des Ankers steigert die Importrate in das ER und
fiihrt aber wie bei der Transitsequenz aus der y-Untereinheit aus Spinat zu einer Akkumulation in einer Post-ER-
Region, die nahe dem Plastiden liegt.

Der Transport der Dinoflagellaten-Prisequenz in die Diatomeen-Plastiden ist von Interesse, da fiir den
Plastidenimport in den Dinoflagellaten ein Proteintransport iiber den Golgi-Apparat analog der Euglenophyten
vorhergesagt wird (Schwartzbach et al. 1998). Dinoflagellaten weisen wie die Chromophyten eine zweigeteilte
Prasequenz auf, wobei die erste Doméne einer eukaryotischen Signalsequenz dhnelt (Norris et al. 1994; Sharples et
al. 1996). Die Dinoflagellaten-Signalsequenz ermdglicht den kotranslationalen Transport in ER-Vesikel (Lang
1996). Die zweite Doméne zeigt dagegen nur geringe Ahnlichkeiten zu Transitsequenzen der hoheren Pflanzen. Der
Import in die Diatomeen-Plastiden deutet erstmalig funktionell fiir diese Region eine Aufgabe als Transitsequenz an.
Die Expression der Dinoflagellaten-Transportsequenz in Phaeodactylum 1at zudem keinen Transport in das Golgi-

System erkennen.
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Der Transport der Dinoflagellaten-Prasequenz konnte auf den von Sarah Gibbs (1981) vorgeschlagenen vesikuldren
Transportproze3 innerhalb der vier Hiillmembranen der Diatomeen-Plastiden hinweisen. Andererseits konnte die
Dinoflagellaten-Transitsequenz durch einen Proteintranslokator der inneren CER-Membran erkannt worden sein

(Cavalier-Smith 1999).

4.4. Voruntersuchungen zum méglichen vesikuldren Transport im
periplastiddren Raum der Diatomeen-Plastiden
Elektronenmikroskopische Aufnahmen weisen fiir die Heterokontophyten auf vesikuldre Strukturen innerhalb der

Plastidenhiille hin (Bouck et al. 1965). Uber die Funktion dieser Vesikel kann derzeit keine gesicherte Aussage
getroffen werden. Es wurde vorgeschlagen, daf} sie an einem Metabolitentransport sowie an der Regulation der
periplastidiren Membranen beteiligt (Cavalier-Smith 1999) oder in einem vesikuldren Proteintransport involviert
sind (Gibbs 1981).

In beiden Fillen sind fiir die Bildung, Regulation und Stabilisierung der Vesikel Proteine zwischen den
periplastiddren Hiillmembranen notwendig (Martinez und Goud 1998). Um den Ort ihrer Funktion zu erreichen,
miissen diese Proteine mit einer Signalsequenz zuerst den sekretorischen Weg in das ER beschreiten, um
anschlieBend vermittelt durch ein derzeit unbekanntes Signal vom CER in den Intermembranraum der zweiten und

dritten Plastidenhiillmembran zu gelangen.

Der Transport von Proteinen in Vesikel ist bei Sdugern und Hefen schon weitreichend untersucht worden (Gerdes
und Rudolf 1999). Bei Pflanzen und im besonderen bei Algen ist dagegen sehr wenig bekannt (Fabry et al. 1992;
Fabry et al. 1995). Um Hinweise auf Proteine des vesikuldren Proteintransportes in der Plastidenmembran zu
erhalten, wurde nach der kodierenden Sequenz von kleinen GTPasen in der cDNA-Bibliothek aus Odontella
sinensis gesucht (Kap. 3.4.). Das Ziel war es, GTPase-Gene zu finden, die zusétzlich einen kodierenden Bereich fiir
eine Signalsequenz besitzen, da alle derzeit beschriebenen GTPasen des vesikuldren Transportes cytosolisch
vorliegen .

Die kleinen GTPasen des vesikuldren Transportes — die ARF- bzw. die RAB-Proteine (=YPT-Proteine) — gehoren
zusammen wie die RAN-, Rho- oder RAS-Proteine in die RAS-Superfamilie. Fiir die RAB- bzw. ARF-Proteine
werden eine Beteiligung an allen regulatorischen Vorgéngen der Vesikelbildung und Fusion vorgeschlagen
(Martinez und Goud, 1998; Ragnini-Wilson A. 1999). Es konnte gezeigt werden, daBl sie an der Aktivierung und
Stabilisierung von SNARE-Komplexen (,,soluble-NSF-attachment-protein-receptors®) beteiligt sind (Johannes et al.
1996). RAB- bzw. ARF-Proteine durchlaufen vermittelt {iber einen Membrananker einen membrangebundenen und

einen 16slichen Zustand (Novick und Zerial, 1997).

Aus der Kieselalge Odontella sinensis wurden drei PCR-Fragmente von kleinen GTPasen isoliert: die ARF1-
GTPase ist am COPI-Proteintransportweg (Golgi- zum ER-System) (Higo et al. 1993; Dascher et al. 1994), das
YPT1-Protein am COPII-Weg (ER zu Golgi-Apparat) (Palme et al. 1992; Barlowe et al. 1998) und das RABS-
Protein in der Endosomenfusion des phagotrophen Weges beteiligt (Chavier et al. 1990; Bucci et al. 1992).

Vom ARF1-und YPT1-Gen aus Odontella konnte das hintere Gen-Ende mit dem kodierenden Bereich fiir ca. 70 %
des Proteins isoliert werden. Vom RABS5-Gen wurde dagegen ein Genbereich fiir den N-terminalen Teil des Proteins
(31 %) gefunden. Die Translation des sehr kurzen 5’-untranslatierten Bereiches von RABS zeigt keinerlei
Transportsequenz und deutet somit auf eine cytoplasmatische Variante hin. Alle Genfragmente zeigen innerhalb

ihrer Lange die typischen funktionellen GTP-bindenden und regulatorischen Doménen der GTPasen (Sprang 1997,
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Lazar et al. 1997). Die Regionen G1, G3 und G4 sind an der Bindung der Phosphate im GTP- bzw. an der
Erkennung des Guanin-Ringes beteiligt und G5 wirkt stabilisierend auf die GTP-Erkennungsstelle. Die Region G2
stellt die Bindedoméne fiir Effektor-Komplexe dar (Shirataki et al. 1993; Horiuchi et al. 1997). Das ARF1-Fragment
weist aulerdem die Erkennungs- und die Bindestelle fiir das GTPase-aktivierende Protein (GAP) auf (Goldberg
1999). Das YPT1-Fragment zeigt zusdtzlich zu der GAP-Effektorregion das typische carboxyterminale Doppel-

Cystein-Motiv auf, an welches der Membrananker gebunden wird.

Nach der Isolation der gesamten Gensequenz aus der cDNA-Bibliothek von Odontella sinensis wurde eine
phylogenetische Betrachtung der drei GTPasen durchgefiihrt (Kilian 1999). Das YPT1-Gen gruppiert mit dem
Oomyceten Phytophtora infestans auflerhalb der Pflanzengruppe. Dies steht im Einklang mit der Vermutung, daf3
eine Oomycete als zweiter Wirt an der sekundiren Endocytobiose beteiligt war (Van de Peer und De Wachter 1997).
Phylogenetische Vergleiche mit dem RAB5-Protein zeigen eine Gruppierung mit verschiedenen hoheren Pflanzen,
was auf eine GTPase aus dem eukaryotischen Endosymbionten (vermutlich eine Rotalge) hindeuten konnte. Fiir
ARF1 kann keine klare Aussage zum Ursprung getroffen werden. ARF1 gruppiert weit entfernt von Pflanzen und
Pilzen mit Parasiten (Plasmodium) und Protisten (Giardia).

In weitergehenden Experimenten konnte nur mit Primern gegen YPT1-artige GTPasen ein Genfragment gewonnen
werden, welches im 5'-Bereich eine Sequenzerweiterung aufweist. Der Pré-Bereich kodiert fiir 27 Aminosauren, die
nach Berechnungen eine eukaryotische Signalsequenz von 15 Aminosduren fiir einen Transport in das ER
darstellen. Die Prozessierung der vermuteten Signalsequenz deutet auf eine zweite Transportdoméne vor dem reifen
Protein (;iQRHASKGYKEQTN,;) hin, die durch einen hohen Anteil geladener Aminosiduren gekennzeichnet ist.

Diese Region weist keinerlei Ahnlichkeiten zu bekannten Transportsequenzen auf.

Die YPT1-GTPasen sind bei Sdugern und Hefen an der Fusion von ER-Vesikeln mit der cis-Golgi-Zisterne im
COPII-Proteintransportweg beteiligt. Die Entdeckung eines YPTl-artigen Fragmentes mit einer mutmallichen
Signalsequenz konnte ein Hinweis auf einen mdglichen COPII-Proteintransportweg innerhalb des periplastiddren
Raumes sein. Dies deutet im weiteren darauf hin, dafl die zweitduBerste Membran der Diatomeen-Plastiden (innere
CER-Membran) Funktionen des ER iibernommen hat. Fiir die zweitinnerste Plastidenmembran wiirde dies
Charakteristika einer Golgi-artigen Membran vermuten lassen, wo das YPT1 seine Funktion bei der Vesikelfusion
ausiiben konnte. Entsprechend eines ER-zu-Golgi-Transportes wire zudem ein Riicktransport der Vesikel iiber den
COPI-Transportweg anzunehmen (Dupree und Sherrier 1998; Nickel und Briigger 1999). Entsprechend den
Ergebnissen zu der ER-Retention der verschiedenen GFP-DDEL-Varianten wiirde der Rezeptor fiir das
Retentionssignal des BiP-Proteins in der zweitinnersten Membran liegen (Gormord et al. 1999).

Nur durch vollstindige Isolation des YPT1-artigen Genes aus der cDNA-Bibliothek und die Untersuchung des

Proteintransportes kann eine eindeutige Aussage iiber Lokalisation der GTPase geben werden.

4.5. Endocytobiosen und Proteintransport in die Plastiden
Die Aufnahme eines photoautotrophen Organismus bei der priméren oder sekundidren Endocytobiose bedeutete eine

groB3e Umstellung der zelluldren Bedingungen fiir den spéteren Endosymbionten und fiir den Wirt. Im Laufe der Zeit
wurde die autarke Funktion des aufgenommenen Organismus immer mehr zu Gunsten einer Endosymbiose
reduziert. Gekoppelt war diese Entwicklung durch einen Transfer von Genen aus dem Endosymbionten-Genom in
den Kern des Wirtes, welcher nach Verlust der Gene im Endosymbionten-Genom zu einer genetischen

Abhéngigkeit des Endosymbionten vom Wirtsgenom fiihrte.
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Abbildung 4 - 4 Elektronenmikroskopische Aufnahme von isolierten Plastiden aus Odontella sinensis

Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt die verschiedenen Hullmembran-Zusammensetzungen nach der Isolation der
Plastiden nach Wittpoth et al. 1998. Im Bild markiert ist der Pyrenoid (Pyr), die Giirtellamelle (Gl), die Thylakoide und das Stroma
(Str). In der Plastidenhille (PH) ist der periplastiddre Raum (PR) und die periplastidaren Vesikel (V) zu beobachten. Die Isolation
der Plastiden fiihrt zum ZerreiRen der CER/ER-Vebindungen und resultiert in einer heterogenen Anzahl an Hillmembranen um den
Plastid. Die Ribosomen-besetzte dulere Hillmembran (rPM) ist jedoch teilweise vorhanden. (Aufnahme erstellt von Prof. Kowallik,
Universitat Disseldorf)

In diesem Kontext kann vermutet werden, dall zuerst die im Wirt exprimierten Endosymbionten-Proteine in den
Endosymbionten zuriicktransportiert wurden, bevor die entsprechenden Gene ihre Funktion im Symbionten-Genom
verloren.

Auch fiir den Wirt filhrte der Einbau von Endosymbionten-Genen in das Genom zu einer Verdnderung.
Phylogenetische Untersuchungen an Enzymen der Glykolyse weisen fiir einige Proteine auf einen mdoglichen

Ursprung aus dem Endosymbionten hin (Martin et al. 1993).

Der Ursprung der Plastidenhiillen und die Entwicklung der Proteinimportmechanismem in den Chloroplasten
hoherer Pflanzen ist derzeit ein Gebiet von gro3em Interesse. Einer der Hypothesen bei der Etablierung der priméren
Endocytobiose ist die phagotrophe Aufnahme des Cyanobakterien-Vorlduferorganismus durch einen Eukaryoten
(Calvier-Smith 2000). Ob die phagotrophe Membran wihrend der Evolution aufgeldst wurde oder ob es zu einer
Fusion mit der #&ufleren Hiillmembran des Cyanobakterien-Vorldufers gekommen ist, ist derzeit unklar.
Untersuchungen belegen jedoch in der &uBeren Hiillmembran Lipide (Joyard et al. 1991) und Proteine
eukaryotischen wie prokaryotischen Ursprungs (Reumann und Keegstra 1999). Eines der Proteine mit einem
wahrscheinlich cyanobakteriellem Ursprung ist der Proteintranslokator Toc75 (Bolter et al. 1998). Untersuchungen
deuten fiir das analoge Protein aus Synechocystis spec. SPP6803 (SynToc75) eine Exportfunktion fiir Proteine aus
dem Cyanobakterium an. In der Plastidenmembran besitzt der Translokator dagegen eine Importfunktion. Ein
einfacheres Erkldrungsmodell fiir die Umorientierung der Funktion ist bei dem Import kernkodierter plastiddrer
Proteine zu finden. Mehrere Komponenten des &ufleren Transportkomplexes sind wihrend der Evolution in den

Kern transferiert worden (Toc75, Toc86, Toc34).
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Abbildung 4 - 5 Transportsequenzen kernkodierter Plastiden-Proteine in Zusammenhang zu den
Algen-Entwicklungslinien

Schematische Darstellung verschiedener Pflanzenlinien mit zusatzlicher Darstellung eines reprasentativen, kernkodierten
plastidaren Praproteins. Der vereinfachte Stammbaum beruht auf Martin et al. (1998), Douglas (1998) sowie Delwiche und Palmer
(1997). Kernkodierte Plastiden-Proteine sind schematisch oberhalb des Namen des Pflanzen/Algenstammes angegeben: Ein rotes
Rechteck steht flr eine Signalsequenz und ein griines fir eine Transitsequenz. Ein gelbes Rechteck stellt das reife Protein dar. Die
Zahlenangaben neben den Namen der verschiedenen Pflanzen/Algenlinien stehen fir die Anzahl der Plastidenhlllmembranen.
(CER) : Chloroplasten-ER, (PG): Peptidoglucanwand zwischen den Plastidenhiillen.

Pra-y ATPase aus Odontella sinensis (Chromophyta) und Spinacia oleracea (hdhere Pflanze) bzw. Chlamydomonas reinhardtii
(Chlorophyta), LHC-Proteine aus Euglena gracilis (Euglenophyta), prACAB aus Chlorarachnion spec. (Chlorarachniophyta) und
pFNR aus Cyanophora paradoxa (Glaucocystophyta). Dinoflagellaten und Apicomplexa sind aufgrund ungesicherter Daten zur
Evolution bzw. durch groRe Heterogenitat nur angedeutet. Als Beispiele fiir plastidare Praproteine kann fir Dinoflagellaten das PCP
aus Symbiodinium spec. und fiir die Apicomplexa das ACP-Protein aus Toxoplasma gondii angesehen werden.

Es ist vorstellbar, da einige der Translokator-Komponenten genauso wie die Proteine der duBeren
Plastidenmembran OEP7, 14, 16, 24 cytosolisch exprimiert und anschlieend in die Membran integriert sind (Heins
et al. 1998; Cavalier-Smith 2000). Erst nachtriaglich haben die meisten Komponenten spezifische Transportsignale
erhalten (Liibeck et al. 1997). Bei gleichbleibender Integrationsorientierung der Plastiden-Proteine ist das Protein

und somit die Funktion aus Sicht der ,,Plastide” umgekehrt.

Bei den Plastiden mit zwei Hiilllmembranen verléuft der Proteinimport posttranslational. Die Untersuchungen zum
Transport der y-Untereinheit aus Odontella in Erbsen-Plastiden in vitro und die der Dinoflagellaten- bzw. der
hoheren Pflanzen-Transportsequenz in vivo (Kap. 3.2. bzw. 3.3.2.). sprechen zusammen mit den Untersuchungen an
plastiddren Rotalgen- und Griinalgen-Proteinen fiir eine Verwandtschaft der Transportapparate (Yu et al. 1988; Apt
et al. 1993). Entsprechend der vermuteten Evolution der Diatomeen-Plastiden aus den Rotalgen sind die
konservierten Translokatoren in den beiden innersten Membranen der Diatomeen-Chloroplasten zu vermuten.

Erklarbar ist die Verwandtschaft der Transportsysteme der Plastiden {iber den moglichen Gentransfer bei der
Etablierung der sekundidren Endocytobiose. Neben einem direkten Gentransfer vom Plastidengenom in das neue

Wirtsgenom, fand voraussichtlich auch einer vom ersten in das zweite Wirtsgenom statt. Der Transfer von
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kernkodierten Plastidengenen aus dem ersten Wirtsgenom konnte zu einer Beibehaltung des plastiddren
Importweges gefiihrt haben, da diese schon mit einem funktionierenden Transportsystem verkniipft waren. Eine
schnellere Entwicklung eines Riicktransportsystemes konnte durch die von Hauber et al. (1994) vorgeschlagenen
Endocytobiose eines photoautotrophen Eukaryoten durch eine andere Alge ermdglicht worden sein. Hierbei konnte

auf schon vorhandene plastiddre Gene im zweiten Wirt zuriickgegriffen werden.

Bei der sekunddren Endocytobiose sind durch die Aufnahme eines photoautotrophen Eukaryoten durch eine
eukaryotische Wirtszelle zuerst ,,Plastiden* mit vermutlich vier Hiillmembranen entstanden (Cavalier-Smith 1999).
Die beiden innersten Membranen gehdren zur eigentlichen Plastide des Endocytobionten, die zweit dulerste
Membran entspricht der Plasmalemma-Membran des ersten Wirtsorganismus und die &uBerste Membran der
phagotrophen Membran des zweiten Wirtes. Die bei allen Plastiden mit mehr als zwei Hiillmembranen beobachtete
Signalsequenz der kernkodierten Plastiden-Proteine 14t vermuten (Abb. 4-5), dal die Plastiden-Proteinen zuerst
iber den sekretorischen Weg vom ER zum Golgi und dann in Vesikel verpackt zur phagotrophen Membran
transportiert worden sind. Dieser Transportweg wird derzeit fiir die Chlorarachniophyten- und Apicomplexa-
Priproteine angenommen (Bodyl 1997, Cavalier-Smith 1999).

Fir die Euglenophyten ist ein vergleichbarer Transportweg zur Plastide schon hinreichend untersucht worden
(Schwartzbach et al. 1998). Innerhalb der Plastidenhiille liegt jedoch moglicherweise durch den postulierten Verlust
der Plasmalemma-Membran des ersten Wirtes ein andersartiger Transport vor (Cavalier-Smith 1999).

Fir die Chromophyten, zu denen auch die Diatomeen gehdren, ist jedoch durch eine Verschmelzung der
phagotrophen Membran mit dem ER der Transport iiber das Golgi-System unnétig (Gibbs 1981; Cavalier-Smith
1999). Der Import der y-Untereinheit der plastiddren ATPase und des PRK-Proteins in ER-Vesikel belegt, dall der
erste Transportschritt fiir den Eintritt in die Diatomeen-Plastiden iiber das endoplasmatische Reticulum erfolgt (Kap.
3.1).

Fiir die Annahme, daf3 der Proteintransport in die komplexen Plastiden direkt nach der sekundédren Endocytobiose
erst einmal iiber das ER und Golgi-System zu den Plastiden erfolgte (Calvalier Smith 1999), ist eine Sortierung der
Plastiden-Proteine im Golgi-Apparat in Vesikel zu postulieren. Ein Hinweis hierfiir kann in dem Proteintransport
von Plastiden-Proteine der Apicomplexa gesehen werden. Plastiden-Proteine der Apicomplexa besitzen wie die der
Diatomeen eine N-terminale Signalsequenz und werden nach einem ER-Import iiber den Golgi-Apparat zum
Apicoplast transportiert (Waller et al. 2000). Untersuchungen mit Hilfe des GFP-Proteins zeigen die Abhéngigkeit
des Plastidenimports von der Transitsequenzdomine (Waller et al. 2000). Ohne den Transitsequenzbereich in der
Prisequenz wird das GFP-Protein sekretiert. Dieser Sortiermechanismus konnte bei den Diatomeen nach der
Verschmelzung des ER mit der phagotrophen Membran zu einem Riicktransportsystem von Plastiden-Proteinen zu
dem CER umgewandelt worden sein. Eine Beteiligung eines Homologs des Transitsequenz-Rezeptors (TOC159) an
der Sortierung ist vorstellbar (Abb. 4-6). Als Hinweis fiir eine ,,Golgi->ER“-Retention kann eventuell die starke
GFP-Akkumulation von atpC1GFP mit oder ohne dem ER-Retentionssignal DDEL gesehen werden.

Durch welchen Mechanismus die Plastiden-Proteine nach ihrem Eintritt in das ER {iiber die ehemalige
Plasmalemma-Membran des ersten Wirtes transportiert werden, ist derzeit ungewi. Es werden derzeit zwei
Modelle diskutiert. Nach Cavalier-Smith (1999) erfolgt ein direkter Transport {iber die zweite Membran durch einen
Translokator in den periplastidiren Raum und anschlieBend einer entsprechend den hdheren Pflanzen iiber den
TOC/TOC-Translokator in die Plastiden (Abb. 4-7A). Sarah Gibbs (1979) postulierte dagegen eine vesikuldre
Translokation durch den periplastiddren Raum (Abb. 4-7B).
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Schematische Darstellung der méglichen Transportwege von kernkodierten Plastiden-Proteine tiber das CER (ER) in den Plastid
bzw. Thylakoid. Direkter Transport Uber die ehemalige Plasmalemma-Membran des ersten Wirtes fur Proteine des
Intermembranraumes bzw. Plastiden-Proteine, die anschlielend iber den TOC/TOC-Komplex in das Stroma transportiert werden
(a). Andererseits konnten die Plastiden-Proteine in Vesikel verpackt werden, die anschlieBend mit der nachsten Membran
fusionieren (b). Die Proteine kdnnten dann anschlieBend Uber den TOC-Komplex alleine transportiert werden. Innerhalb der
Plastiden erfolgt der Weitertransport méglicherweise analog den bekannten Transportwegen.

Pfeile in violett bezeichnen experimentell gesicherte Transportwege und Pfeile in rosa mdgliche Wege. Schematisch ist die
Signalsequenz rot, grin die Transitsequenz und gelb das reife Protein dargestellt. (3<) stellen entscheidende Proteasen dar
(Signalpeptidase, stromale Transitpeptidase), (OST) bezeichnet die Oligosaccharyltransferase zur Glykosylierung von ER-
Proteinen, (SRP-R) den SRP-Rezeptor des kotranslationalen Importapparates und (ERD) den (K/H/D)DEL-Rezeptor des ER-
Retentionssystems.

Um die Plasmalemma-Membran direkt zu durchqueren, konnte als moglicher Translokator das fiir den Export von
glykosylierten und missgefaltenen Proteinen aus dem ER-Lumen zustindige Transportsystem adaptiert worden sein
(Hiller et al. 1996; Romisch et al. 1997; Ivessa et al. 1999). An dem Export aus dem ER wird eine Beteiligung des
Sec-Membrankomplexes (sec61) vermutet (Romisch 1999).

Ebenfalls konnte das Transitsequenz-Transportsystem (TOC) hierbei beteiligt sein (Abb. 4-6). Alle Komponenten
des Plastidenimportapparates sind bei hoheren Pflanzen im Kern kodiert (Keegstra und Frohlich 1999). Um zu den
inneren Plastidenhiillmembranen der Diatomeen zu gelangen, muflten die Proteine in das die Plastiden umhiillende
ER transloziert werden. Es ist durchaus denkbar, da3 hierbei die Komponenten des Translokators zusitzlich in die

innere CER-Membran integriert sind.

EM-Aufnahmen zeigten schon in den sechziger und siebziger Jahren die Existenz von vesikuldren Strukturen in der
Membran verschiedener heterokontophytischer Algen (z.B. Bouck 1965, Crawford 1973). Die These einer

Beteiligung der periplastidiren Vesikel an einem Proteintransport wurde durch Untersuchungen der
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Proteinbiosynthese bei der Heterokontophyta Ochromonas danica aufgeworfen (Gibbs 1979). Die Inkubation der
Algen mit Chloramphenicol oder Spectinomycin, zwei Inhibitoren der bakteriellen Proteinbiosynthese, bewirkt eine
starke Akkumulation von Vesikeln im periplastiddren Raum (Smith-Johannssen und Gibbs 1972; Smith-Johannssen
et al. 1980). Dagegen fiihrt die Hemmung der cytoplasmatischen Proteinbiosynthese und somit auch der Synthese
von kernkodierten Plastiden-Proteinen mit Cycloheximid zu einer Verringerung der periplastiddren Vesikel (Gibbs
1979).

Das in Kapitel 4.4. beschriebene Yptl-artige Genfragment mit dem mdglicherweise kodierenden Bereich fiir eine
Signalsequenz deutet eventuell auf einen vesikuliren Mechanismus, der eine analoge Funktion zu dem
Proteintransport nach dem COPII-Mechanismus (ER->Golgi) besitzt. Auch die teilweise Hemmung des
Plastidenimports von plastiddrem Proteinen durch das ER-Retentionssignal BiP (Kap. 4.2.6.) spricht aufgrund des
Mechanismus der BiP-Protein-Retention fiir eine Beteiligung eines vesikuldren Proteintransportweges (Abb 4-6
Weg b). Der fiir den Riicktransport notwendige VesikelfluB von der zweitinnersten Plastidenhiillmembran zur
inneren CER-Membran, konnte zudem dafiir sorgen, den Membranhaushalt der beiden inneren Membranen der
Plastiden im Gleichgewicht zu halten oder Metabolite des Chloroplasten zum ER zu transportieren (Bouck 1965).
Der vesikuldre Proteintransportweg schliet einen Translokator in der Membran nicht aus. Jedoch anstelle Plastiden-
Proteinen den Eintritt in den periplastiddren Raum zu ermoglichen, dient dieser dazu, Proteinkomponenten fiir den

Vesikelauf- bzw. -abbau zu translozieren.

Cavalier-Smith schlug fiir den Transport iiber die beiden inneren Plastidenmembranen einen Transport iiber die
beiden bei hoheren Pflanzen bekannten TOC/TOC-Translokatorkomplexe vor (Abb. 4-6 Weg a) (Cavalier-Smith
2000). Der Transport der Diatomeen-y-Untereinheit der plastiddren ATPase in die Plastiden aus hoheren Pflanzen
konnte hierfiir sprechen (Kap. 3.2.). Dieses Ergebnis schlie3t jedoch einen vesikuldren Transport bei den Diatomeen
nicht aus. Untersuchungen an Mitochondrien haben die Existenz zweier unabhingig voneinander agierender
Transportsysteme gezeigt (Segui-Real et al. 1993). Auch fiir die Chloroplasten-Translokatoren konnte dies an
osmotisch gestreBten Plastiden durch Scott und Theg (1996) nachgewiesen werden (Abb. 4-7). Nach der Sekretion
der Proteine aus den Vesikeln in den Intermembranraum der beiden innersten Hiillmembranen wiirde im Anschluf3

nur ein Transport iiber den TOC-Komplex in die Plastiden stattfinden.

Es ist zu anzunehmen, dal} der beobachtete Vesikelflul zwischen den beiden inneren Membranen der Plastidenhiille
zu einer Angleichung der Lipidzusammensetzungen der Membranen gefiihrt hat. Dies konnte wiederum auf die
Bindeeigenschaft der Transitsequenz an die Membran einen EinfluB haben. Ob dies einer der Griinde fiir das
unterschiedliche Aussehen der Transitsequenzen der Diatomeen ist oder die schon erwidhnte Trennung zwischen

mitochondrialen und plastidiaren Sequenzen (Kap. 4.2.1.), ist ungewif.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse und der derzeitigen Literatur kann nicht zwischen den beiden vorgestellten
Modellen (Abb. 4-6 a und b) sicher unterschieden werden. Es muf} sich jedoch gefragt werden, warum die
chemalige Plasmalemma-Membran der Diatomeen nicht ebenfalls, wie fiir die Dinoflagellaten und Euglenophyten
vermutet, aufgeldst wurde, wenn sie iiber einen Translokator bzw. Pore direkt durchschritten werden konnte.

Eine alleinige Funktion der beobachteten Vesikel zum Metabolit- und Ionentransport (Cavalier-Smith 2000) ist
zudem nur schwer ersichtlich, da nicht auszuschlielen ist, dal hierbei Proteine in die Vesikel zufillig verpackt

werden.
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Fiir weitergehenden Untersuchungen konnen die Transformanden mit verkiirzter FCP-Transitsequenz von
Bedeutung sein (Kap. 3.3.2.3.). Im Gegensatz zu der eindeutigen ER-Lokalisation des GFPs in den atpC1GFP-
Transformanden, zeigt sich eine Akkumulation des GFPs in einem Kompartiment direkt assoziiert am Plastid. Ob es
sich hierbei vielleicht um eine Ansammlung im periplastiddren Raum (direkte Translokation) oder im
Membranraum zwischen der ersten oder zweiten Plastidenmembran (Vesikeltransport) handelt, konnen nur

immunoelektronenmikroskopische Untersuchungen kldren.

4.6. Intraplastidarer Proteintransport der Diatomeen
Fiir das Verstindnis des Proteintransports von kernkodierten Plastiden-Proteinen in den Kieselalgen ist auch die

intraplastidire Verteilung importierter Proteine von Interesse (Robinson et al. 2000). Bei hoheren Pflanzen sind
verschiedene Transportwege beobachtet worden. Lumenale Proteine werden iiber den Sec- und iiber den ApH-Weg
transportiert. Fiir thylakoidale Membranproteine wurde die direkte Integration und ein SRP-abhingiger Weg
beschrieben. Untersuchungen zum Thylakoidtransport bei den Algen fehlen groftenteils. Vor allem fiir Algen, die
aus einer sekundidren Endocytobiose entstanden sind, ist nichts iiber die moglichen Unterschiede oder

Gemeinsamkeiten des thylakoidalen Proteintransportes bekannt.

4.6.1. Das Diatomeen-Thylakoidimportsystem

Die bisher einzigen verfiigbaren Untersuchungen an Algen zum Import in die Thylakoide wurden bei den
Chlorophyten gewonnen. Riifenacht und Boschetti etablierten 1997 ein in-vitro-Thylakoidimportsystem aus
Chlamydomonas. Mit diesem System wurden in Gegenwart von 5 mM ATP und stromalem Extrakt homologe
Proteine des Sec- bzw. ApH-Weges in die Thylakoide importiert. Durch die fehlende Analyse der
Importbedingungen konnten jedoch keine Aussagen iiber den genauen Mechanismus getroffen werden.

Bei Diatomeen sind nur wenige Methoden fiir die Isolation von Thylakoidmembranen bekannt. Von Martinson et al.
(1998) wurde zum Beispiel eine Methode zur Isolation von Thylakoiden aus Cylindrotheca fusiformis beschrieben.
Die mit 2 M Sorbit isolierten Thylakoidmembranen zeigten einen Elektronentransport und waren zur
Sauerstoffentwicklung befdhigt. Untersuchungen zum Proteintransport wurden mit diesen Membranen nicht
durchgefiihrt.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Verfahren zur Isolation von Thylakoiden stellt eine einfache und schonende
Methodik fiir die grofen einzelligen Diatomeen Odontella sinensis und Coscinodiscus granii dar. An die
Isolationsmethode mufite die Bedingung gekniipft werden, einen transmembranen Protonengradienten aufbauen zu
konnen. Dieser stellt die Triebkraft fiir den sec-unabhéngigen Proteintransportweg (ApH-Weg) in das
Thylakoidlumen der hoheren Pflanzen dar (Mould und Robinson 1991). Die Thylakoide aus Coscinodiscus zeigten
nach der Isolation einen Elektronentransport (Hill-Reaktion) und wie fiir die Untersuchungen gefordert, eine

reversible Ausbildung eines ApH-Gradienten bei Belichtung.

4.6.2. Integration von FCP in die Thylakoidmembran

Die Lichtsammelkomplexe der Photosysteme in den Diatomeen werden durch die FCP-Proteine gebildet. Sie binden
Chlorophyll a und ¢ sowie das Carotinoid Fucoxanthin. Nach Green und Durnford (1996) besitzen die FCP-Proteine
eine vergleichbare Struktur wie die LHC-Proteine der hoheren Pflanzen. Diese Analogie konnte ebenfalls fiir die

FCP-Proteine auf einen vergleichbaren Proteintransport in die Thylakoidmembranen hindeuten.
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Zur begrifflichen Klarung wird im weiteren der Begriff ,,LHC* fiir die LHC-Proteinen der hoheren Pflanzen

verwendet und nicht als Sammelbegriff fiir die Protein-Familie aller Lichtsammelproteine.

LHC-Proteine der hoheren Pflanzen werden nach Untersuchungen von Li et al. (1995) mit einem zu Prokaryoten
und Eukaryoten verwandten Transportweg in die Thylakoidmembran der Plastiden integriert. Es konnte ein am
LHC-Transport beteiligtes Protein isoliert werden, welches Homologien zum 54-kDa-Protein des
Signalerkennungspartikels (SRP) des kotranslationalen Transportes zeigte (cpSRP54) (Li et al. 1995)
Untersuchungen von Hoffman und Franklin (1994) wiesen zudem eine GTP-Abhédngigkeit fiir den LHC-Import
nach.

Obwohl zunéchst von einer Beteiligung einer RNA-Komponente im plastidiren SRP ausgegangen wurde, belegen
neuere Untersuchungen bei hoheren Pflanzen eine Beteiligung eines 43 kDa-Protein-Dimeres (cpSRP43) im
plastiddren SRP-Weg anstelle der RNA (Schuenemann et al. 1998). Rekonstitutionsexperimente mit dem cpSRP54,
dem cpSRP43 und dem cpSRP-Rezeptor (cpFtsY) fiihrten unter GTP-Zugabe zu einem Transport von LHC-
Proteinen in die Thylakoidmembran (Kogata et al. 1999; Tu et al. 1999).

4.6.2.1. SRP-abhangige und unabhangige FCP-Integration

Nach Strukturanalysen der FCP-Proteine findet sich innerhalb der Prdsequenzen &hnlich wie in LHC-Proteinen
héherer Pflanzen kein Adressierungssignal fiir die Thylakoide. Die Transformation von Phaeodactylum tricornutum
mit dem FCPGFP-Konstrukt zeigt demgemél eine Lokalisation des Fusionsproteins im Stroma. Dies weist ebenso
wie fir die LHC-Proteine hoherer Pflanzen auf eine Thylakoidtransferdoméine innerhalb des reifen Proteins hin.
Untersuchungen zum LHC-Import belegen, dafl die Prisequenzen der LHC-Proteine nur fiir den Import in die
Plastiden zustindig sind und zudem austauschbar mit anderen Transitsequenzen sein kdnnen (Cline 1988; Lamppa

et al. 1988).

Da die FCP-Proteine keine prozessierbare Thylakoidtransferdoméne besitzen, ist die Erkennung der Integration
nicht mit einer Aktivitit der thylakoidalen Transitpeptidase gekoppelt (Halpin et al. 1989; Wallace et al. 1990;
Kroth-Pancic 1995) Ein Nachweis der Integration durch Verdnderung des Laufverhaltens im SDS-Proteingel war
deswegen nicht méglich. Zur Uberpriifung, ob Proteine in die Membran integriert worden sind, werden in der
Literatur verschiedene chaotrope Salze und pH-Bedingungen zur Waschung der Membranen beschrieben. Wiese et
al. (1999) verwendete eine NaOH-Losung zur Betrachtung der Lokalisation von Hexokinase I in der dufBleren
Plastidenhiille, wohingegen ein Na,COs;/DTT-Waschmedium zur Bestimmung der HCF136-Lokalisation im
Thylakoidlumen genutzt wurde (Meurer et al. 1998).

Eine Untersuchung zur Effizienz von Waschmedien wurde von Breyton et al. (1994) fiir verschiedene Plastiden-
Proteine durchgefiihrt. Die beste Ablosung unspezifischer Proteine von Membranen wurde mit Harnstoff (6,8 M)
und KSCN (2M) erreicht. Diese beiden Medien erlaubten auch die Bestimmung der Membranintegration von
YCF32 aus Arabidopsis (Mant und Robinson 1998).

Die Waschung von Thylakoiden aus Coscinodiscus mit Na,CO3/DTT (85 mM), NaCl (2 M), KSCN (2M) und
Harnstoff (6,8M) nach einer Inkubation mit mFCP- oder iFCP-Protein zeigte nur bei den letzteren drei Medien eine
brauchbare Entfernung von ungebundenen Proteinen (Kap. 3.5.1.). Dreimalige KSCN-Waschungen der
Thylakoidmembranen zeigen nach der Inkubation zudem die Stabilitdt der Integration von FCP-Proteinen (Abb. 3-
29). Fiir die weiteren Untersuchungen wurde deswegen KSCN (2M) als Waschmedium fiir den Importnachweis

verwendet. Parallel dazu wurden zur Kontrolle des Imports Proteasebehandlungen durchgefiihrt.
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Obwohl frithere Untersuchungen fiir den LHC-Import neben dem stromalen Extrakt den Bedarf von ATP andeuten
(Cline 1988; Cline et al. 1992), gilt heute eine Abhingigkeit von GTP beim Import von LHC-Proteinen der hoheren
Pflanzen als gesichert (Hoffman und Franklin 1994). Eine Abhéngigkeit von ATP fiir die Integration der FCP- oder
LHC-Proteine in die Diatomeen-Thylakoide konnte nicht bestitigt werden. Statt dessen zeigte sich bei der
Inkubation der FCP-Proteine mit Thylakoiden aus Odontella unter den Importbedingungen fiir den sec-, ApH- und
SRP-Weg nur eine Steigerung des Imports nach Zugabe von GTP und stromalen Faktoren (Kap. 3.5.2.). Das gleiche
Verhalten findet sich auch in Importexperimenten mit heterologen Thylakoidvesikeln aus der Kieselalge
Coscinodiscus granii. Die Aktivierung betrug bei Odontella bzw. Coscinodiscus durchschnittlich das zwei- bis
dreifache der beobachteten GTP-unabhingigen Integrationsrate. Eine Konzentrationsreihe in Gegenwart von
stromalen Extrakt belegt die strenge Abhéngigkeit des FCP-Imports von GTP (Abb. 3-32). Die maximale
Integrationsrate fiir das FCP-Protein wurde nach Zugabe von ungeféhr 10 mM GTP erreicht.

Die Abhédngigkeit von GTP und stromalen Faktoren deutet fiir die FCP-Proteine auf einen vergleichbaren Transport

iiber den SRP-Transportweg wie fiir hhere Pflanzen hin.

Die FCP-Integration in die Thylakoidmembran erfolgt auch ohne eine vorherige Bindung von Carotinoiden oder
Chlorophyllen. Dies deutet, wie fiir hohere Pflanzen beschrieben (Kohorn und Auchinocloss 1991), auf einen nicht-
gekoppelten Prozel von Import und funktionellem Zusammenbau des Lichtsammelproteins hin. Weiterhin ist der
Import analog zu dem der hoheren Pflanzen unabhingig von der Prozessierung der Transitsequenz (Yalovsky et al.
1992). Weder das Diatomeen-FCP mit Stroma-Adressierungssignal (iFCP) noch die Vollidngenvariante (pFCP)

zeigen ein unterschiedliches Integrationsverhalten zu der reifen Form (mFCP).

Obwohl die Waschungen der Thylakoide nicht importierte FCP-Proteine ablosen konnten, zeigte sich in den
Importexperimenten eine durchschnittliche verbleibende FCP-Proteinmenge von rund 10 % auch ohne alle Zusitze.
Eine Mitwirkung von Membranproteinen bei der FCP-Integration konnte durch eine vorherige Protease- oder
EDTA-Behandlung der Thylakoide nicht beobachtet werden (Abb. 3-31, 3-32). Zudem scheint die Tendenz zur
GTP-unabhingigen Integration nicht an die Art der Membran gebunden zu sein. Die Inkubation von iFCP-Protein
mit Erbsen-Thylakoiden ohne weitere Zusitze (Abb. 3-33) zeigt ebenso eine Integration wie die Inkubation des
Proteins mit ER-Membranen (Abb. 3-32B).

Dieses Verhalten der FCP-Proteine kann {iber eine spontane Integration analog dem CFy-1I-Protein erkldrt werden
(Michl et al. 1994). Proteine wie CFyll und PSII-W werden ohne jegliche weitere Faktoren vermutlich dhnlich dem
M13-Hiillprotein iiber eine aus zwei Membranhelices gebildete ,,Loop“-Struktur integriert (Kuhn et al. 1995;
Robinson et al. 1996; Kim et al. 1998; Thompson et al. 1998). Studien mit verschiedenen Histidin- oder GFP-
verkniipften LHC-Proteinen deuten ebenfalls eine Beteiligung einer ,,Loop“-Struktur (Membranhelix 1 und 2) fiir
die Integration von LHCII-Proteinen an (Kosemund et al. 2000). Kim et al. konnte zudem eine spontane Integration
eines Schwachlicht-induzierten Proteins (ELIP) aus Arabidopsis und dem psbS-Protein zeigen (Kim et al. 1998).
Beide Proteinklassen werden als mogliche evolutiondre Vorldufer der LHC-Proteine diskutiert (Green und

Kiihlenbrandt 1995).

4.6.2.2. Heterologe Integration von FCP und LHC
Der GTP-abhingige Import von FCP in die Diatomeen-Thylakoide legt die Vermutung nahe, da FCP- und LHC-

Proteine die gleichen Transportwege zur Membranintegration benutzen. Eine kreuzweise Inkubation von LHC mit

Diatomeen-Thylakoiden und von FCP mit Erbsen-Thylakoiden war daher naheliegend.
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Importexperimente mit dem FCP-Protein und Erbsen-Thylakoiden bestitigen eine kreuzweise Integration. Bei
Zugabe von 8 mM GTP und stromalem Extrakt wurde eine doppelte Integrationsrate von FCP im Vergleich zu
Ansétzen ohne GTP beobachtet (Abb. 3-33A). Zudem zeigt es auch bei den Thylakoiden der héheren Pflanzen die
Tendenz zur unspezifischen Integration. Eine mehrfache Waschung mit KSCN (2M) 16ste nicht alles spontan
integriertes FCP-Protein aus der Membran (Abb. 3-33B).

Fir die Untersuchung der LHC-Integration in Thylakoide aus Coscinodiscus granii wurden zwei verschiedene
LHC-Proteine verwendet, das LHCal-Protein aus dem Photosystem I von Arabidopsis und das LHC-Protein der
Erbsen aus dem Photosystem II. Beide Proteine integrieren in Gegenwart von GTP und Stroma in die Diatomeen-
Thylakoide (Abb. 3-34).

Die GTP-Menge fiir eine maximale Integration des Erbsen-LHCs in die Diatomeen-Thylakoide liegt nach einer
Konzentrationsreihe in der gleichen Groenordnung wie beim FCP. Dies weist auf ungeféhr vergleichbare GTP-
Bedingungen fiir den LHC- wie fiir den FCP/cpSRPp;siomee-Komplex hin.

Der Import der LHC-Proteine aus dem Photosystem I und II in die Diatomeen-Thylakoide demonstriert, dal das
Diatomeen-SRP-System nicht zwischen den beiden LHC-Klassen unterscheidet. Dies ist von besonderem Interesse,
da fiir Diatomeen bisher nicht zwischen verschiedenen FCPs fiir die Photosysteme unterschieden wird. Eine
abweichende FCP-Form ist aber bei der Charakterisierung von sechs FCP-Genen aus der Kieselalge Cyclotella
cryptica beobachtet worden. Die Aminosiuresequenz dieses FCP-Proteins zeigte Ahnlichkeiten zu denen aus

hoheren Pflanzen (Eppard und Rhiel 1998).

Die Integration der verschiedenen FCP- bzw. LHC-Proteine in die Thylakoide aus verschiedenen Organismen unter
den vergleichbaren Bedingungen weist auf eine hohe Ahnlichkeit der Systeme hin, die fiir die Integration der
Proteine in die Thylakoidmembran verantwortlich sind. Dies wiederum spricht fiir einen gemeinsamen Ursprung der

Plastiden von Diatomeen und hoherer Pflanzen.

4.6.2.3. Untersuchungen zum Bindebereich der cpSRP in FCP-Proteinen
Der Import von LHC- und FCP-Proteinen in die Thylakoide der anderen Algen- bzw. Pflanzengruppe ergibt die

Frage, ob beide Lichtsammelkomplexe die gleichen Erkennungsstellen fiir die plastiddren SRPs besitzen.

1992 konnte Auchinocloss et al. durch eine Vielzahl von Deletionen zeigen, daf} fiir die Integration der LHC die
dritte Helix des Proteins notwendig ist. Gelverzogerungsexperimente durch DeLille et al. (2000) deuteten kiirzlich
auf eine 18 Aminosédure lange SRP-Erkennungsregion, an die das cpSRP43-Protein bindet (Tu et al. 2000). Die
Erkennungsdomane liegt nach Strukturvorhersagen im spéteren stromalen Bereich zwischen der Membrandoméne 11
und IIT des LHC-Proteins (~ Pos. 155).

Wie die Abbildung 4-7 darstellt, ist die Erkennungsregion bei Odontella und in den meisten FCP-Proteinen der
Chromophyten nicht zu finden. Nur das FCP-Protein von Isochrysis galbana (Chrysophyceae) und das FCP6 von
Cyclotella cryptica (Diatomee) weisen Homologien zu den Spermatophyten- und Chlorophytensequenzen auf und
zeigen das beschriebene Erkennungsmotiv.

Innerhalb der experimentell bestimmten Binderegion zeichnen sich jedoch sechs Aminosduren (.;s5sFDPLGL) ab,
die homolog zu Sequenzen aus anderen Organismen sind (Abb. 4-7). Hierbei konnte es sich moglicherweise um das
entscheidende Motiv fiir die Bindung des cpSRP43 handeln. Dieses kurze Aminosdurenmotiv findet sich leicht

abgewandelt bei allen FCPs vor der Membrandoméne I (~ Pos. 50).
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~ Pos.50 ~ Pos.140
| |
osFCPa ...FDPLGM. .. ... .MK--------- DVTGEGEFPGDFRNGALDFG---WDTFD-E. . .
scFCPa ...FDPLGL. .. ... MK--------- DVTGDNEFVGDFRNGALDFG---WDTFD-E. . .
ccFCP2 ...FDPLGL. .. ... MK--------- DVTGEGEFVGDFRNGALDFG---WDTFD-E. . .
ptFCPa .. .WDPLGL. .. ... .MK--------- DITG-GEFVGDFRNNYLDFG---WDTFS-E. ..
mpFCPa .. .WDPLGL. . . ... .MK--------- NV--EGSFPGDFTLGGNPFGA-SWDAMS-E. . .
1sFCP .. .WDPLGL. . . .. .MK--------- NV--EGSFPGDFTNGGNPFAS-SWDAMS-A. . .
gsFCP ...FDPLGL. .. Lo MQ---- - - - - - QV--EGSTPGDMNRFGE--NS-TWASWD-E. ..
ccFCP6 ...FDPLGF. .. .. .AQIGWVDPADASYDQPGLLRDNYYPGDIGFDPLGLKPEDPE. . .
igFCP ...FDPAGF... .. . IQKGWAKVNPETGKADSALREGYEPGDLGFDPLGLAPSDP-. . .
crLHC ...WDPLSL. .. .. .VSLGWATPTGTGFNN- - -LKDEYDLGNLYFDPLGLKPEDP-. . .
leLHCb1 .. .WDTAGL. .. . IAGG------ - - - PLGEVVDPLYPGG-SFDPLGL-AEDPE. . .
* * Kk kkk Kk *
Erkennungsregion VDPLYPGG-SFDPLGL-ADD

Abbildung 4 - 7 Vergleich der moglichen Bindedomiine fiir cpSRP bei FCP- und LHC-Proteinen

Aminosaurevergleich der Aminosaurebereiche vor der Membrandoméane | und Ill von FCP und LHC-Proteinen nach Eppard und
Rhiel (1998). Die als “Erkennungsregion® bezeichnete Aminosauresequenz stellt ein Teil der cpSRP-Anbindungstelle dar (DeLille et
al. 2000). os: Odontella sinensis, sc: Skeletonema costatum, cc: Cyclotella cryptica, pt: Phaeodactylum tricornutum (Diatomeen),
mp: Macrocystis pyrifera, Is: Laminaria saccharina (Phaeophyceae); gs: Giraudyopsis stellifer, ig: Isochrysis galbana
(Chrysophyceae); cr: Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyta); le: Lycopericon esculatum (Spermatophyta)

Es ist jedoch noch nicht geklért, ob das cpSRP43 an diese Stelle bei den FCP-Proteinen bindet und somit den

beobachteten Transport in die Diatomeen-Thylakoide ermoglicht.

4.6.2.4. Evolutionare Bedeutung der FCP- und LHC-Integrationen in Diatomeen-
Thylakoide

Wie bisher erldutert, zeigt der Transport von LHC- und FCP-Protein deutliche Ahnlichkeiten auf und weist fiir die
Diatomeen auf die Existenz eines SRP-abhidngigen Transportweges hin. Die Existenz eines konservierten
Transportsystems und die dhnliche Struktur der LHC- und FCP-Proteine (Durnford et al. 1996) stehen im Kontext
zur postulierten monophyletischen Entwicklung der Plastiden aus einem cyanobakteriellen Vorlduferorganismus

(Delwiche und Palmer 1997).

Cyanobakterien besitzen Chlorophyll a und Phycobilisomen (Larkum et al. 1994). Trotz vollstindiger
Sequenzierung des Genoms von Synechocystis spec. SPP6803 konnte bisher kein LHC-artiges Protein gefunden
werden. Statt dessen wurde in Cyanobakterien und in Arabidopsis ein Starklicht-induziertes Protein (HLIP) mit
einer einzelnen Membrandomine gefunden (Dolganov et al. 1995; Jansson et al. 2000). Dolganov et al. (1994)
sowie Green und Kiihlenbrandt (1995) schlugen vor, daBl die eukaryotischen LHC moglicherweise durch
Duplikation und Fusion aus den cyanobakteriellen HLIPs entstanden sein konnten. Als eine der Zwischenformen fiir
die LHC-Entwicklung wurde das LHC-verwandte psbS-Protein angesehen, welches vier Membrandoménen besitzt
(Wedel et al. 1992). Weitere Zwischenstufen zu der LHC-Entwicklung sind vielleicht kiirzlich mit ELIP-Proteinen
aus Arabidopsis gefunden worden, die zwei und drei membrandurchspannenden Helices besitzen (Heddad und
Adamska 2000).

Uber den Zeitpunkt der Entstehung der LHC- bzw. der FCP-Proteine kann derzeit nur spekuliert werden. Bisher
konnte in Glaucocystophyten kein LHC-artiges Protein beschrieben werden. Ein sicherer Beleg fiir eine gemeinsame
Entwicklung findet sich in der Ahnlichkeit der LHCI-Proteine aus den Rotalgenplastiden, den Vorldufern der
Chromophyten-Plastiden, zu den Chlorophyll-a/b- und -a/c-Proteinen (Tan et al. 1997). Dies deutet auf eine
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Entstehung der LHC/FCP-Proteine noch vor der Trennung der Rotalgen- von der Griinalgen/hdheren Pflanzen-Linie
(Durnford 1999).

Die Abspaltung der FCPs, aber auch der PCP-Proteine der Dinoflagellaten, erfolgte nach phylogenetischen
Untersuchungen von Durnford et al. (1996) noch vor der Trennung der LHCI- und LHCII-Proteine bei den héheren

Pflanzen.

Untersuchungen zum Transport von ELIPs deuten auf eine Anderung des Importverhaltens bei der Entstehung der
LHC-Proteine hin. Kim et al. (1999) konnten demonstrieren, da das ELIP2-Protein spontan in die
Thylakoidmembran integriert. Dieses Protein besitzt wie die LHC oder FCP-Proteine drei Membranhelices, wobei
dessen erste und dritte Helix hohe Homologien zueinander aufweisen. Ein Import iiber einen ,,Loop“~-Mechanismus
wird vermutet (Kim et al. 1999). Es gibt bisher nur wenige weitere Integrationsstudien zu moglichen Vorldufern der
LHC/FCP-Proteine. Untersuchungen zu den HLIP-Proteinen fehlen zwar bisher, jedoch zeigen Untersuchungen an
Proteinen (PSII-W, PSII-X) mit ebenfalls einer Membranhelix eine Integration ohne jegliche Beteiligung von
Proteintranslokatoren (Thompsen et al. 1998). Nur fiir das psbS-Protein wurde eine spontane Integration
vorgeschlagen (Kim et al. 1999). Die LHC bzw. FCP-Proteine verwenden jedoch den SRP-Transportweg. Dieser
stellt in Bakterien ein Transportsystem fiir hydrophobe Proteine der inneren Membran dar (Ulbrandt et al. 1997).
Eventuell wurde in der Entwicklung der LHC eine bessere oder eine regelbare Integration notwendig, so daf3 ein
anderer Transportweg adaptiert wurde. Die Tendenz der FCP-Proteine zur spontanen Integration konnte jedoch ein

Hinweis fiir den ehemaligen Transport der LHC/FCP-Vorlédufer sein.

4.6.3. Heterologer Import von OEE23 aus Weizen in Diatomeen-Thylakoide

Lumenale Proteine der Thylakoide werden bei hoheren Pflanzen iiber den Sec-Weg und den Sec-unabhéngigen
(ApH) Weg transloziert. Proteine beider Gruppen besitzen eine zusitzliche prozessierbare Thylakoidtransferdoméine
in der Prisequenz, die Ahnlichkeiten zu Signalsequenzen aufweist (Henry et al. 1997). Der Sec-Weg entspricht dem
bakteriellen Exportmechanismus fiir Proteine und zeigt Analogien zu Proteinen des kotranslationalen
Transportapparates aus dem ER (High und Stirling 1993; Kalies und Hartmann 1998). Der ApH-Transportweg,
frither als Neuentwicklung der Plastiden beschrieben, wird heute ebenfalls als ein prokaryotischer Weg angesehen.
Die Verwandtschaft von Komponenten des ApH-Weges wie das hcf106-Protein zu bakteriellen TAT-Proteinen
belegen einen cyanobakteriellen Ursprung (Sargent et al. 1998; Settles und Martienssen 1998). In Bakterien und
auch in Plastiden dient der ApH-Weg dazu, hochgefaltene Proteine iiber die Membran zu transportieren (Hynds et al.

1998; Bogsch et al. 1998).

Zur Untersuchung eines ApH-abhingigen-Weges in den Diatomeen-Plastiden wurden erste Experimente mit dem
OEE23-Protein aus Weizen und isolierten Thylakoiden aus Coscinodiscus granii durchgefiihrt. Bei Belichtung
zeigte sich unabhingig von weiteren Zusitzen ein Import von OEE23 in die Diatomeen-Thylakoide. Das OEE23-
Protein wird von der im Thylakoidlumen liegenden Signalpeptidase der Diatomeen erkannt und prozessiert (Wallace
et al. 1990). Weiterhin zeigen Aufreinigungen der Importansdtze mit Na,COs/DTT (85 mM) oder HSM-Medium,
daf3 die Proteine nicht stabil in der Membran integriert vorliegen. Dies bestitigt die Lokalisation der Proteine im
Lumen der Thylakoide (Wollman et al. 1999).

Im Gegensatz zu Untersuchungen bei den hoheren Pflanzen fiihrt die nachtrégliche Proteasebehandlung der
Thylakoide nach einem Importexperiment zu einer geringen Verkleinerung von importiertem OEE23. Ein teilweise

unvollstdndiger Transport in die Thylakoide konnte hierfiir der Grund sein. Dieser Effekt wird minimiert durch die
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Zugabe von stromalen Faktoren wéhrend der Inkubation. Der ApH-Weg erlaubt im Gegensatz zum Sec-
Mechanismus teilweise oder fehlerhaft gefaltene Proteine in die Thylakoide zu importieren (Hynds et al. 1998). Es
ist jedoch unter Umstinden mdglich, daB die Diatomeen eine unterschiedliche Eignung zum Transport von
ungefaltenen Proteinen besitzen. Der vollstdndigere Transport von OEE23-Protein bei Zugabe von Stroma-Extrakt

konnte auf eine mogliche Assistenz z.B. von Chaperonen fiir einen optimalen Import hindeuten.

Untersuchungen an Thylakoid-Proteinen héherer Pflanzen haben gezeigt, da8 zur Unterscheidung des Sec- und
ApH-Transportweges innerhalb der &hnlichen Thylakoidtransferdomdnen Diskriminatoren eingebaut sind. Der
Protonengradient-abhéngige Import von OEE23 aus Weizen deutet darauf hin, daB die Signale fiir einen ApH-Weg
auch in Diatomeen gelten. Eine Bestétigung erhilt diese Vermutung durch ein kiirzlich erhaltenes Fragment von
OEE23. Das Odontella-OEE23 weist eine 23 Aminoséure lange thylakoidale Transferdoméne auf. Es besitzt das bei
hoheren Pflanzen gefundene typische Doppel-Arginin-Motiv am Anfang der hydrophoben Doméne (Chaddock et al.
1995) direkt gefolgt von dem beschriebenen Motiv AAL (Brink et al. 1998). Am Ende der hydrophoben Doméne
findet sich ebenfalls die Aminosdure Lysin als Sec-Vermeidungsmotiv (Pos. — 7) (Henry et al. 1997). Die
Schnittstelle ANAY entspricht typischen Signalsequenzen-Prozessierungssignalen (v. Heijne 1985). Daf in den
Diatomeen auch der sec-Transportweg existiert, zeigt sich durch die Isolierung eines weiteren Genfragmentes fiir
das OE33-Protein.

Diese beiden Fragmente aus Odontella sinensis belegen erstmals die Existenz einer dreigeteilten Prisequenz fiir

lumenale Thylakoid-Proteine bei Kieselalgen.

Zusammengefalit deuten der Transport von OEE23 aus Weizen, die Integration von FCP-Protein sowie die
Thylakoidtransferdomédne vom Sec-abhidngigen OEE33-Protein auf die Existenz eines ApH-, SRP- und Sec-Weges
entsprechend den hdheren Pflanzen hin. Die Existenz der konservierten Translokationssysteme unterstiitzt die
derzeitige These der Entwicklung der Plastiden aus einem cyanobakteriellen Vorldufer-Organismus. Im Verlauf der
Evolution scheinen sich aber Nuancen fiir den Transport von einigen Thylakoid-Proteinen entwickelt zu haben. Der
fiir den Transport der kernkodierten Plastiden-Proteine grofite Unterschied liegt jedoch bei den Diatomeen in der
Durchquerung der vier plastidiren Hiillmembranen. Hier zeichnet sich jedoch eine kombinatorische Verwendung

urspriinglicher Transportsysteme wiahrend der sekundiren Endocytobiose ab.
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5. Zusammenfassung

Chloroplasten aus Diatomeen unterscheiden sich von denen hoéherer Pflanzen durch den Besitz von vier
Hilllmembranen, wobei die &uBlerste Membran mit Ribosomen besetzt ist. N-terminale Pridsequenzen von
kernkodierten Plastiden-Proteinen aus Diatomeen weisen eine mindestens zweigeteilte Struktur auf. Die erste
Region besitzt Merkmale von eukaryotischen Signalsequenzen und die zweite Domédne Eigenschaften von

Transitsequenzen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Charakterisierung dieser Transportsequenzen von kernkodierten Plastiden-

Proteinen durch in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen.

Die Signalsequenz der y-Untereinheit der plastidiren ATPase und der Phosphoribulokinase aus der Kieselalge
Odontella  sinensis ermdglicht einen kotranslationalen Transport der Proteine in ER-Vesikel. Die

Phosphoribulokinase wird dabei an drei Stellen glykosyliert.

Die Transitsequenz-Doméne der y-Untereinheit der plastidiren ATPase ist alleine in der Lage Proteine in isolierte
Chloroplasten hoherer Pflanzen zu leiten. Die Diatomeen-Sequenz ersetzt funktionell die Transitsequenz der Y-

Untereinheit der plastiddren ATPase aus Spinat und kann korrekt prozessiert werden.

Durch genetische Transformation der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum wurde der intrazellulare
Proteintransport in die Plastiden in vivo ndher charakterisiert. Stufenweise verkiirzte Pridsequenzen verschiedener
plastiddrer Praproteine aus Kieselalgen wurden an das Markerprotein GFP fusioniert und fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Untersuchungen zu der Transitsequenzdoméne der y-Untereinheit der ATPase deuten auf eine wichtige
Funktion des zweiten Viertels der Transitsequenz fiir den Import. Die Reduzierung der Transitdoméne der

Phosphoribulokinase auf 12 Aminosiuren ermdglichte noch einen Transport in die Diatomeen-Plastiden.

Weiterhin wurden Sequenzen von Plastiden-Proteinen anderer Algen- bzw. Pflanzengruppen in vivo in Kieselalgen
untersucht. So konnte gezeigt werden, dal die Prisequenz der Dinoflagellaten den Import in die Diatomeen-
Plastiden ermdglicht. Dies und die in-vitro-Untersuchungen deuten auf universelle Transportsysteme bei den

verschiedenen Algengruppen hin.

Das Sichten einer cDNA-Bank von Odontella sinensis fiihrte zur Identifizierung von drei kleinen GTPasen (ARF1,
RABS, YPT1), die moglicherweise an einem vesikuldren Transportvorgang innerhalb der komplexen

Plastidenhiillmembran der Diatomeen beteiligt sein konnten.

Die Charakterisierung des Proteintransportes innerhalb der Diatomeen-Chloroplasten in einem etablierten
thylakoidalen in-vitro-Importsystem fiir Kieselalgen zeigte, dal das FCP-Protein, welches das Diatomeen-Homolog
der LHC-Proteine hoherer Pflanzen darstellt, in Thylakoidmembranen unter dhnlichen Bedingungen wie bei hoheren
Pflanzen integriert (SRP-Weg). Der hohe Grad an Konservierung des LHC- und FCP-Transports zeigt sich in der
Integration von LHC-Proteinen in die Diatomeen-Thylakoide genauso wie in der Insertion von FCP in Thylakoide
aus hoheren Pflanzen. Zusétzlich konnte eine Tendenz des FCP-Proteins zur spontanen Integration beobachtet
werden. Diese Ergebnisse werden im Zusammenhang der gemeinsamen Entwicklung von LHC/FCP-Proteinen mit

den spontan integrierenden Vorlduferproteinen, den ELIPs, diskutiert.

Erste Hinweise fiir eine Existenz eines ApH-abhingigen Thylakoidimport in den Kieselalgen konnten mit dem

Weizen-Protein OEE23 experimentell gewonnen werden.
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6.2. Abkiirzungsverzeichnis

2p Phosphor-32-Isotop im Phosphat

S Schwefel-35-Isotop im Methionin

ADP Adenosin-5"-diphosphat

AMP Adenosin-5"-monophosphat

APS Ammoniumperoxodisul fat

AS Aminosdure

ATP Adenosin-5’-triphosphat

ATPase Adenosin-5"-triphosphatase

Bp Basenpaar

BPB Bromphenolblau

BSA Rinderserumalbumin

CER chloroplastidédres endoplasmatisches Reticulum (Chloroplasten-ER)
CF, Membranteil der Chloroplasten-ATPase

CF, Katalytischer Teil der Chloroplasten-ATPase
Chl. Chlorophyll

CLSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
DNA Desoxyribonukleinsiure

DNAse Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Reticulum

Fa. Firma

FCP Fucoxanthin-chlorophyll-a,c-bindendes Protein
Fig. Figur

g Erdbeschleunigungskonstante g

g Gramm

GTP Guanosin-5’-triphosphat

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N-Ethansulfonséure
kb Kilobasen

kDa Kilodalton

A Wellenldnge (nm)

| Liter

LHC Lichtsammelkomplex

M Molar

mA Milliampere

mg Milligramm

min Minute
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ml
mM
mmol
MOPS
mRNA
nm
nmol
Nt
OEE
PAA
PCR
PRK
PSI

Psi
PSII
RNA
RNAse

SDS
sec
SRP
Std

TAE
TBE
TCA
TEMED

Tris

UE
uN

VE
v/v
w/v
°C
ug

ul
pmol
9AA

Milliliter

Millimolar

Millimol
4-Morpholinpropansulfonséure
Boten-RNA

Nanometer

Nanomol

Nukleotid
Wasserspaltungskomplex des PSII
Polyacrylamid
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphoribulokinase
Photosystem I

pounds per square inch
Photosystem 11
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

Umdrehung pro Minute
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Signalsequenz-Erkennungskomplex (signal recognition particle)

Stunde

Temperatur
Tris-Acetat-EDT A-Puffer
Tris-Borsidure-EDTA-Puffer

Trichloressigséure

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

Tris(Hydroxymethyl)aminomethan
Enzymeinheit (Unit)
Untereinheit

iiber Nacht

Volt

Volumeneinheit
Volumenanteil pro Volumen
Gewichtsanteil pro Volumen
Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

9-Aminoacridin

- 119 -



Weitere Abbildungen

6.3. Weitere Abbildungen

Nachfolgende CLSM-Aufnahmen stellen Einzelaufhahmen durch verschiedene Schnittebenen von transformierten
Phaeodactylum-Zellen dar. Immer paarweise gehoren eine Fluoreszenzautnahme fiir GFP (griin) und fiir

Chlorophyll (rot) zusammen. Der Beginn der Serien ist oben links.:

t-atpC1GFP

t-atpC3GFP-DDEL

t-STpcpGFP
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