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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mitochondrien und Plastiden haben sich vor Uber einer Milliarde Jahren durch Endosymbiose aus
freilebenden Bakterien entwickelt. Dieser Vorgang hatte einen enormen Einfluss auf die Evolution von
Eukaryoten, jedoch bleiben die friihen Schritte der Integration, sowie die zeitliche Abfolge der
beteiligten Prozesse trotz langjahriger Forschung an beiden Organellen noch weitgehend ungeklart.
Die Amobe Paulinella chromatophora besitzt zwei photosynthetische Organellen, welche als
Chromatophoren bezeichnet werden. Diese stammen von Cyanobakterien ab und haben sich,
unabhangig von Plastiden, vor ca. 90-120 Millionen Jahren entwickelt. Daher bieten sie die einzigartige
Moglichkeit die Reorganisation des Proteoms eines Organells wahrend der Integration in eine
eukaryotische Wirtszelle zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Proteine aus isolierten
Chromatophoren sowie vollstandigen Zelllysaten mittels Massenspektrometrie untersucht, was in der
Identifikation von 207 Wirts-kodierten Proteinen in der Chromatophorenfraktion resultierte. Diese
Importkandidaten konnten in zwei Klassen unterteilt werden, welche vermutlich auf unabhangigen
Wegen in die Chromatophoren importiert werden. Lange Importkandidaten scheinen spezifisch
Licken in Chromatophoren-lokalisierten Biosynthesewegen und Prozessen zu fiillen. Besonders
interessant ist hier eine groRBe Gruppe von Proteinen, welche an der Prozessierung genetischer
Information (z.B. Transkriptionsfaktoren) beteiligt ist. Interessanterweise konnte eine konservierte N-
terminale Sequenz innerhalb der langen Importkandidaten identifiziert werden, welche ein
potentielles Chromatophoren-Transitpeptid (crTP) reprasentiert. Erste Untersuchungen der
Lokalisation nach heterologer Expression in Nicotiana benthamiana zeigten den crTP-vermittelten
Import von Proteinen in die Plastiden der Pflanzenzelle, was auf gemeinsame Komponenten in der
Proteinimportmaschinerie der Chromatophoren und Plastiden hindeutet. Die andere Klasse von
Importkandidaten besteht aus kurzen Proteinen (< 10 kDa). Diese weisen keine gemeinsamen
Sequenzmotive auf, welche auf ein potentielles Transitpeptid hindeuten kénnten. Stattdessen zeigt
eine Gruppe der kurzen Importkandidaten charakteristische Eigenschaften von antimikrobiellen
Peptiden (AMP). Um die antimikrobielle Aktivitdt der potentiellen AMPs zu untersuchen, wurden
verschiedenen Kandidaten mithilfe eines His-Tags aufgereinigt und ihr Einfluss auf das Wachstum von
E. coli ermittelt. Dabei zeigten einige der potentiellen AMPs einen Zeit- und Konzentrations-
abhangigen inhibierenden Effekt auf das Wachstum des Bakteriums. Zudem fihrten die aktiven
Proteine zu einer Erhdhung der Membranpermeabilitdt der bakteriellen Zellen und zeigten eine
Interaktion mit dem negativ geladenen Lipid Phosphatidylinositol-4-Phosphat. Zusammen mit den
Berichten von symbiotischen AMPs aus diversen anderen Wirt-Endosymbiont-Interaktionen, liefern
diese Ergebnisse Hinweise auf eine mogliche Beteiligung der AMPs an der Interaktion zwischen dem

Chromatophor und der Wirtszelle.



Summary

Summary

The endosymbiotic acquisition of mitochondria and plastids more than 1 billion years ago profoundly
impacted the evolution of eukaryotes. Early stages of organelle integration as well as the temporal
sequence of events in this process however remain poorly understood. The amoeba
Paulinella chromatophora contains more recently established cyanobacterium-derived photosynthetic
organelles, termed “chromatophores”. To explore the re-arrangement of an organellar proteome
during its integration into a eukaryotic host cell, the chromatophore proteome was characterized by
mass spectrometry. For this purpose, isolated chromatophores and full cell lysates were analyzed in
triplicates revealing a total of 207 host-encoded proteins which seem to be targeted to the
chromatophores. These import candidates can be grouped into two classes of proteins which are likely
clients to independent import pathways. Long import candidates seem to specifically fill in gaps in
chromatophore-encoded metabolic pathways and processes (in particular genetic information
processing). Interestingly a conserved N-terminal domain could be identified in the long import
candidates, which might represent a chromatophore transit peptide (crTP) which targets proteins to
the chromatophore. Intriguingly, upon heterologous expression in a plant cell, the crTP confers plastid
localization suggesting common features in chromatophore and plastid protein import pathways,
which evolved independently and more than 1 billion years apart from each other. The second class of
import candidates are short peptides (<10 kDa) without a conserved import signal. A group of these
peptides shows features that are characteristic of antimicrobial peptides (AMPs). To access
antimicrobial activity of these putative AMPs, different peptides of this group were purified as
recombinant His-tag fusion proteins and incubated with E. coli cultures. Subsequent growth assays of
the challenged E. coli cells revealed that some of these ‘AMPs’ show a time/dose dependent inhibitory
effect on the growth. Furthermore, the active peptides were shown to increase membrane
permeability of bacterial cells and to interact with the negatively charged lipid phosphatidylinositol-4-
phosphate. Together with the report of symbiont-targeted AMPs from several other symbiotic
systems, these results indicate that symbiotic AMPs might play a role in the interaction between the

P. chromatophora host cell and the chromatophores.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ursprung und Diversitdt von Plastiden

Bereits am Ende des 19. Jahrhunderts fiihrten mikroskopische Untersuchungen durch Julius Sachs,
Andreas Schimper und Richard Altmann zu der Entdeckung der semiautonomen Natur von Plastiden
und Mitochondrien (Schimper 1883; Altmann 1890; Sachs 1882). Doch erst ca. 15 Jahre spéter, im Jahr
1905 vereinte der russische Botaniker Constantin Mereschkovsky diese Beobachtungen zu der
Hypothese, dass Plastiden von Cyanobakterien abstammen kénnten (Mereschkowsky 1905). Nachdem
mikroskopische Hinweise fiir die Prasenz von DNA in Plastiden und Mitochondrien publiziert wurden
(Nass & Nass 1963; Ris & Plaut 1962), formulierte Lynn Margulis die Theory der Endosymbiose, welche
postuliert, dass Plastiden und Mitochondrien von urspriinglich freilebenden Prokaryoten abstammen
(Sagan 1967; Margulis 1971). Obwohl immer noch verschiedene Aspekte der Endosymbionten-Theorie
Uber den Ursprung von Plastiden und Mitochondrien kontrovers debattiert werden, wird die Theorie
heute weitgehend akzeptiert, da vor allem Ergebnisse phylogenetischer Analysen und
Genomsequenzvergleiche freilebender Cyanobakterien und Plastiden fir ihre Richtigkeit sprechen

(Bonen & Doolittle, 1975; Giovannoni et al., 1988; Stackebrand et al., 1988; Yang et al., 1985).

Alle Plastiden haben einen monophyletischen Ursprung und sind vermutlich durch die Integration
eines cyanobakteriellen Endosymbionten vor ca. 1,2 Milliarden Jahren entstanden (Parfrey et al.,
2011). Dieses Ereignis wird als primare Endosymbiose bezeichnet und fiihrte zu der Entstehung von
drei autotrophen Linien: den Glaucophyten (Glaucophyta), den roten (Rhodophyta) und den griinen
Algen sowie deren Nachkommen, den Landpflanzen (zusammen: Chlorophyta) (siehe Abbildung 1.1-
1). Dabei dhnelt die Morphologie der Cyanellen, wie die Plastiden von Glaucophyten genannt werden,
noch sehr dem Aufbau des cyanobakteriellen Vorgdngers. So enthalten Cyanellen noch eine diinne
Peptidoglycan-dhnliche Zellwand zwischen der inneren und der duRReren Cyanellenmembran (Kies &
Kremer 1990). Zudem besitzen sie Phycobilisomen und Carboxysomen mit groRer Ahnlichkeit zu denen
freilebender Cyanobakterien (Steiner et al., 2005). Alle primaren Plastiden sind von zwei
Hillmembranen umgeben, welche jeweils von der dulReren und der inneren cyanobakteriellen
Membran abstammen (Cavalier-Smith, 2000; Duy et al., 2007). Zudem besitzen alle priméaren Plastiden
eine sehr ahnlich aufgebaute Proteinimportmaschinerie, welche in den Hiillmembranen lokalisiert und
einen weiteren starken Hinweis auf den monophyletischen Ursprung der Plastiden liefert (Cavalier-

Smith, 2000; Duy et al., 2007).
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Abbildung 1.1-1 Schematische Darstellung der Evolution von Plastiden. Primare Plastide haben einen gemeinsamen
Ursprung und sind durch die Aufnahme und Integration eines Cyanobakteriums durch eine heterotrophe, eukaryotische Zelle
entstanden. Dies fiihrte zur Entstehung von drei autotrophen Linien: den Glaucophyta, den Chloroplastida und den
Rhodoplastida. Bei der sekunddren Endosymbiose dienten Rhodophyta oder Chloroplastida als Endosymbionten fiir eine
heterotrophe eukaryotische Zelle. Wahrend Chlorachniophyta und Euglenophyta ihre Plastiden durch die Integration von
Chloroplastida erwarben, fihrte die Integration von Rhodoplastida zu der Entstehung von Cryptophyta, Stramenopila,
Haptophyta und Apicomplexa. Die komplexen Plastiden dieser Linien sind durch mehrere, meist drei oder vier, Membranen
umgeben. Die Abbildung wurde nach (Gould et al., 2008), (Keeling 2010) und (Garg & Gould 2016) angefertigt.

Nach der Etablierung der primaren Plastiden flihrten mehrere sekundare Endosymbiosen zu der
Verbreitung der Photosynthese auch in anderen eukaryotischen Linien (Archibald 2009; Gould et al.
2008). Dabei dienten Rot- oder Griinalgen als Endosymbionten fiir heterotrophe Eukaryoten, was zu
der Entstehung von sekundidren Plastiden in Euglenophyta, Chlorarachniophyta, Cryptophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta, Dinoflagellata, and Apicomplexa fihrte (Keeling 2010). Solche
komplexen Plastiden sind von drei oder vier Hillmembranen umgeben (Archibald & Keeling, 2002;
McFadden, 2001) und enthalten in den Fallen von Cryptophyta und Chlorarachniophyta noch den stark
reduzierten Nukleus des eukaryotischen Endosymbionten, der als Nucleomorph bezeichnet wird

(Archibald 2007; Gilson et al. 2006).

1.1.1 W.irts-kodierte Proteine in Plastiden

Wahrend Glaucophyten, Rot- und Griinalgen jeweils nur eine Art von Plastiden besitzen, kdnnen die
primaren Plastiden von Landpflanzen in Organellen mit verschiedenen Morphologien und Funktionen
differenzieren, wie z. B. die Pigment-haltigen Chloroplasten, Chromoplasten und Gerontoplasten oder
die farblosen Leukoplasten. Um diese vielfaltigen Rollen erfiillen zu kénnen, bendétigen Plastiden an
die 2000 Proteine (Kleine et al., 2009; Richly & Leister, 2004), wobei die bisher untersuchten
Plastidengenome fiir nur 15 bis 209 Proteine kodieren (Keeling & Palmer 2008). Diese Diskrepanz
zwischen der Anzahl der Proteine, welche in den Plastiden benétigt wird und der Anzahl der Plastiden-
kodierten Proteine, wird weitgehend durch den Verlust, sowie den Transfer von Plastiden-kodierten
Genen in den Nukleus der Wirts-Zelle erklart, dem sogenannten endosymbiotischen Gentransfer (EGT)
(Martin & Herrmann 1998). Doch erst die Entwicklung eines funktionalen Importapparates, der den

2
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Re-Import der nun cytosolisch synthetisierten Proteine zuriick in den Plastiden ermdglichte, erlaubte
den Verlust der entsprechenden Gene im Plastiden (Allen 1993). Dabei fiihrte der EGT in Plastiden (und
auch Mitochondrien) zur Expansion des eukaryotischen Genoms, wahrend es in der evolutionaren
Genomreduktion der Organellen resultierte (Allen 1993; Martin & Herrmann 1998). Somit werden ca.
95% der Plastiden-Proteine durch das Wirtsgenom kodiert und die meisten posttranslational in die
Plastiden importiert (Kleine et al., 2009). So wird z. B. die Teilung von Plastiden durch diverse Wirts-

kodierte Proteine mit cyanobakteriellem Ursprung kontrolliert (Maple & Mgller 2007).

Neben bakteriellen Proteinen, scheinen auch eukaryotische Wirts-kodierte Proteine in die Plastiden
importiert zu werden. Ein Beispiel dafiir sind Faktoren, die an der Expression Plastiden-kodierter Gene
beteiligt sind. Obwohl die grundlegende Genexpression von einer prokaryotischen Maschinerie mit
cyanobakteriellem Ursprung kontrolliert wird, werden keine homologen bakteriellen Proteine, die die
Funktion von Transkriptionsfaktoren und Nucleoid-Proteinen tibernehmen kdnnten, in Landpflanzen
wie Arabidopsis thaliana gefunden (Karcher et al., 2009; Kobayashi et al., 2002). Interessanterweise
konnte bei der Untersuchung des Proteoms von Plastiden aus A. thaliana neue nicht-bakterielle
Proteine identifiziert werden, welche an der Transkription, posttranslationalen RNA-Prozessierung
sowie der Translation beteiligt sind (Pfalz & Pfannschmidt 2013; Kobayashi et al. 2002). Diese Proteine
werden als transkriptional aktive Chloroplasten (pTAC) bezeichnet und suggerieren die Existenz einer
hybriden Transkriptions-Maschinerie in Plastiden von Landpflanzen, welche sich sowohl aus

bakteriellen als auch eukaryotischen Komponenten zusammensetzt.

1.1.2 Import von Proteinen in primdre Plastiden

Die meisten Wirts-kodierten Proteine werden auf cytoplasmatischen Ribosomen synthetisiert und
posttranslational in die Plastiden importiert. Dabei enthalten Prakursor-Proteine abspaltbare N-
terminale Sequenzen, welche als Chloroplast-Transitpeptide (cTPs) bezeichnet werden. Diese
Sequenzen enthalten alle Informationen, welche fiir das Targeting, sowie die Translokation eines
Proteins (iber beide Membranen benétigt werden. cTPs sind meistens zwischen 50 und 70
Aminosauren (AS) lang, angereichert mit hydroxylierten und basischen AS, arm an negativ geladenen
AS und haben eine mit Argininen angereicherte C-terminale Doméne (Bruce 2000; Garg & Gould 2016).
Abgesehen davon ist die primdre Aminosduresequenz stark variabel, was darauf hindeutet, dass nicht
ein spezifisches Sequenzmotiv, sondern eher strukturelle und/oder physikochemische Eigenschaften
der Sequenz wichtig fir die Erkennung durch die Translokationsmaschinerie sind. Die sekundare
Struktur der cTPs ist bisher nicht vollig geklart. Wahrend es viele Berichte dariiber gibt, dass cTPs im
Allgemeinen unstrukturiert sind, suggerieren andere die Ausbildung einer a-helikalen Konformation

beim Kontakt mit der Zielmembran (Bruce 2001). Zusétzlich existieren in Plastiden mehrere Proteine
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mit nicht-abspaltbaren Transitpeptiden. Dabei handelt es sich vor allem um Proteine, welche in der
duBeren Plastidenmembran lokalisieren. Mit der Ausnahme von Toc75, welches die
Haupttranslokationspore der duReren Hillmembran darstellt und mithilfe eines klassischen cTPs zu
dieser geleitet wird, wird der GroRteil der Proteine durch intrinsische Informationen, z.B. in Form einer
Transmembrandoméane (TMD) mit positivgeladenen AS in den flankierenden Bereichen oder eines B-
Fass Strukturmotivs zu der dulBeren Plastidenmembran transportiert (Oh & Hwang, 2015; Schleiff &
Klésgen, 2001). Im Gegensatz dazu haben die meisten Proteine der inneren Plastidenmembran sowie

Proteine des Intermembranraums klassische, abspaltbare cTPs (Garg & Gould 2016).

Die meisten Proteine werden posttranslational Gber einen Multiprotein-Komplex importiert, welcher
als TOC/TIC Komplex (fur Translokon der duReren und inneren Chloroplastenmembran) bezeichnet
wird (siehe Abbildung 1.1-2 A). Dieser besteht aus mehreren l6slichen und Membran-gebundenen
Proteinen, welche nach ihrem molekularen Gewicht benannt wurden und einen dualen evolutiondren
Ursprung haben (Bolter et al., 1998; Reumann & Keegstra, 1999). Dabei wird das cTP im ersten Schritt
an den Serinen phosphoryliert und durch den sogenannten Guidance-Komplex, bestehend aus dem
Hitzeschock-Protein 70 (Hsp70) und einem 14-3-3 Protein, zur duReren Plastidenmembran dirigiert
(Lamberti et al., 2011; May & Soll, 2000). Das Hitzeschock-Protein 90 (Hsp90) ist ein weiteres
Chaperon, welches eine Rolle beim Dirigieren der Prakursor-Proteine spielt (Fellerer et al., 2011). Der
Kern-Komplex der dulReren Membran besteht aus den integralen Membranproteinen Toc34, Toc75
und Toc159 (Schleiff et al., 2003). Dabei bilden die Proteine Toc34 und Tocl59 GTP-abhingige
Rezeptoren, welche an der Erkennung des Guidance-Komplexes beteiligt sind (Kessler & Schnell, 2009;
Schleiff et al., 2003), wahrend Toc75 die Haupttranslokationspore der dulReren Membran darstellt
(Schnell et al., 1994). Eine weitere Komponente der duReren Membran, das Toc64 Protein, wurden
bisher nur in Landpflanzen identifiziert und dient als Rezeptor fiir Hsp90-assoziierte Prakursor-
Proteine, welche im Anschluss an Toc34 (ibergeben werden (Qbadou et al. 2006). Im Gegensatz zu
Toc34, Toc75 und Tocl59 ist Toc64 nicht essentiell fur die Zelle (Aronsson et al. 2007). Der Kern-
Komplex der inneren Membran besteht aus den Proteinen Tic20/21, Tic22 und Tic110. Tic22 ist ein
|6sliches Protein, welches im Intermembranraum lokalisiert und mit dem ankommenden Prakursor-
Protein interagiert (Kouranov et al., 1998). Dabei konnte Tic22 die Rolle eines Chaperons (ibernehmen,
welches korrektes Targeting zur inneren Pore vermittelt, sowie die Missfaltung des ankommenden
Prakursor-Proteins verhindert (Rudolf et al. 2013; Kasmati et al. 2013). Tic20/21 (Kouranov & Schnell
1997; Kouranov et al. 1998) und Tic110 (Schnell et al., 1994) sind integrale Membranproteine und
bilden vermutlich zwei unabhangige Poren in der inneren Plastidenmembran, wobei genaue Details
bis heute nicht bekannt sind (Reumann et al., 2005). Tic40 ist ein potentieller Interaktionspartner von
Tic110 und stellt vermutlich ein Gerist flir stromale Chaperone dar. Weitere identifizierte TIC-

Komponenten, wie z.B. Tic32, Tic55, and Tic62 sind vermutlich an der Redox-Regulation des
4



Einleitung

Proteinimports beteiligt (Stengel et al., 2009; Stengel et al., 2008). Als letztes interagieren die
Chaperone GroEL und CplC mit dem Prdkursor-Protein im Stroma des Plastiden. Diese sind an der

Faltung des reifen Proteins nach Abspaltung des cTPs beteiligt (Reumann et al., 2005).

A B

Golgi
Cytosol Cytosol
duBere 4uBere
Membran Membran

IM
IM PG

IM
innere innere
Membran Membran
Stroma Matrix

::Chaperone

<:stromale

Chaperone

Abbildung 1.1-2 Ubersicht iiber den Proteinimport in primire Plastiden (A) und potentielle Proteinimportmaschinerie in
Chromatophoren von P. chromatophora (B). (A) TOC/TIC-Maschinerie in priméren Plastiden. Prakursor-Proteine werden
mithilfe des Guidence-Komplexes oder durch das cytosolische Chaperon Hsp90 zu der duBeren Plastidenmembran gebracht.
Praproteine, welche durch den Guidence-Komplex gebunden sind, werden durch die GTP-abhangigen Rezeptoren Toc34 und
Toc159 erkannt und an Toc75, die Hauptpore der duferen Membran, Gbergeben. Hsp90-gebundene Praproteine werden
durch den Rezeptor Toc64 erkannt und anschlieRend an Toc34 transferiert. Im Intermembranraum (IM) wird das
ankommende Préprotein durch das Chaperon Tic22 erkannt. Tic110 und Tic20/21 bilden vermutlich zwei unabhingige Poren
in der inneren Plastidenmembran. Tic40 interagiert mit Tic110 und stellt vermutlich eine Plattform fiir stromale Chaperone
dar. Die Proteine Tic55, Tic65 und Tic32 sind an der Redox-Regulation der Import-Maschinerie beteiligt. Die Abbildung wurde
nach (Sjuts et al., 2017) angefertigt. (B) Potentieller Importmechnismus der Wirts-kodierten Proteine PsaE und PsaK in die
Chromatophoren von P. chromatophora. Im Gegensatz zu Prakurso-Proteinen, welche in Plastiden importiert werden, weisen
PsaE und PsaK keine N-terminale Sequenzen auf, welche den Import vermitteln konnten. Stattdessen werden PsaE und PsaK
moglicherweise Gber das Endomembransystem (ER und Golgi) zum Chromatophor geleitet. Nach dem Freilassen der Proteine
in den Intermembranraum kdnnten diese mithilfe der Orthologe von Tic21 und Tic32 lber die innere Membran in die Matrix
der Chromatophoren importiert werden. AnschlieBend kénnten die ankommenden Proteine mithilfe von Chaperonen in die
Matrix der Chromatophoren gezogen werden. Die Abbildung wurde nach (Bodyt et al., 2009) und (Nowack & Grossman, 2012)
angefertigt.

Zusétzlich zu dem beschriebenen Proteinimportmechanismus, gibt es Berichte tber den TOC/TIC-
unabhangigen Proteinimport in Plastiden. Villarejo und seine Kollegen konnten in 2005 zeigen, dass
das A. thaliana Protein a-Carboanhydrase (CAH1) ein N-terminales Signalpeptid (SP) besitzt, welches
flr das Targeting des Proteins in das endoplasmatische Retikulum (ER) verantwortlich ist (Villarejo et

al. 2005). Interessanterweise konnte die Lokalisation des Proteins in den Plastiden von A. thaliana
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durch drei unabhdngige Methoden gezeigt werden. Dabei erfolgte der Import des Proteins unabhangig
von der TOC-Maschinerie der dufReren Membran und konnte durch Brefeldin A inhibiert werden, was
auf die Beteiligung des Golgi-Apparates wahrend des Proteinimportes hindeutet. Der Import von
Proteinen in Plastiden unter Beteiligung des Endomembransystems ist bereits seit einiger Zeit fiir die
komplexen Plastiden mit sekundaren Ursprung bekannt (Maie et al., 2015). Diese besitzen
typischerweise drei oder vier Hillmembranen, wobei die jeweils duRere Membran vom ER der
Wirtszelle abgeleitet ist (Cavalier-Smith, 2003). Die Prakursor-Proteine, die tiber diesen Weg importiert
werden, besitzen ein zweigeteiltes Transitpeptid, welches aus einem Signalpeptid und einer
nachgeschalteten cTP-dhnlichen Sequenz besteht (Kilian & Kroth 2004). Bisher konnte fiir das
A. thaliana Protein CAH1 jedoch keine Sequenz identifiziert werden, welche das Protein zum Plastiden

leiten wiirde und der Mechanismus des Importes bleibt nicht vollstandig geklart.

1.2 P.chromatophora als  Modellorganismus  flir  Untersuchungen  der

Organellenevolution

Obwohl der evolutionare Ursprung und die Funktion von Mitochondrien und Plastiden lange erforscht
werden, sind die frihen Schritte, welche zu der Integration eines zuvor freilebenden Bakteriums in
eine unabhangige Wirtszelle fihrten, sowie die zeitliche Abfolge der beteiligten Prozesse kaum
verstanden. Allerdings macht der sehr lange zuriickliegende Ursprung von Mitochondrien und
Plastiden es schwer, die initialen Prozesse der Interaktion zwischen Endosymbiont und Wirtszelle zu
erforschen. Die Amobe Paulinella chromatophora bietet eine einzigartige Moglichkeit die Beziehung
zwischen einer Wirtszelle und einem photosynthetischen Organell zu untersuchen, da die Analyse der
18S ribosomalen RNA (rRNA) zeigt, dass das maximale Alter der Chromatophoren bei 90-140 Millionen
Jahren liegt (Delaye et al., 2016). Dies macht sie zu einem geeignet Organismus um die frilhen Schritte

der Evolution von Organellen zu untersuchen.

Die Frischwasseramodbe wurde zuerst 1895 von dem deutschen Wissenschaftler Robert Lauterborn
beschrieben (Lauterborn 1895). Sie gehort zu der Gruppe der Cercozoa (Cavalier-Smith & Chao, 2003;
Moreira et al., 2007) und zeigt eine globale Verbreitung in Brackwasserzonen und
SuRwassergewassern (Melkonian & Mollenhauer 2005). Die Amdbe lebt in einer oval formigen Hiille,
welche aus Silikatschuppen besteht und besitzt eine terminale Mundoéffnung aus der Filopodien
austreten kénnen und eine Fortbewegung der Zelle durch kriechende Bewegungen ermdglichen
(Nowack, 2014). Das Kerngenom von P.chromatophora ist, laut ersten Illumina HiSeq-
Sequenzierungen, 9,61 Giga-Basenpaaren (Gb) groR3, konnte aufgrund der GroRe bisher jedoch nicht
vollstandig sequenziert bzw. assembliert werden. Im Gegensatz dazu, liegen sehr vollstandige
Transkriptomdaten von P. chromatophora vor. Diese bestehen aus 49,5 Mega-Basenpaaren (Mb) an

assemblierten Sequenzen, welche fiir 442 der 458 (= 97%) eukaryotischen Kernproteine der Core
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Eukaryotic Genes Mapping Approach (CEGMA) Datenbank kodieren (Nowack et al., 2016). Im
Gegensatz zu verwandten heterotrophen Spezies, wie Paulinella ovalis, Paulinella intermedia, und
Paulinella indentata, besitzt Paulinella chromatophora, sowie die beiden erst kirzlich beschriebenen
photosynthetischen Spezies Paulinella longichromatophora und Paulinella micropora (Lhee et al.
2017; Kim & Park 2016) zwei langliche, blaugriine Organellen, welche als Chromatophoren bezeichnet
werden. Phylogenetische Untersuchungen der kernkodierten 18S rDNA zeigen, dass es sich um drei
distinkte Spezies mit einem monophyletischen Ursprung handelt. Zudem zeigen phylogenetische
Bdaume, welche anhand der 18S und der 16S rDNA sowie weiteren genetischen Markern berechnet
wurden, dass die Chromatophoren nur einmal erworben wurden. Nach diesem Ereignis kam es
vermutlich zu der Entstehung von zumindest zwei separaten Kladen, von denen eine P. micropora und
die marine Spezies P.longichromatophora und die zweite P.chromatophora beinhaltet. Die
Chromatophoren von P. chromatophora sind ca. 15-20 um lang und 3,5-4 um im Durchmesser. Die
elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur von Chromatophoren zeigt, dass diese zwei
Membranen besitzen, welche das Organell von der Wirtszelle abgrenzen und zwischen denen eine
bakterielle Zellwand liegt. In der Matrix der Chromatophoren befinden sich konzentrisch angeordnete
Thylakoidmembranen, sowie Carboxysomen, welche am Kohlenstoffkonzentrationsmechanismus
beteiligt sind (Nowack, 2014). Dabei ahnelt die Morphologie der Chromatophoren eher freilebenden
Cyanobakterien als Plastiden, wobei isolierte Chromatophoren auBerhalb ihrer Wirtszelle nicht
Uberleben konnen. Die Chromatophoren werden ausschlieRlich vertikal vererbt (Hoogenraad 1927).
Dabei sind die Teilungszyklen der Wirtzelle und der Chromatophoren stark synchronisiert, sodass jede

Zelle genau zwei Chromatophoren besitzt.

Die phylogenetische Analyse des ribosomalen und des carboxysomalen Operons der Amobe
zusammen mit zahlreichen Cyanobakterien und Plastiden hat gezeigt, dass die Chromatophoren von
P. chromatophora mit der Kladde der Synechococcus/Prochlorococcus/Cyanobium Cyanobakterien
gruppieren. Diese Gruppe wird auch als a-Cyanobakterien bezeichnet, wahrend alle Plastiden von -
Cyanobakterien abstammen (Marin et al., 2007, Marin et al., 2005). Spater wurde der
a-cyanobakterielle Ursprung der Chromatophoren durch die Analyse diverser Protein-kodierender
Gene (Moreira et al., 2007; Yoon et al., 2006) sowie der Genomsequenz der Chromatophoren bestatigt
(Nowack et al., 2008). Diese Untersuchungen liefern starke Hinweise auf einen unabhingigen
phylogenetischen Ursprung der Chromatophoren und Plastiden und indizieren, dass sich
photosynthetisch-aktive Organellen nicht nur einmal, sondern mindestens zweimal wahrend der

evolutionaren Geschichte entwickelt haben.
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1.2.1 Genomreduktion in Chromatophoren von P. chromatophora

Die Sequenzierung des Genoms der Chromatophoren aus P. chromatophora CCAC0185 zeigte, dass es
1,02 Mb groR ist und 867 Proteinen-kodierenden Gene enthélt (Nowack et al., 2008). Damit ist es um
ca. 1/3 kleiner als das Genom nah verwandter, freilebender a-Cyanobakterien wie Synechococcus sp.
WH5701 (3,28 Mbp und 3185 Protein-kodierenden Gene (Coutinho et al.,, 2016)). Diese
Genomreduktion fihrte zum Verlust vieler physiologischer/metabolischer Funktionen, welche
typischerweise in einem Cyanobakterium zu finden sind. So wurden Gene verloren, welche fiur die
Biosynthesewege vieler AS, wie Glutaminsdure, Arginin, Histidin, Tyrosin und Methionin sowie
verschiedener Kofaktoren, wie NAD+, Riboflavin, Thiamin und Biotin beno6tigt werden. Zudem kam es
zum Verlust aller Protein-kodierender Gene, welche fiir den Citratzyklus und somit die Herstellung
vieler wichtiger zellularer Bausteine benétigt werden. Trotzdem scheint das Chromatophor deutlich
autonomer zu sein als Plastiden, deren Genome um das ca. zehnfache kleiner sind als das des
Chromatophoren. So besitzt das Chromatophor immer noch alle essentiellen Gene, welche fiir den
Lichtsammelkomplex, sowie die Photosysteme | und Il (mit der Ausnahme von PsaE und PsaK, siehe
unten) bendtigt werden. AulRerdem werden Proteine kodiert, welche fir die Biosynthese einiger AS,
Fettsduren und anderer Molekiile bend6tigt werden und deren Herstellung einen Vorteil flr die

Wirtszelle darstellen kénnte (Nowack, 2014; Nowack et al., 2008).

Um herauszufinden, ob neben dem Verlust Chromatophoren-kodierter Gene, auch der EGT eine Rolle
bei der Reduktion des Chromatophoren-Genoms spielt, ahnlich dem Fall in Plastiden, wurde eine cDNA
Bibliothek generiert und sequenziert (Nowack et al., 2011; Nowack et al., 2016). Dabei wurde eine
axenische Kultur fiir die Untersuchung verwendet um eine gezielte Suche nach bakteriellen Genen im
Paulinella-Transkriptom zu ermdoglichen. Mithilfe der phylogenetischen Analyse von Proteinen, welche
durch die nuklearen Transkripte kodiert werden, konnten 229 Gene mit bakteriellem Ursprung
ermittelt werden, welche aus der Duplikation/Expansion von 150 unabhingig erworbenen,
bakteriellen Genen resultierten. Fiir 58 dieser Proteine konnte ein a-cyanobakterieller Ursprung
bestimmt werden. Diese Proteine stammen vermutlich vom Chromatophor und kdnnten
endosymbiotische Gentransfere reprasentieren, obwohl die Maoglichkeit eines horizontalen
Gentransfers (HGT) von anderen nahverwandten cyanobakteriellen Spezies nicht ausgeschlossen
werden kann. Die meisten dieser EGT-Proteine kodieren fiir kurze Proteine, welche eine Rolle in der
Photosynthese oder der Lichtanpassung haben und weisen somit eine klare Chromatophoren-
verwandte Funktion auf, was einen Hinweis auf den potentiellen Import dieser Proteine in die
Chromatophoren liefert. Unter ihnen befinden sich auch mehrere Kopien der beiden kleinen

Untereinheiten des Photosystems |, PsaE und PsaK. Beides sind Proteine mit niedrigem molekularen
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Gewicht und die einzigen Proteine der Photosysteme | und Il (PSI und II), welche nicht im

Chromatophoren kodiert sind.

Die verbliebenen 171 Gene mit bakteriellem Ursprung im Genom von P. chromatophora wurden
vermutlich durch horizontalen Gentransfer erworben. Die Lokalisation dieser Gene im Nukleus der
Wirtszelle wurde durch das Vorhandensein einer sogenannten spliced leader (SL) Sequenz am 5‘ Ende
der mRNA oder der Prazenz von Introns bestatigt. Darunter befinden sich viele Proteine, welche
spezifisch Liicken in Chromatophoren-kodierten metabolischen Biosynthesewegen fiillen. Beispiele
dafiir sind die O-Acetyltransferase CysE, welche an der Synthese von Cystein beteiligt ist oder die DNA-
Ligase LigA, die die Verknlpfung von DNA-Fragmenten wahrend der DNA-Replikation katalysiert.
Andere Proteine sind an der Zellwandbiosynthese und der Prozessierung genetischer Information
beteiligt. Zudem reprasentieren einige bakterielle Proteine potentielle Transporter, welche an dem
Austausch von Metaboliten zwischen der Wirtszelle und dem Chromatophor beteiligt sein konnten.
Somit kdnnten diese Proteine mit bakteriellem Ursprung an der Integration der Chromatophoren in
die Wirtszelle beteiligt gewesen sein, indem sie dem Wirt Mechanismen zur Kontrolle des bakteriellen

Endosymbionten liefern (Nowack et al., 2016).

1.2.2 Import Wirts-kodierter Proteine in die Chromatophoren von P. chromatophora

Die Rekonstruktion des Metabolismus der Wirtszelle und des Chromatophoren mithilfe der
Transkriptom- und Genomdaten zeigte, dass das Chromatophor viele Gene, die auf dem Genom des
a-cyanobakteriellen Vorgangers kodiert waren, verloren hat. Dabei fallt auf, dass der Wirt und das
Chromatophor oftmals fiir komplementare Funktionen kodieren. Beispiele hierfiir sind die
Biosynthesewege der AS Serin und Methionin. Wahrend alle Proteine, die fir die Synthese der beiden
AS benotigt werden auf dem Genom der Wirtszelle kodiert sind, fehlen sie vollkommen im Genom des
Chromatophoren (Abbildung 1.2-1 A). Andere Beispiele, wie die Biosynthese von Arginin, zeigen ein
sich stark erganzendes Muster an kodierten Proteinen (Abbildung 1.2-1 B). So fehlen der Wirtzelle die
Gene fir die Proteine, die den vierten und sechsten Schritt der Arginin-Biosynthese katalysieren,
wahrend auf dem Chromatophor nur diese beiden Proteine des Biosyntheseweges kodiert sind. Auch
Enzyme, welche an der Prozessierung genetischer Information beteiligt sind, wie die Ligase A, zeigen
ein komplementares Muster (Abbildung 1.2-1 C). So fehlt das korrespondierende Gen auf dem

Chromatophoren-Genom, wahrend es im Wirt kodiert ist (Nowack et al., 2016).
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Abbildung 1.2-1 Komplementarer Metabolismus von Wirt und Chromatophoren in P. chromatophora. Dargestellt sind
Chromatophoren-kodierte (innerhalb des griinen Vierecks) und Wirts-kodierte Gene der Biosynthesewege fiir die AS (A) Serin
und Methionin sowie (B) Arginin und (C) Gene, welche in die DNA-Replikation involviert sind. Schwarze Pfeile und Schrift
zeigen Genprodukte, welche auf dem Chromatophoren-Genom kodiert sind oder in den nuklearen Transkriptom-Daten
gefunden werden, wéhrend graue Pfeile und Schrift das Fehlen der entsprechenden Genprodukte anzeigen. Die Abbildung
wurde nach (Nowack et al., 2016) angefertigt.

Diese Situation deutet auf einen starken Austausch der beiden Interaktionspartner hin. Dabei besteht
eine Moglichkeit im Austausch von Metaboliten zwischen dem Chromatophor und der Wirtszelle.
Dafiur wirde ein effizientes System an Metabolittransportern erforderlich sein. Jedoch hat die
Untersuchung des Chromatophorengenoms gezeigt, dass viele Transporter, die in dem
a-cyanobakteriellen Vorganger kodiert waren, wahrend der Evolution des Chromatophoren verloren
wurden (Nowack et al., 2008). Aus diesem Grund missten Wirts-kodierte Transporter, wie z.B. die

bereits in Kapitel 1.2.1 beschrieben bakteriellen Proteine, diese Funktionen (ibernehmen.

Eine andere Moglichkeit des Austauschs besteht im Import Wirts-kodierter Proteine in die
Chromatophoren von P. chromatophora. Tatsdchlich konnte der Import der Wirts-kodierten Proteine
PsaE und PsaK bereits nachgewiesen werden. Dabei zeigten Untersuchungen der radioaktiv markierten
Proteine des Photosystems |, dass beide Proteine an eukaryotischen 80S Ribosomen synthetisiert und
posttranslational in die Chromatophoren importiert werden (Nowack & Grossman, 2012). Wie genau
der Importmechanismus aussieht ist jedoch unklar. Einige Proteine des TOC/TIC-Komplexes (Tic12,
Tic21 und Tic32) sind auf dem Chromatophorengenom konserviert und kdnnten in den Import Wirts-
kodierter Proteine in den Chromatophoren involviert sein. Dabei kénnte das Homolog von Tic21 eine
Pore in der inneren Chromatophorenmembran bilden, welche die Translokation der ankommenden
Wirts-Proteine ermdoglichen wiirde (siehe Abbildung 1.1-2 B). Andere TOC/TIC-Komponenten, wie das
bakterielle Protein Toc75, welches die Haupttranslokationspore in der duBeren Plastidenmembran
bildet, konnten jedoch nicht identifiziert werden (Bodyt et al., 2009; Mackiewicz et al., 2012).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Lokalisation von PsakE lieferten zudem Hinweise auf
die Beteiligung des vesikuldaren Transportes durch den Golgi-Apparat wahrend des Importprozesses
(Nowack & Grossman, 2012). Jedoch konnte fiir die importierten Proteine kein abspaltbares
Signalpeptid (SP) identifiziert werden, welches normalerweise fiir den kotranslationalen Import von
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Proteinen in das ER verantwortlich ist. Zudem konnte durch die bioinformatische Analyse der
Gensequenzen keine gemeinsame Prasequenz, welche als mogliches Transitpeptid dienen kénnte, in
den EGT-Genen identifiziert werden (Nowack et al., 2011). Der genaue Importmechanismus Wirts-
kodierter Gene in die Chromatophoren von P. chromatophora bedarf also weiterer Untersuchungen

und bleibt bis heute nicht geklart.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Der komplementare Satz relevanter Gene in Wirtszelle und Chromatophoren von P. chromatophora
deutet auf einen moglichen Import Wirts-kodierter Proteine in die Organellen. In friheren
Untersuchungen konnte bereits der Import der kleinen Photosystem | Untereinheiten PsaE und PsaK
gezeigt werden (Nowack & Grossman, 2012). Beide Proteine sind, wie das Chromatophor, von a-
cyanobakteriellem Ursprung, werden jedoch im Nukleus der Wirtszelle kodiert und posttranslational
in die Chromatophoren importiert. Sowohl PsaE als auch PsaK sind Proteine mit niedrigem molekularen
Gewicht und weisen im Vergleich zu ihren cyanobakteriellen Homologen keine Verlangerung der
Sequenz auf, welche als potentielles Chromatophoren-Transitpeptid dienen und den Import in die

Chromatophoren regulieren kdnnte.

Ob neben diesen beiden kurzen EGT-Proteinen weitere Wirts-kodierte Proteine in die
Chromatophoren importiert werden, ist bisher nicht bekannt und soll in dieser Arbeit untersucht
werden. Dafiir sollen Chromatophoren mit hoher Reinheit isoliert und das Proteom mittels
Massenspektrometrie (MS) untersucht werden. Durch die Berechnung der Anreicherung im Vergleich
zu MS-identifizierten Proteinen aus dem vollstiandigen Zelllysat sollen potentielle Wirts-kodierte
Importkandidaten identifiziert werden. Diese sollen auf ihre physiologische Funktion sowie den
phylogenetischen Ursprung untersucht werden. AnschlieBend sollen die Importkandidaten auf
gemeinsame Sequenzeigenschaften Uberprift werden, um ein potentielles Chromatophoren
Transitpeptid zu identifizieren. Zudem soll anhand der generierten Daten eine in silico Methode
entwickelt werden, welche die Vorhersage weiterer Importkandidaten ermoéglichen kénnte. Da bisher
kein Transformationsprotokoll flir P. chromatophora existiert, welches die Charakterisierung der
Lokalisation der Importkandidaten im Wirtsorganismus ermoglicht, soll zudem die Analyse der
Lokalisation der Importkandidaten im heterologen System der Pflanzenzelle erfolgen. Dies kénnte
erste Hinweise auf einen potentiellen Importmechnismus der Proteine in die Chromatophoren von

P. chromatophora liefern.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit sollen zum Verstandnis der Beteiligung Wirts-kodierter Proteine

an der Reorganisation des Proteom eines evolutionar jungen Organells beitragen.
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2 Ergebnisse

2.1 Isolation der Chromatophoren aus P. chromatophora

Fir die Untersuchung der Proteomzusammensetzung von Chromatophoren wurden diese aus
P. chromatophora CCAC0185 isoliert. Daflir wurden die Zellen zunachst mithilfe von Druck
aufgeschlossen und die intakten Chromatophoren lber einen diskontinuierlichen Percollgradienten
von dem Rest der Zellbestandteile getrennt. Im nachsten Schritt sollten Wirts-kodierte Proteine,
welche von auRen an dem Chromatophor haften und potentielle Kontaminanten darstellen kénnten,
durch die Behandlung mit einer Protease entfernt werden. Dafiir wurden die Proteasen Proteinase K
und Thermolysin verwendet, welche bereits erfolgreich zur Degradation externer Proteine bei
isolierten Plastiden und Mitochondrien eingesetzt wurden (Cline et al., 1984; Yu et al., 2009). Um die
Aktivitat der Proteasen sowie verschiedene Proteasemengen fiir die eingesetzte Anzahl an
Chromatophoren zu testen, wurde BSA zu den isolierten Chromatophoren hinzugegeben und die
Chromatophoren fiir 30 min auf Eis mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Protease
inkubiert. Wie in Abbildung 2.1-1 A zu sehen, konnte BSA alleine sowohl mit Proteinase K als auch mit
Thermolysin verdaut werden. Die Aktivitat der Proteinase K scheint dabei so stark zu sein, dass die
Protease auch sich selbst wahrend der Inkubation auf Eis verdaut. Wurden Chromatophoren
hinzugegeben, konnte jedoch kein Verdau von BSA durch die Proteasen festgestellt werden. Auch nach
der Inkubation der Reaktionen mit verschiedenen Konzentrationen der Proteasen, bei verschiedenen
Temperaturen (auf Eis, 4°C, 16°C, RT) oder mit anderen zugegebenen Proteinen (z.B. Glucose-Oxidase)
fand kein Verdau der extern zugegeben Proteine statt (Ergebnisse nicht gezeigt). Aus diesem Grund
wurde versucht externe Proteine mit EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin zu biotinylieren. Dabei soll laut
Hersteller die negative Ladung des Molekiils dessen Aufnahme in die Zelle verhindern und die selektive
Markierung von Oberflachenproteinen ermoglichen. Nach der Inkubation der isolierten
Chromatophoren mit EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin fiir 30 min auf Eis wurden die Chromatophoren
Uber einen erneuten Percoll-Gradienten aufgereinigt um das nicht-gebundene Biotin zu entfernen und
die Proteine extrahiert. Wie in Abbildung 2.1-1 B zu sehen, konnten keine biotinylierten Proteine in
unbehandelten Chromatophoren detektiert werden. Die Markierung der Chromatophoren mit
externem EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin fiihrte hingegen zu der Biotinylierung diverser Proteine,
welche anschlieBend mittels Massenspektrometrie untersucht wurden. Dabei konnte jedoch gezeigt
werden, dass auch Proteine, welche in der Matrix der Chromatophoren lokalisieren (z.B.

Phycobiliproteine) mit Biotin markiert wurden.
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Abbildung 2.1-1 Extrazellulire Behandlung isolierter Chromatophoren. (A) Protease-Verdau von isolierten
Chromatophoren. 1 pug BSA wurden zu 3*10° isolierten Chromatophoren hinzugegeben und diese mit verschiedenen
Konzentrationen an Proteinase K und Thermolysin fiir 30 min auf Eis behandelt. Die Proteine wurden mithilfe von
Trichloressigsdure extrahiert, auf einem SDS-Gel analysiert und mithilfe von Coomassie-Brillant-Blau visualisiert (Spuren 2-6).
Als Kontrolle wurden die gleichen Konzentrationen an Proteinase K und Thermolysin zu 1 pg BSA hinzugegeben (Spueren 8-
12). *1: BSA, *2: Thermolysin (34,6 kDa); *3: Proteinase K (28,9 kDa). (B) Biotin-Markierung von isolierten Chromatophoren.
3*106 isolierte Chromatophoren wurden mit 2 mM EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin fir 30 min auf Eis inkubiert, die
Chromatophoren liber einen Percoll-Gradienten aufgereinigt und die Proteine mithilfe von Trichloressigsaure extrahiert. 5 ug
der extrahierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert und mit Streptavidin-HRP visualisiert. Als
Kontrolle wurden isolierte Chromatophoren verwendet.

Da beide Ansdtze unzufriedenstellende Ergebnisse lieferten, wurde die nachfolgende

massenspektrometrische Untersuchung an nicht-behandelten Chromatophoren durchgefiihrt.

2.2 Das Proteomdatenset von P. chromatophora

Fir die MS-Untersuchung der Chromatophoren wurden diese aus P. chromatophora (Abbildung 2.2-1
A) isoliert und die isolierten Chromatophoren (Abbildung 2.2-1 B) lber einen zweiten Percoll-
Gradienten erneut aufgereinigt, um eine hohere Reinheit der Fraktion zu erreichen. Proteine, die aus
den isolierten Chromatophoren sowie aus ganzen Zellen mithilfe der Trichloressigsdure-Methode
extrahiert wurden, zeigten unterschiedliche Bandenmuster nach SDS-PAGE und Silberfarbung des
Gels. Zudem konnte eine Anreicherung der Proteine aus den isolierten Chromatophoren im Vergleich
zum Zelllysat gezeigt werden. Ein Beispiel dafiir sind die zwei Banden, die bei ca. 17 kDa laufen und die

Chromatophoren-kodierten Phycobiliproteine reprasentieren (Abbildung 2.2-1 C).

Proteine aus drei unabhangigen Chromatophoren Isolationen sowie drei Gesamtzelllysaten wurden
mithilfe der MS untersucht. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu vergleichen wurden die
normalisierten lonenintensitaten, die wahrend der MS-Analyse detektiert wurden in einem
Streudiagramm aufgetragen und die sechs Fraktionen miteinander verglichen. Vergleicht man die

Chromatophoren-Proteine, sowie die Proteine aus dem Zelllysat jeweils untereinander, so konnte ein
13
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reproduzierbares Muster an lonenintensitdten, mit Korrelationskoeffizienten von 0,904-0,957 fir die

Lysate und 0,922-0,932 fiir die Chromatophorenfraktionen, erzielt werden (Abbildung 2.2-1 D).

Chroma-
tophor

kDa

0.877

T

T T
108

T T T
0 &

3 13 ) H H
Lysat1 Lysat2 Lysat3

T
10 &

! : ;
Chro1 Chro2 Chro3

Abbildung 2.2-1 Reinheit der isolierten Chromatophoren. Lichtmikroskopische Aufnahme (Differentialinterferenzkontrast)
von (A) einer intakten P. chromatophora Zelle und (B) isolierten Chromatophoren. (C) SDS-PAGE von Proteinen, extrahiert
aus dem gesamten Zelllysat sowie aus isolierten Chromatophoren. 1 pg Protein wurden mithilfe von 4-12%-igen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und anschlieRend mit Silbernitrat gefarbt. (D) Multistreudiagramm von normalisierten

lonenintensitaten, welche wahrend der MS-Analyse von drei isolierten Chromatophoren-Replikaten (Chro1-3) und drei Lysat-
Replikaten (Lysat1-3) detektiert wurden. Blaue Zahlen zeigen den Rangkorrelationskoeffizienten an.

Tabelle 2.2-1 Ubersicht der P. chromatophora Proteine, welche in den Lysat- und den Chromatophorenfraktionen durch
die Massenspektrometrie identifiziert wurden.

Total Lysat Chromatophor
Total Wirts- Chromat.- Total Wirts- Chromat.-
kodiert kodiert kodiert kodiert

Total 2452 2358 1943 415 641 219 422
S

22peptide 1938 1901 1518 383 531 141 390
identifiziert

N

\dentifiziert in 22 1031 966 732 234 283 45 238
Proben

Kombination 1025 960 726 234 283 a5 238
beider Filter

Insgesamt konnten mithilfe der MS 2452 verschiedene Proteine identifiziert werde, von denen 2358
Proteine im Gesamtzelllysat und 641 Proteine in isolierten Chromatophoren gefunden wurden

(Abbildung 2.2-2 und Tabelle 2.2-1). 960 Proteine aus dem Lysat und 283 Proteine aus dem
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Chromatophor wurde mit mindestens zwei Peptiden und in mindestens zwei von drei Replikaten
identifiziert und werden im Folgenden als Proteine, welche mit hoher Konfidenz (HK) identifiziert
wurden, betrachtet. Die Ubrigen Proteine werden im Folgenden als niedrige Konfidenz Proteine (NK)

bezeichnet.

Wirts-kodiert

A 7179 B Z 23
2000 144 ] 399 nurim Lysat

400
] ! Lysat und Chromeatophor
] I:l angereichert im Lysat

=y
o
=]
o

E 21027 2;7 ! angereichert im Chromatophor

Chromatophor-kodiert
|:| nur im Lysat

Anzahl der Proteine
o
(=)
o
Anzahl der Proteine
~N
1=
T

o 224 o0 _: 4% ! Lysat und Chromatophor
0 0 |:| angereichert im Lysat
N C N C N C N C [  engereichertim Chromatophor
K HK

Abbildung 2.2-2 Ubersicht liber die, wihrend der MS-Analyse identifizierten, Proteine. Anzahl der Proteine, die im (A) Lysat
und (B) im Chromatophoren identifiziert wurden. Wirts-kodierte Proteine (N) sind in blauen und violetten Farben dargestellt,
Chromatophoren-kodierte Proteine (C) in hell- und dunkelgriinen Farben. Fir beide Gruppen sind die Zahlen fir alle
identifizierten sowie fiir Proteine, welche mit hoher Konfidenz (HK) identifiziert wurden tUber den jeweiligen Balken gezeigt.
Eine Farbkodierung zeigt die Zahl der Proteine an, welche ausschlieflich im Lysat oder in beiden Fraktionen identifiziert
wurden und ob die Proteine im Lysat oder im Chromatophoren angereichert sind.

Um die Reinheit der gewonnen Chromatophorenfraktion zu tiberpriifen, wurden die Intensitdten fur
jeweils zwei Markerproteine fir das Cytoskelett, das ER, die Mitochondrien sowie Peroxisomen im MS-
Datenset untersucht. Wie in Tabelle 2.2-2 zu sehen, konnten alle analysierten Proteine im Zelllysat,
jedoch nicht in den isolierten Chromatophoren gefunden werden. Zudem konnten unter den 100
kernkodierten Proteinen, die im Lysat mit den hochsten lonenintensitdten identifiziert wurden, nur
zwei Proteine auch in der Chromatophorenfraktion gefunden werden (Tabelle S1, griin markiert). Bei
den beiden Proteinen handelt es sich um eine B-Carboanhydrase (scaffold10708-m.75678) und
Polyubiquitin (scaffold29708-m.137851). Wahrend die Carboanhydrase eine um mehr als 200 Mal
geringere lonenintensitdt in Chromatophoren verglichen mit dem Zelllysat zeigte, war Polyubiquitin
um den Faktor 4,5 abgereichert. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass die isolierten
Chromatophoren eine sehr hohe Reinheit ohne nennenswerte Kontamination mit Proteinen aus

anderen Zellkompartimenten aufweisen.

Tabelle 2.2-2 Identifikation von Markerproteinen fiir verschiedene Kompartimente in Zelllysat- und
Chromatophorenfraktionen. Die Tabelle zeigt durchschnittliche lonenintensitdten sowie die Standardabweichung (n=3) von
jeweils zwei Markerproteinen fiir das Cytoskelett, das endoplasmatische Retikulum (ER), das Mitochondrium und das
Peroxisom im Lysat (Int.) und Chromatophor (Intc). Das Targeting zeigt entweder die mittels TargetP ermittelte Targeting-
Vorhersage (,M“: Mitochondrium, ,SP“: Signalpeptid, ,RC": Klassifizierung der Zuverldssigkeit der Vorhersagen (engl. fir:
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reliability class) von 1 (zuverldssige Vorhersage) bis 5 (schlechte Vorhersage)) oder die Prasenz eines Motivs fiir das

Peroxisomen Targeting Signal der Klasse 1 (PTS1: AKL oder SKL) im C-Terminus des Proteins.

Kompartiment | Name Annotation Targeting | Int, Intc
scaffold11503- Aktin Andere 1,43E+09+ | O
size1155|m.79251 (RC1) 1,53E+08

Cytoskelett
scaffold7465- B-Tubulin Andere 3,06E+07+ | O
size1536|m.59800 (RC1) 5,09E+06
scaffold3144- HSP70 SP (RC1) 1,15E+08 | O
size2267|m.33051 t

ER 3,63E+06
scaffold6341- Calreticulin SP (RC2) 5,57E+07+ | O
size1678| m.53586 1,36E+07
scaffold2046- mtHSP70 M (RC1) 7,09E+07+ | O
size2984|m.24480 5,98E+06

Mitochondrium
scaffold2113- ATPase B-Untereinheit M (RC2) 9,42E+07+ | O
size2644|m.25049 1,55E+07
scaffold12158- PeroxisomenHydratase- AKL 2,91E+06% | O
size1105|m.82069 | Dehydrogenase- 3,45E+05

Epimerase

Peroxisom
scaffold8851- Peroxisomen SKL 6,55E+05% | O
size1387|m.66895 | 2,4-dienoyl-CoA 1,02E+05

Reduktase

2.3 Chromatophoren-kodierte Proteine

Von den 641 Proteinen, die in isolierten Chromatophoren identifiziert wurden, handelte es sich bei
422 um Chromatophoren-kodierte Proteine. Dies entspricht einer Abdeckung von 49% der insgesamt
857 Chromatophoren-kodierten Proteine. Von diesen 422 Chromatophoren-kodierten Proteinen,
konnten 238 Proteine mit hoher Konfidenz identifiziert werden, was 27% der Chromatophoren-
kodierten Proteine abdeckt. Betrachtet man die 20 Proteine, fiir die die hochste lonenintensitat in der
Chromatophorenfraktion detektiert wurden, findet man Untereinheiten des cyanobakteriellen
Lichtsammelkomplexes (z.B. Phycocyanin, Allophycocyanin), der Carboxysomen (Carboxysomen-
Hillenprotein), der Photosynthesekomplexe (PsaC, PsaD, PsaF, und PsbQ), die F-Typ ATPase, Enzyme
welche in die Kohlenstofffixierung liber den Calvin Zyklus involviert sind (z.B. kleine Untereinheit der
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/-Oxygenase (RuBisCO)), sowie die molekularen Chaperone

GroEL und DnaK (Tabelle S1, gelb markiert). Betrachtet man die Anreicherung der identifizierten
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Proteine, indem man die lonenintensitdt im Zelllysat von der im Chromatophor subtrahiert
(Intc - Int, > 0) so zeigt sich, dass 399 von 422 (237 von 238 HK Proteine) Proteinen im Chromatophor,
im Vergleich zum Zelllysat, angereichert sind (Abbildung 2.2-2 B). Die 23 Chromatophoren-kodierten
Proteine, welche in der Chromatophorenfraktion abgereichert sind (Intc - Int, < 0) kdnnen vermutlich
auf die semiquantitative Natur der MS zurlickgefiihrt werden und reprasentieren hochwahrscheinlich
nicht den Export von Proteinen aus den Chromatophoren. Alle abgereicherten Proteine werden nur in
sehr geringen Mengen, welche 3,6-0,1% der durchschnittlichen Menge der im Chromatophor
identifizierten Proteine entspricht, gefunden. In diesem Bereich spielt der Zufall vermutlich eine groRe
Rolle. Zudem weisen viele dieser Proteine, z.B. das 50S ribosomales Protein und ein Plastocyanin

Vorlaufer, eine Funktion auf, die im eindeutigen Zusammenhang mit dem Chromatophor steht.

2.4 Import von zwei Klassen von Proteinen in die Chromatophoren von

P. chromatophora

Die Ubrigen 219 der 422 Proteinen (45 von 283 HK Proteinen), welche im Chromatophoren gefunden
werden, reprdsentieren Wirts-kodierte Proteine. 207 von den 219 Proteinen wiesen eine hdhere
lonenintensitat im Chromatophor als im Zelllysat auf und waren somit in der Chromatophorenfraktion
angereichert. Aus diesem Grund werden sie im Weiteren, im Gegensatz zu den 12 abgereicherten
Proteinen, als potentielle Importkandidaten betrachtet (Abbildung 2.2-2 B). Fir die Proteine welche
mit hoher Konfidenz identifiziert wurden, wiesen 43 der 45 Proteine eine hdhere durchschnittliche
lonenintensitat im Chromatophor als im Zelllysat auf. Diese werden daher als HK Importkandidaten

betrachtet.

Bei ndherer Untersuchung der Importkandidaten konnte festgestellt werden, dass die Proteine in zwei
Klassen unterteilt werden kdnnen. Betrachtet man nur die 145 Proteine, fiir die die Volldngensequenz
des Transkripts vorhanden ist, besteht die erste Gruppe aus 85 kurzen Proteinen, mit 10 HK
Importkandidaten, mit einer Lange von weniger als 90 AS. Die zweite Gruppe besteht aus 60 Proteinen,
mit 24 HK Importkandidaten und zeigt eine groRRere Variabilitat der Lange, wobei alle Proteine mehr
als 268 AS lang sind. (Abbildung 2.4-1). Das Vorhandensein der Vollangen-mRNA wurde entweder
durch die Anwesenheit einer sogenannten spliced leader Sequenz am 5 Ende der mRNA (Nowack et
al., 2016) oder eines vorgeschalteten Stopcodons im gleichen Leseraster wie das Start-Methionin
bestdtigt. Diese zwei Gruppen von Proteinen werden im Folgenden als kurze bzw. lange

Importkandidaten bezeichnet.
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Abbildung 2.4-1 Verteilung der Proteinlangen von identifizierten Importkandidaten. Das Balkendiagramm zeigt die Lange
der kernkodierten Proteine, welche wahrend der MS-Analyse als Importkandidaten identifiziert wurden. Kurze
Importkandidaten (<90 AS) sind in blau, lange Importkandidaten (>268 AS) in griin dargestellt. Proteine, welche mit hoher
Konfidenz identifiziert wurden sind in dunkelblau oder dunkelgriin gezeigt.
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2.5 Lange importierte Proteine

Die Untersuchung der langen Importkandidaten zeigt, dass 18 der Proteine eine bekannte Funktion
haben (Tabelle S1, blau markiert). Die meisten dieser Proteine spielen eine Rolle im priméaren
Metabolismus der Zelle und sind zum Beispiel am AS- und Kohlenhydrat-Metabolismus beteiligt. Bei
naherer Betrachtung dieser Proteine konnte festgestellt werden, dass viele der Importkandidaten

spezifisch Liicken in Chromatophoren-kodierten Biosynthesewegen fiillen (Abbildung 2.5-1).
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kodiert JL(HK) (NK) angereichert angereichert gefunden ¥ Kandidat
(HK) (NK)

Abbildung 2.5-1 Lange Importkandidaten fiillen Liicken in Chromatophoren-kodierten metabolischen Biosynthesewegen.
Dargestellt sind Chromatophoren-kodierte (innerhalb des griinen Vierecks) und Wirts-kodierte Gene fiir die Biosynthese der
AS Prolin, Leucin und Arginin. Schwarze Pfeile und Schrift zeigen Gene, welche auf dem Chromatophoren-Genom kodiert sind
oder in den nuklearen Transkriptom-Daten gefunden werden, wahrend graue Pfeile und Schrift das Fehlen der Gene anzeigen.
Farbige Pfeile, welche die schwarzen Pfeile umranden, sowie die farbige Schrift zeigen an, ob die entsprechenden
Genprodukte wahrend der MS-Analyse im Chromatophoren (innerhalb des griinen Vierecks) oder im Lysat angereichert
(gruin), nicht angereichert (orange) oder nicht gefunden wurden (rot). Dunkle Farben reprasentieren Proteine, die mit hoher
Konfidenz (HK) identifiziert wurden, wahrend blasse Farben Proteine, die mit niedriger Konfidenz (NK) identifiziert wurde,
anzeigen. Schwarze Pfeilspitzen zeigen HK Importkandidaten.

Beispiele fur Importkandidaten sind die Pyrroline-5-Carboxylat Reduktase (ProC) und die
3-Isopropylmalat Dehydrogenase (LeuB). Beide Enzyme katalysieren die jeweils einzige fehlende
enzymatische Reaktion im Prolin- bzw. Leucin-Biosyntheseweg, fiir die es keine Chromatophoren-
kodierten Enzyme gibt. Somit wiirde der Import dieser zwei Proteine zu einer Vervollstandigung der
beiden Biosynthesewege flihren. Ein weiteres Beispiel sind drei Enzyme, die an der Biosynthese der AS
Arginin beteiligt sind, welche durch ein komplementares Patchwork von Wirts- und Chromatophoren-
Genen kodiert wird. Enzyme, welche die ersten drei sowie den flinften Schritt der Arginin-Biosynthese
katalysieren, also die bifunktionale Glutamat/Ornithin Acetyltransferase (Argl), die N-Acetylglutamat
Kinase (ArgB) und die N-Acetyl-Gamma-Glutamyl-Phosphat Reduktase (ArgC), wurden unter den HK
langen Importkandidaten gefunden. Die Enzyme ArgD und ArgF, welche den jeweils vierten und

sechsten Schritt katalysieren, sowie die beiden Enzyme CarA und CarB, die an der Synthese von
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Carbamoyl-Phosphat beteiligt sind, sind Chromatophoren-kodiert und wurden wahrend der MS
Analyse in der Chromatophorenfraktion identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden die beiden Wirts-
kodierten Enzyme ArgG und ArgH, welche die zwei letzten Schritte der Arginin-Biosynthese
katalysieren ausschliefRlich im Lysat gefunden. Beide Enzyme tragen ein mTP und zeigen daher

vermutlich eine mitochondriale Lokalisation.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass der Import von Wirts-kodierten Proteinen zur

Vervollstandigung von Chromatophoren-lokalisierte Biosynthesewegen fiihrt.

2.5.1 Identifikation eines N-terminalen Importsignals

Alignments der 24 HK langen Importkandidaten mit orthologen Sequenzen aus anderen Organismen
fihrten zu der ldentifikation einer verlangerten N-terminalen Sequenz in den P. chromatophora
Proteinen, welche nicht in anderen Organismen gefunden wird (Abbildung 2.5-2 A). Der Vergleich
dieser 24 N-terminalen Bereiche zeigte eine konservierte Proteinsequenz, welche in der Ldnge
zwischen 97 und 221 AS variiert (Abbildung 2.5-2 B). Da diese im Durchschnitt ca. 200 AS lange Sequenz
in allen 24 langen HK Importkandidaten identifiziert wurde, wurde sie als potentielles
Chromatophoren-Transitpeptid (crTP) interpretiert. Wie in Abbildung 2.5-2 B zu sehen, zeigen die
N-terminalen Sequenzen nur eine insgesamt moderate Gesamtkonservierung. Dabei gibt es jedoch

Bereiche mit stark konservierten Motiven, diese sind in Abbildung 2.5-2 B in grau hinterlegt.

Die BlastP Analyse der crTPs gegen die NCBI-Proteindatenbank mit einem E-Wert von 1.0E-3 zeigte,
dass keine homologen Sequenzen in anderen Organismen bekannt sind. Mit Hilfe von InterProScan
wurde keine Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie sowie keine bekannten Domanen oder Gen-
Ontologie (GO)-Termini der internationalen Ontologie-Datenbank zugeordnet. Zudem konnten keine
bekannten mTPs oder cTPs mittels TargetP (Emanuelsson et al., 2000) vorhergesagt werden. Fir die
crTPs von scaffold1147-m.16381 (annotiert als ATP-bindendes Uberfamilienprotein) und scaffold1147-
m.16381 (annotiert als RNA Helikase) konnte jeweils eine Transmembrandoméane mithilfe des Online-
Vorhersageprogramms TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) bestimmt werden. Die

Nettoladung der crTPs bei pH 7 variiert zwischen +9.0 und -13.7.
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Abbildung 2.5-2 Lange Importkandidaten besitzen ein N-terminales Chromatophoren Transit Peptid (crTP). (A)
Schematisches Alignment von 3 langen Importkandidaten, annotiert als Flavinreduktase (scaffold5513-m.48594),
N-Acetylglutamatkinase (scaffold3865-m.38081), und Pyrrolin-5-Carboxylatreduktase (scaffold8035-m.62771) mit
orthologen Proteinsequenzen aus anderen Organismen, welche aus den funf besten BlastP-Ergebnissen nach Anwendung
des BLAST-Algorithmus gegen die NCBI Protein-Datenbank ausgewahlt wurden. Paulinella chromatophora Importkandidaten
(in griin) zeigen eine auffallige Verlangerung des N-Terminus verglichen mit Sequenzen aus anderen Spezies. (B) Alignment
der crTPs der 24 langen HK Importkandidaten. Konservierte Motive, welche fiir die Vorhersage mittels HMM genutzt wurden,
sind grau hinterlegt. Sequenzeigenschaften, welche fiir die Vorhersage mittels SVM identifiziert wurden und eine
Unterscheidung von importierten und nicht importierten Proteinen ermoglichen, sind unterhalb des Alignments gezeigt. Die
Abkirzungen sind wie folgt: Ala, Alanin; AROM, aromatischer Rest; BTTN, B-Schleife; HYPB, hydrophobe Region; NEGR,
negativ geladener Rest; POLR, polarer Rest; POSR, positiv geladener Rest; Pro, Prolin; RDCL, Random Coil; SMLR, kleiner Rest;
TNYR, sehr kleiner Rest; UCHR, ungeladener Rest. Fur die Identitdt der Sequenzen 1-24 siehe Tabelle S1.
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Abbildung 2.5-3 Physikochemische Eigenschaften der crTPs und die Detektion der crTPs wahrend der MS-Analyse. (A)
Alignment der 24 crTPs der HK Importkandidaten. a-helikale Konformation wurde mittels NetSurfP vorhergesagt, Sequenzen
mit einem Z-Wert > 0,5 (a-Helix-Wahrscheinlichkeit > 50 %). sind grau unterlegt. Fur die Vorhersage von amphipathischen
Helices wurden der N-Terminus (Position 0 bis 68 im Alignment) und der C-Terminus (Position 176 bis Ende des Alignments)
mittels HeliQuest auf Helixeigenschaften, wie das hydrophobe Moment (<pH>) und die Hydrophobizitdt (<H>), untersucht.
Die 18 AS lange Sequenz, fiir die das hochste <uH> innerhalb der untersuchten Region vorhergesagt wurde, ist mit schwarzen
Buchstaben dargestellt. Dabei fallt auf, dass fiir die vorhergesagten a-Helices im N-Terminus der Proteine, die Sequenzen mit
den hochsten <pH> stark mit der Position der Helices (iberlappen, wahrend fiir die a-Helices im C-Terminus der crTPs,
Sequenzen mit dem hdchsten <uH> eine hohere Variabilitdt der Position im Vergleich zu den Helices zeigen. (B) Der Graph
zeigt das hydrophobe Moment <puH> und die Hydrophobizitdt <H> der Sequenzen mit dem héchsten <pH> aus dem N- und
dem C-terminalem Bereich der crTPs, welche mittels HeliQuest identifiziert wurden. Als Referenz werden Sequenzen mit dem
hoéchsten <puH> fir die mTPs der ATP-Synthase aus Neurospora tetrasperma und Nicotiana sylvestris, Cytochrom-c-Peroxidase
und Citratsynthase aus Saccharomyces cerevisiae, wie auch cTPs der kleinen Untereinheit von RuBisCO, Chlorophyll A/B
bindenden Proteins, der Ferredoxin-NADP-Reduktase und des Chloroplasten 30S ribosomalen Proteins aus Arabidopsis
thaliana gezeigt. AuRerdem wurden Werte fiir eine reprasentative Auswahl an Membran-interagierenden Proteinen, sowie
Proteinen mit Transmembrandomaénen (TMD) aus (Eisenberg et al., 1984) entnommen. (C) Das Balkendiagramm zeigt das
durchschnittliche Verhéltnis von MS-identifizierten und vorhergesagten tryptischen Peptiden aus den 24 HK langen
Importkandidaten. Die Untersuchung wurde unabhédngig fiur die crTPs und den konservierten Bereich der Proteine
durchgefihrt. Tryptische Peptide wurden mithilfe des MS-Verdau-Tools aus http://prospector.ucsf.edu/ durchgefiihrt. Dabei
wurden nur Peptide mit einer Linge von mind. 7 AS in Betracht gezogen.
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Flr alle 24 Sequenzen konnten Bereiche mit a-helikaler Konformation mittels NetSurfP (Petersen, et
al., 2009) (a-Helixwahrscheinlichkeit > 50%) vorhergesagt werden. Wie in Abbildung 2.5-3 A zu sehen,
befanden sich die vorhergesagten a-Helices alle in einem dhnlichen Sequenzbereich im N-Terminus
der crTPs, wahrend die vorhergesagten a-Helices im C-Terminus der crTPs weiter innerhalb der
Sequenzen verstreut lagen. Zwei Parameter, durch die a-Helices beschrieben werden kénnen sind die
Hydrophobizitdt (<H>), welche durch die Anzahl der verschiedenen hydrophoben AS bestimmt wird
und das hydrophobe Moment (<uH>), welches die Symmetrie der Hydrophobizitatsverteilung
innerhalb einer putativen a-Helix angibt. Der Vergleich mit a-Helices aus Membran-interagierenden
Proteinen, sowie aus TMDs, mTPs und cTPs von Proteinen zeigt, dass die vorhergesagten Helices einen
leicht amphipathischen Charakter aufweisen (Abbildung 2.5-3 B). Zudem wurde untersucht, ob die
crTPs nach dem Import in die Chromatophoren moglicherweise abgespalten werden. Dafiir wurde
jeweils die Anzahl der wahrend der MS-Analyse identifizierten Peptide aus der crTP-Sequenz sowie aus
dem konservierten Bereich der 24 HK langen Importkandidaten in der Chromatophorenfraktion
miteinander verglichen. Wie in Abbildung 2.5-3 C zu sehen, stammen die MS-identifizierten Peptide
sowohl aus den crTPs als auch aus dem Rest der untersuchten Proteine, was darauf hindeutet, dass
die crTPs nach dem Import in die Chromatophoren entweder nicht abgespalten werden, oder trotz
Abspaltung stabil genug sind um wahrend der MS-Analyse detektiert zu werden. Zudem wurde
spezifisch nach langen tryptischen Peptiden innerhalb der 24 HK langen Importkandidaten gesucht,
welche den Bereich zwischen dem c¢rTP und dem konservierten Bereich des Proteins Uberbriicken
konnten. Diese Analyse wird jedoch durch die Tatsache erschwert, dass fur die MS-Untersuchung ein
vollstandiger tryptischer Verdau lber Nacht durchgefiihrt wurde, was in relativ kurzen Peptiden
resultiert. Dartiber hinaus, kann das Ende der crTP-Sequenzen und somit die potentielle Schnittstelle
flir eine Peptidase nicht genau vorhergesagt werden. Nur fir zwei lange Importkandidaten
(scaffold2706-m.29779 und scaffold2991-m.31974) konnte jeweils ein langeres Peptid fiir den
beschriebenen Bereich in der Chromatophorenfraktion identifiziert werden. Nach Vergleich mit
konservierten Proteinen aus anderen Organismen konnte jedoch gezeigt werden, dass beide Peptide
jeweils kurz vor Beginn des konservierten Bereichs der zwei Proteine enden, sodass eine genaue

Aussage Uber die Abspaltung des crTPs nicht getroffen werden kann.

Insgesamt wiesen 50 der 60 langen Importkandidaten ein sequenzkonserviertes crTP auf. Die zehn
Proteine, in welchen keine konservierten crTP-Sequenzen identifiziert werden konnten, kdnnten
Proteine reprasentieren, welche mit der Membran der Chromatophoren oder mit Proteinen der
duReren Chromatophorenmembran interagieren oder durch einen crTP-unabhangigen Transport in
die Chromatophoren gelangen. Fur zwei der zehn Proteine (scaffold820-m.13008 und scaffold278-
m.6080, beide annotiert als hypothetische Proteine), konnten TMDs vorhergesagt werden. Wahrend

scaffold820-m.13008 nur eine TMD aufweist, werden fir scaffold278-m.6080 acht TMDs vorhergesagt.
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Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass, zumindest die Proteine ohne vorhergesagte TMDs,
cytoplasmatische Kontaminationen darstellen. Ein Argument, was dafiir sprechen wiirde ist, dass acht

von zehn Proteinen jeweils nur mit einem oder zwei Peptiden identifiziert wurden.

2.5.2 Insilico Vorhersage von langen importierten Proteinen

Um weitere lange Importkandidaten innerhalb der 60973 translatierten Wirts-kodierten Transkripte
zu identifizieren, wurden, in Kooperation mit Prof. Dr. Stefan Rensing von der Philipps-Universitat
Marburg, in silico Vorhersagemodelle erstellt, welche die Vorhergesagte von crTPs erméglichen. Dazu
wurde zum einen das Support Vector Machine (SVM) Modell angewendet. Dafur wurden Datensatze
zusammengestellt, welche aus Importkandidaten (positives Trainingsset) und aus kernkodierten
Proteinen, welche wahrend der MS ausschliellich im Zelllysat gefunden werden (negatives
Trainingsset), bestehen. Anhand dieser konnten Merkmale identifiziert werden, welche eine
Unterscheidung der importierten und der nicht importierten Sequenzen mithilfe von SVM ermdoglichen
(Abbildung 2.5-2 B). Zudem wurde das Hidden Markov Modell (HMM) angewandt, welches die
Vorhersage der in Abbildung 2.5-2 B grau unterlegten Motive ermoglicht. Mit einer Kombination der
SVM-Vorhersage mit einer Grenze von 20.663 und des HMM-Ansatzes mit einer Grenze von 24, 23,
oder 22 identifizierten Sequenzmotiven (SYM&HMM_4, SVM&HMM _3, oder SVM&HMM_2) konnten
insgesamt jeweils 478, 498, oder 519 Wirts-kodierte Proteine mit einer Lange von mehr als 250 AS als
potentielle Chromatophoren-importierte Proteine identifiziert werden. Um die Sensitivitat und die
Spezifitat der drei Modelle zu berechnen, wurden die in silico vorhergesagten Proteine mit der
Lokalisation der Proteine verglichen, welche mithilfe der MS-Analyse abgeleitet wurde. Von den 33
langen Importkandidaten, welche nicht flir das Training oder das Testen der Modelle verwendet
wurden, konnten jeweils elf Proteine nicht mit SVM&HMM_4 und SVM&HMM _3 identifiziert werden,
wahrend SVM&HMM _2 zehn Proteine nicht vorhersagen konnte. Interessanterweise konnten die N-
Termini dieser zehn falsch positiven Proteine nicht mit den crTPs der HK langen Importkandidaten
aligniert werden (siehe Kapitel 2.5.1). Das elfte Protein zeigt ein ungewdhnlich divergentes crTP und
konnte vermutlich aus diesem Grund nicht durch SVM&HMM_4 und SVM&HMM _3, jedoch durch
SVM&HMM _2, vorhergesagt werden. Von den 670 Volllangen-Proteinen, welche ausschlieRlich im
Lysat gefunden wurden, konnten die gleichen neun Proteine mit allen drei Methoden als importiert
vorhergesagten werden. Die nahere Untersuchung dieser neun Proteine zeigt, dass alle die
konservierte crTP-Sequenz aufweisen. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass diese Proteine zwar
importiert werden, jedoch nicht wahrend der MS-Untersuchung detektiert wurden. Acht der neun
Proteine wurden in nur einem der drei Zelllysaten gefunden und sieben der neun Proteine wurden mit
nur einem oder zwei Peptiden detektiert, was auf eine geringe Abundanz hindeutet. Da die

Berechnung gezeigt hat, dass alle drei Modelle die gleiche Spezifitat aufweisen, SVM&HMM_2 jedoch
24



Ergebnisse

eine etwas hohere Sensitivitat zeigt (Abbildung

1.0= 0.99 0.99 0.99 [ spezifitat
1 ] ] B Sensitivitat  2.5-4), wurde im weiteren Verlauf der Arbeit
0.8 mit diesem Modell gearbeitet.
0,67 0,67 g./0
06 Wie in Tabelle S2 zu sehen, wurden von den
519 Proteinen, welche mit SVM&HMM 2
o vorhergesagt, 220 Proteine nur mit SVM
0.2- identifiziert, 113 nur mit HMM und 186 mit
einer Kombination der beiden Modelle. Diese
0.0 ) ) ) . .
™ a O vorhergesagten  Proteine  wurden  mit
@/ s es/
‘8‘&\ %“ Q*‘x\ Proteinen verglichen, welche wahrend der MS-

Abbildung 2.5-4 Eigenschaften der in silico Vorhersage- Analyse identifiziert wurden. Dabei konnten 5
Methoden. Dargestellt sind Balkendiagramme fiir die Sensitivitat

und die Spezifitit der drei Vorhersage-Methoden SVM&HMM_4, der 220 nur mit SVM vorhergesagten, 15 der
SVM&HMM_3, und SVM&HMM_2. Die Werte wurden durch den
Vergleich der in silico vorhergesagten importierten Proteine mit
Proteinlokalisationen, die mithilfe der MS-Analyse ermittelt
wurde, berechnet. Die Werte fiir die Spezifitdt und die Sensitivitat

sind jeweils Uber dem Balken gezeigt. Proteine auch durch MS als Importkandidaten

113 nur mit HMM vorhergesagten und 50 der

186 mit beiden Modellen vorhergesagten

identifiziert werden. Um herauszufinden, ob die in silico vorhergesagten Proteine wahre
Importkandidaten reprasentieren, wurden die Sequenzen der Proteine mit den crTPs der 24 HK langen
Importkandidaten aligniert. Alle Proteine, die mit der Kombination der beiden Modelle, sowie 105 der
113 HMM-vorhergesagten Proteine, zeigten die konservierte crTP-Sequenz. Von den 220 Proteinen,
welche ausschliefllich mit SVM vorhergesagt wurden, wiesen nur drei der Proteine ein crTP auf. Diese
drei wurden auch durch die MS-Analyse als Importkandidaten identifiziert und zeigen ein stark
verkirztes crTP (siehe Alignment in Abbildung 2.5-2 B, Sequenz 23 und 24). Unter den verbliebenen
225 vorhergesagten Proteinen, welche kein crTP aufweisen, konnten nur zwei MS-identifizierte
Importkandidaten gefunden werden. Ob diese 225 Proteine tatsdchlich in die Chromatophoren
importiert werden oder falsch positive Vorhersagen darstellen ist unklar und muss experimentell
untersucht werden. Aus diesen Griinden werden im Weiteren nur die 291 Proteine, flir welche ein
erkennbares crTP identifiziert werden konnte, als wahre in silico vorhergesagte Importkandidaten

betrachtet (siehe Tabelle S2).

Von den 291 vorhergesagten Importkandidaten wurden 65 Proteine auch als Importkandidaten durch
die MS-Analyse identifiziert. 47 dieser Proteine gehdren zu der Gruppe der langen Importkandidaten,
wahrend fiir 18 Proteine nicht die genaue Lange bestimmt werden konnte, da fiir die Transkripte nicht
die vollstandige Sequenz zur Verfligung stand. Von den 60 langen Importkandidaten konnten somit 13
Proteine nicht vorhergesagt werden. Wie bereits beschrieben, weisen 10 dieser Proteine kein crTP auf,

wahrend drei Proteine ein ungewéhnlich kurzes crTP haben und ausschlielich mit SVM vorhergesagt
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wurden. Zusatzlich zu den 65 Importkandidaten konnten elf weitere MS-identifizierte Proteine
vorhergesagt werden. Neun dieser Proteine wurden ausschlieRlich im Zelllysat gefunden. Die
verbliebenen zwei gehdren zu den in Kapitel 2.4 bereits erwdhnten zwolf Proteinen, welche durch die
MS zwar in der Chroamtophorenfraktion identifiziert wurden, jedoch eine geringere lonenintensitat
im Vergleich zum Zelllysat aufwiesen und aus diesem Grund nicht als Importkandidaten betrachtet
wurden. Ob diese elf Proteine tatsachlich in die Chromatophoren importiert werden ist nicht klar und

muss experimentell untersucht werden.

2.5.3 Rekonstruktion von Chromatophoren-lokalisierten Biosynthesewegen und

Prozessen durch in silico vorhergesagte Importkandidaten

Viele der 291 in silico vorhergesagten Importkandidaten scheinen weitere Liicken in Chromatophoren-
lokalisierten Biosynthesewegen zu fiillen. Fir einige Wirts-kodierte Proteine, deren Lokalisation
aufgrund der An- bzw. Abwesenheit weiterer Proteine im gleichen Biosyntheseweg im
Chromatophoren erwartet werden wiirde, konnte keine Vorhersage getroffen werden, da die
Transkripte am 5‘-Ende nicht vollstandig sind. Ein Beispiel hierfiir ist die Uroporphyrinogen Il Synthase
(HemD), welche den einzigen, im Chromatophor fehlenden Schritt der Phycocyanobilin- bzw.
Chlorophyll A-Biosynthese katalysiert. Die genauere Untersuchung des entsprechenden Transkripts
zeigte jedoch die Prdsenz eines unvollstdndigen crTPs, sodass der Import des Enzyms zu einer
Vervollstandigung der Biosynthese von Phycocyanobilin und Chlorophyll A im Chromatophor fiihren

wirde (Abbildung 2.5-5 A).

Weitere Beispiele flir den Import von insilico vorhergesagten Proteinen sind die
Aspartat Carbamoyltransferase (PyrB) und die Aspartat--Ammoniak Ligase (AsnA), welche jeweils zur
Vervollstandigung der Biosynthesewege von Cytidintriphosphat bzw. Asparagin fiihren (Abbildung 2.5-
5 A). Andere Beispiele flir Funktionen von vorhergesagten importierten Proteinen sind die Ligation von
Esterbindungen in DNA-Strangen durch die Ligase A (LigA) und die Entgiftung von Methylglyoxal durch
die Enzyme Lactoylglutathion Lyase (GloA) und die Hydroxyacylglutathione Hydrolase (GloB)
(Abbildung 2.5-5 B, C). In den untersuchten Biosynthesewegen wiesen die meisten Wirts-kodierten
Proteine, fir die eine Chromatophoren-kodierte Variante vorhanden ist, keine crTP-Sequenz auf. Eine
Ausnahme bildeten hier die Enzyme HemF und GloA, welche trotz der Prasenz einer Chromatophoren-
kodierten Version, ein crTP aufzeigen und aus diesem Grund vermutlich in die Chromatophoren

importiert werden.
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Abbildung 2.5-5 Rekonstruktion von Chromatophoren-kodierten metabolischen Biosynthesewegen und Prozessen mithilfe
der vorhergesagten Importkandidaten. Dargestellt sind Chromatophoren-kodierte (innerhalb des griinen Vierecks) und
Wirts-kodierte Proteine. Schwarze Pfeile und Schrift zeigen Genprodukte, welche auf dem Chromatophoren-Genom kodiert
sind oder in den nuklearen Transkriptom-Daten gefunden werden, wahrend graue Pfeile und Schrift das Fehlen der
Genprodukte anzeigen. Die Kreise neben den Wirts-kodierten Proteinen zeigen die Targeting-Vorhersage der Proteine an:
griin, vorhandenes crTP; rot, kein crTP vorhanden; grau, keine Volllangen-Information fir das Transkript vorhanden und
gruin/grau, manuelle Identifikation eines verkiirzten crTPs. Mehrere Kreise reprasentieren die Prasenz von mehreren Wirt-
kodierten Protein-Isoformen. Die in silico vorhergesagten Importkandidaten sind als blaue Pfeilspitzen dargestellt. Diese
fullen Licken in der Phycocyanobilin- und Chlorophyll A- (Chl a), Cytidintriphosphat- (CTP) und Asparagin-Biosynthese (Asn)
(A). AuBerdem sind sie an der Prozessierung von genetischer Information z.B. durch die Ligation von DNA-Strangen durch
Ligase A (LigA) beteiligt (B) und sind in die Detoxifikation von z.B. Methylglyoxal durch Lactoylglutathionlyase (GloA) und
Hydroxyacylglutathionhydrolase (GloB), involviert (C).

2.6 Kurze importierte Proteine

Von den 85 Proteinen aus der Gruppe der kurzen Importkandidaten konnten fiir 77 Proteine entweder
keine Homologe in anderen Organismen gefunden werden (67 Proteine) oder sie zeigen Homologien
zu Proteinen mit unbekannter Funktion (10 Proteine). Sechs der 85 Proteine haben eine Funktion in
der Photosynthese oder sind an der Photoprotektion beteiligt und sind cyanobakteriellen Ursprungs
(Nowack et al., 2011; Nowack, 2014). Unter diesen befinden sich auch die beiden kleinen
Untereinheiten des Photosystems |, PsaE und PsaK (Nowack & Grossman, 2012). PsaK wurde jedoch
nur mit einem Peptid und beide Proteine in jeweils nur einem der drei Chromatophoren-Replikate
gefunden. Eine mogliche Erklarung dafiir kénnte die geringe Menge der beiden Proteine in der Zelle
sowie die kurze Lange von PsakE und PsaK darstellen. Durch das alignieren von kurzen
Importkandidaten mit homologen Sequenzen aus anderen Organismen konnte keine N-terminale
Sequenz, welche ein mogliches Transitpeptid reprasentieren konnte, identifiziert werden (Abbildung

2.6-1 A). Das Fehlen eines Transitpeptids wurde bereits flir PsaE und PsaK gezeigt (Nowack &
27



Ergebnisse

Grossman, 2012) und konnte mithilfe der weiteren identifizierten kurzen Import Kandidaten bestétigt

werden.
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Abbildung 2.6-1 Kurze Importkandidaten. (A) kurze Importkandidaten weisen keine N-terminalen Prasequenzen auf. Als
Beispiel sind die Sequenzen von einem Protein, welches durch starkes Licht induziert wird (HLIP, engl. fiir high light inducible
protein), kodiert durch scaffold15563-size892 und die Photosystem | Untereinheit PsaE, kodiert durch scaffold36408-size369,
gezeigt. Ein Stopcodon, welches sich upstream im Leserahmen von scaffold15563-size892 befindet, sowie die Anwesenheit
einer SL-Sequenz im Transkript von scaffold36408-size369 bestatigen das Vorhandensein der Vollangen-Sequenz der
entsprechenden Transkripte. (B) 39 kurze Importkandidaten zeigen Charakteristika von antimikrobiellen Peptiden. HK
Importkandidaten sind in dunklen Farben dargestellt, NK Importkandidaten in blassen Farben. Aufféllige Cystein-Motive
(CxnC) werden durch rote Boxen, Abschnitte mit aufeinanderfolgenden positivgeladenen AS durch blaue Boxen
hervorgehoben.

Wie in Abbildung 2.6-1 B zu sehen, zeigen viele der kurzen Importkandidaten (39 Proteine) Cystein-
Motive (Cx,C) und/oder Abschnitte mit aufeinanderfolgenden positiv geladenen AS, wie sie bei
antimikrobiellen Peptiden (AMPs) zu finden sind (Brogden, 2005; Mergaert et al., 2017).
Interessanterweise konnte kirzlich durch verschiedene Studien gezeigt werden, dass eine Vielzahl von
AMPs wahrend der symbiotischen Interaktion mit bakteriellen Zellen durch den eukaryotischen Wirt
produziert wird. Diese haben verschiedenen Funktionen und es wird vermutet, dass sie an der
Kontrolle der Wirt-Endosymbiont-Interaktion beteiligt sind (Shigenobu and Stern, 2013; Carro et al.,
2015; Mardti et al., 2015).

2.6.1 Antimikrobielle Aktivitat von kurzen importierten Proteinen

Um zu testen, ob die kurzen importierten Proteine eine antimikrobielle Aktivitdt aufweisen, wurden
vier Kandidaten fiir die heterologe Uberexpression in E. coli ausgewihlt. Dabei wiesen PCAMP1 (fiir

P. chromatophora antimikrobielles Peptid 1) und PCAMP2 eine positive Nettoladung auf, wahrend
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PcAMP3 insgesamt neutral und PcCAMP4 negativ geladen ist (Tabelle2.6-1). Alle Peptide mit Ausnahme
von PcAMP4 enthalten Cysteinmotive, zusatzlich enthalten PcCAMP2 und PcAMP3 Abschnitte mit
jeweils 3-4 positiv geladenen AS (Abbildung 2.6-2 A).

Tabelle 2.6-1 Physikochemische Eigenschaften der untersuchten potentiellen antimikrobiellen Peptide.

Ohne His-Tag N-term. His-Tag C-term. His-Tag
Netto- Molekulares Molekulares Molekulares
Name pl pl pl
Ladung Gewicht Gewicht Gewicht
PcAMP1
(scaf21477- | 159 9,02 7,6 kDa 724 | 102kDa | 86 8,5 kDa
m.115224)
PcAMP2
(scaf24369- +3,7 9,07 7,0 kDa 7,82 9,8 kDa - )
m.123655)
PcAMP3
(scaf28115- | 5 6,14 8,0 kDa 6,43 10,7 kDa ) )
m.133819)
PcAMP4
(scaf41490- 1,7 5,85 7,4 kDa 6,28 10,0 kDa - -
m.164156)

Viele bekannte antimikrobielle Peptide, die bakterielle Membranen angreifen, wie das Maganin-2 oder
das PGLa, welche in der Haut des afrikanischen Frosches Xenopus laevis vorkommen, sind in wassriger
Losung unstrukturiert und bilden amphiphatische Helices wenn sie in Kontakt mit der Zielmembran
treten (Afonin et al., 2008; Biirck et al., 2008; Tremouilhac et al., 2006). Fiir alle vier Paulinella-
kodierten potentiellen AMPs konnten Bereiche mit a-helikaler Konformation mittels NetSurfP (a-
Helixwahrscheinlichkeit > 50%) vorhergesagt werden. Wie bereits fiir die crTP-Sequenzen in Kapitel
2.5-1 beschrieben, wurden die Hydrophobizitat sowie das hydrophobe Moment fiir den Bereich der a-
Helices fur die hier untersuchten putativen AMPs mittels HeliQuest bestimmt. Fir Peptide mit
Membran-interagierenden Eigenschaften konnten hohe hydrophobe Momente sowie eine geringe
Hydrophobizitdt gezeigt werden (Eisenberg et al. 1984) (Abbildung 2.6-2 C). Verglichen damit weisen
Transmembrandomanen eine hohe Hydrophobizitdt sowie ein geringeres hydrophobes Moment auf.
Wie in Abbildung 2.6-2 B und C zu sehen, zeigten die a-helikalen Bereiche der untersuchten PcCAMPs
Hydrophobizitdten zwischen 0,287 und 0,543, wahrend das hydrophobe Moment bei 0,189 bis 0,375
lag. Damit zeigen diese ahnliche Werte fir das hydrophobe Moment wie Transmembrandomanen,

jedoch mit einer geringeren Hydrophobizitat.
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Abbildung 2.6-2 Sequenzanalyse der vier ausgewdhlten potentiellen antimikrobiellen Peptide. (A) Sequenzen der
Paulinella chromatophora antimikrobiellen Peptide (PcAMP) 1-4. o-helikale Konformation wurde mittels NetSurfP
vorhergesagt, Sequenzen mit einem Z-Wert 2 0,5 (a-Helixwahrscheinlichkeit > 50%) sind grau unterlegt. Zusatzlich wurden
das hydrophobe Moment <puH> und die Hydrophobizitdt <H> flr die Bereiche mit a-helikaler Konformation (schwarze Schrift)
mittels HeliQuest vorhergesagt. (B) Helikale Projektion der 18 AS langen Bereiche mittels HeliQuest. Unterhalb der
Projektionen sind die Aminosidureabfolge sowie die Aminosaurepositionen der untersuchten Sequenz angegeben. Die
Eigenschaften der Aminosaurereste sind durch einen Farbcode dargestellt: lila, ungeladen; rosa, ungeladen amidisch; rot,
polar negativgeladen; blau, polar positivgeladen; gelb, hydrophob; grau, sonstige. Richtung des hydrophoben Moments ist
als Pfeil innerhalb der Projektion dargestellt. Die Lange des Pfeils gibt Hinweise auf die Starke des hydrophoben Moments.
(C) Der Graph zeigt das mittels HeliQuest vorhergesagte hydrophobe Moment <puH> und die Hydrophobizitdt <H> der
beschriebenen a-helikalen Bereiche. Fiir Referenzen von <pH> und <H> siehe Abbildung 2.5-3 B.

Um die antimikrobiellen Eigenschaften der putativen AMPs zu untersuchen wurden die vier PCAMPs
als His-Fusionen in E. coli Gberexprimiert und mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
AnschlieBend wurden Synechococcus elongatus PCC 7942 und E. coli Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen der Peptide behandelt. Bei dem S. elongatus PCC 7942 handelt es sich um einen B-
cyanobakteriellen Stamm, der eine hohe Verwandtschaft zu den Chromatophoren mit a-
cyanobakteriellem Ursprung aufweist (Golden et al., 1989; Marin, Nowack and Melkonian, 2005). Die
beiden Bakterien wurden als Versuchsorganismen gewahlt, da die isolierten Chromatophoren nicht
teilungsfahig auBerhalb ihrer Wirtszelle sind. E. coli Zellen sind zudem leicht verfligbar und einfach zu
kultivieren. Da ein ahnliches Ergebnis sowohl fiir E. coli Top10 als auch fir E. coli Rosetta pLysS erzielt
wurde (Ergebnisse nicht gezeigt), wurde im Weiteren mit E. coli Rosetta pLysS gearbeitet, da hier die
Handhabung der Zellen durch die Resistenz gegen Chloramphenicol im Kultivierungsmedium

erleichtert wird.
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Abbildung 2.6-3 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt der vier PcAMPs auf E. coli. Dargestellt sind serielle
Verdiinnungstropftests von E. coli Rosetta pLysS nach Behandlung mit PcAMP1, PcAMP2, PcAMP3 und PcAMP4. Die
verwendeten Peptidkonzentrationen sind auf der linken Seite dargestellt. Fiir die Untersuchung wurden His-Tag-fusionierte
Peptide verwendet. Die Position des His-Tags ist dabei auf der rechten Seite zu sehen. Die Proben wurden nach 0, 2, 4 und 6
h Inkubation mit dem jeweiligen Peptid entnommen, seriell von ODguo=10" bis 10-° verdiinnt und jeweils 5 pl auf LB-Platten
getropft. Die Aufnahme erfolgte nach 16 h Inkubation der Platten bei 37°C. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse von
mehreren unabhangig durchgefiihrten Experimenten (n=3).

Wie in Abbildung 2.6-3 zu sehen, konnte fliir PCAMP1 und PcAMP2 bereits nach 2 h Inkubation mit den
Peptiden ein leichter Konzentrations-abhangiger wachstumshemmender Effekt auf E. coli beobachtet
werden. Dieser wurde nach 4 bzw. 6 h Inkubation mit den Peptiden deutlich verstarkt. Dabei zeigte die
Position des His-Tags von PCAMP1 nur eine geringe Auswirkung auf diesen Effekt, wobei His-PcAMP1
einen etwas starkren wachstumshemmenden Effekt zeigte als PcAMP1-His. Die minimale
inhibitorische Konzentration lag fir PCAMP1 bei 5 uM und fiir PcCAMP2 bei 10 uM. Im Gegensatz dazu
konnte erst nach 4 h Inkubation der Zellen mit PCAMP3 ein geringer wachstumshemmender Effekt
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beobachtet werden. Hier betrug die minimale inhibitorische Konzentration 20 uM und war somit um
das Vierfache bzw. Doppelte hoher als fiir die Peptide PCAMP1 und PcAMP2. Nach 6 h konnte ein etwas
starkerer Konzentrations-abhangiger wachstumshemmender Effekt von PcCAMP3 detektiert werden.
Die Inkubation mit PCAMP4 (ber bis zu 6 h fiihrte zu keiner Veranderung des Wachstums der Zellen.
Zudem wurde die Wirkung von His-PcAMP2 und His-PcAMP3 auf S. elongatus PCC 7942 untersucht.
Wie in Abbildung 2.6-4 zu sehen, konnte kein Effekt auf das Wachstum des Cyanobakteriums bei
Konzentrationen von bis zu 40 uM fir PcCAMP2 und bis zu 70 uM fir PCAMP3 beobachtet werden. Auch
bei einer Wiederholung der Untersuchung fiir PCAMP3 konnte keine Wirkung auf die Zellen detektiert
werden. Daher wurde aus zeitlichen Grinden im weiteren Verlauf der Arbeit mit E. coli als

Versuchsorganismus gearbeitet.
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Abbildung 2.6-4 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdit von PCAMP2 und PcAMP3 auf S. elongatus PCC 7942.
Dargestellt sind serielle Verdiinnungstropftests von S elongatus PCC 7942 nach Behandlung mit PCAMP2 und PcAMP3. Die
verwendeten Peptidkonzentrationen sind auf der linken Seite dargestellt. Flr die Untersuchung wurden His-Tag-fusionierte
Peptide verwendet. Die Position des His-Tags ist dabei auf der rechten Seite zu sehen. Die Proben wurden nach 0, 2, 4 und 6
h Inkubation mit dem jeweiligen Peptid entnommen, seriell von OD750=3*10" bis 3*10-° verdiinnt und jeweils 5 pl auf BG11-
Platten getropft. Die Aufnahme erfolgte nach 10 Tagen Inkubation der Platten bei 30°C und Dauerbelichtung.

Um zu untersuchen, ob der His-Tag einen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitdt der Peptide hat,
wurde versucht diesen von PCAMP2 abzuspalten. Dies wurde durch eine Schnittstelle fir die Protease
Enterokinase ermoglcht, welche sich zwischen dem N-terminalen His-Tag und dem Peptid befindet.
Leider konnten so keine hinreichenden Mengen an reinem Peptid generiert werden, sodass die
Ergebnisse hier nicht gezeigt werden kdnnen. Jedoch deutet die Variation der His-Tag-Position von
PcAMP1 und die fehlende antimikrobielle Aktivitat von PcCAMP4 darauf hin, dass der His-Tag keinen

Einfluss auf die Funktion der Peptide zeigt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass positiv geladen kurze Importkandidaten mit AMP-
ahnliche Sequenzeigenschaften (PcCAMP1 und PcAMP2), einen starken inhibitorischen Effekt auf das

Wachstum von E. coli zeigen, wahrend das neutral geladene Peptid PCAMP3 nur einen geringen Effekt
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mit einer héheren minimalen inhibitorischen Konzentration hatte. Weitere Untersuchungen der

PcAMPs wurden im Folgenden mit den Peptiden PcCAMP1 und PcAMP3 durchgefihrt.

2.6.2 Kationische AMPs erh6hen die Membranpermeabilitdt von E. coli

Flr einige symbiotische AMPs aus anderen Organismen konnte eine permeabilisierende Wirkung auf
biologische Membranen gezeigt werden (Carro et al., 2015; Maréti et al., 2015). Um zu untersuchen,
ob PcAMP1 und PcAMP3 zu einer Erhéhung der Membranpermeabilitat in E. coli flihren, wurde die
Aufnahme des Membran-impermeablen DNA-Farbstoffs Propidiumiodid (PI) nach Behandlung mit den

aufgereinigten His-Tag fusionierten Peptiden Gberprift.
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Abbildung 2.6-5 Konzentrationsabhangiger Effekt verschiedener PcAMPs auf die Aufnahme von Propidiumiodid in E. coli.
E. coli Rosetta pLysS Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der putativen AMPs His-PcAMP1 (A), PCAMP1-His (B)
fur 2h oder His-PcAMP3 fur 4 h (C) inkubiert und anschlieBend mit 20 pg/ml Propidiumiodid (PI) gefarbt. Fur die
Positivkontrolle wurden unbehandelte Zellen vor Zugabe von Pl fiir 2 min bei 70°C inkubiert. Dargestellt ist der Durchschnitt
der fluorometrisch gemessenen PI-Fluoreszenz bei einem Absorptionsmaximum von 488 nm und einem Emissionsmaximum
von 590 nm 5 min nach Zugabe von PI. Die Messung erfolgte in Triplikaten, Fehlernbalken zeigen Standardfehler des Mittels,
ungepaarter zweiseitiger t-Test, p<0,5 = *; p <0,01 = **, p 0,001 = ***.Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von mehreren
unabhdangigen Experimenten (n=3).

Wie in Abbildung 2.6-5 A und B zu sehen, fiihrte die Inkubation von E. coli Zellen mit PCAMP1 zu einer
vermehrten Aufnahme von Propidiumiodid in die Zelle, was in einer signifikant erhéhten PI-
Fluoreszenz resultierte. Dabei konnte ein Anstieg der PI-Fluoreszenz mit steigender Konzentration des
Peptids beobachtet werden. Die Behandlung von E. coli mit 10 uM PcAMP3 resultierte nicht in einer
gesteigerten Aufnahme von Propidiumiodid. Bei der Erhéhung der Konzentration von PCAMP3 auf 20
UM konnte ein geringer Anstieg der Pl-Fluoreszenz in den behandelten Zellen gemessen werden.
Vergleicht man die Starke der Pl-Fluoreszenz, die nach der Behandlung der Zellen mit 20 uM His-
PcAMP3 erhalten wurde mit der PI-Fluoreszenz nach der Behandlung mit His-PcAMP1, so war diese
nur ein Drittel bzw. halb so stark (Abbildung 2.6-5 C). Als Positivkontrolle wurden Zellen verwendet,

welche vor der Zugabe von PI fir 2 min bei 70°C inkubiert wurden. Hier konnte aufgrund der
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Schadigung der Plasmamembran durch die Hitze ein starker Anstieg der PlI-Aufnahme detektiert

werden.

2.6.3 Interaktion von antimikrobiellen Peptiden mit Lipiden

Da der Effekt von PCAMP1 auf die Membranpermeabilitdt auf eine Interaktion des Peptids mit der
Plasmamembran von E. coli hindeutet, wurde im nadchsten Schritt die spezifische Bindung der PCAMPs
an verschiedene Lipide mithilfe eines Lipid-Protein-Interaktions-Assays untersucht. Dafiir wurden
PcAMP1 und PcAMP3 mit kommerziell verfligharen Membranen, auf denen sich verschiedene
biologisch relevante Lipide befinden, inkubiert und die Interaktion mithilfe des His-Tags der Peptide
nachgewiesen. Die Positivkontrolle, welche aus der GST-fusionierten Pleckstrin Homologie-Domane
(PH-Domane) von Phospholipase C besteht, zeigte, wie bereits beschrieben, eine spezifische
Interaktion mit Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (Ptdins(4,5)P,) (Kavran et al. 1998) (Abbildung
2.6-6 A). Wie in Abbildung 2.6-6 B zu sehen, konnte fiir PCAMP1 eine spezifische Interaktion mit
Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PtdIns(4)P) gezeigt werden. Fiir PCAMP3 konnte trotz des intakten
His-Tags keine Interaktion mit einem der 15 getesteten Lipide nachgewiesen werden (Abbildung 2.6-6

C, D).

A B C D
‘ 15 kDa—
GT Pl GT Pl GT Pl —_—
10 kDa—
DAG Ptdins(4)P DAG W |Pansp DAG Ptdins(4)P
PA 8 |Ptains@5P, pp Iptainsasp, PA Ptdins(4,5)P,
’ 2
PS Ptdins(3,4,5)P, PS Ptdins(3,4,5)P PS Ptdins(3,4,5)P,
14,5)P,
PE Cholesterol PE | Cholesterol PE Cholesterol
PC Sphingomyelin  pe Sphingomyelin PC Sphingomyelin
PG Sulfatide PG | sulfatide PG Sulfatide
CL Blank cL Blank CL Blank

Abbildung 2.6-6 Interaktion von PCAMPs mit Lipiden. Dargestellt sind Membranen, mit jeweils 15 biologisch relevanten
Lipiden. (A) Membran-Interaktions-Assay mit der GST-fusionierten Pleckstrin Homologie Domane von Phospholipase C. Die
Interaktion mit Lipiden wurde mithilfe eines anti-GST-Antikérpers nachgewiesen. (B) Membran-Interaktions-Assay mit His-
PcAMP1 und (C) His-PcAMP3. Die Interaktion mit Lipiden wurde mithilfe eines anti-His-Antikorpers nachgewiesen. Jeder
Tropfen enthdlt 100 pmol Lipid. Die Abkiirzungen stehen fiir; GT, Glyceryl Tripalmitat; DAG, Diacylglycerol, PA,
Phosphatidylsdure; PS, Phosphatidylserin; PE, Phosphatidylethanolamin; PC, Phosphatidylcholin; PG, Phosphatidylglycerol;
CL, Cardiolipin; PI, Phosphatidylinositol; PtdIns(4)P, Phosphatidylinositol-4-Phosphat; PtdIns(4,5)P,, Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat; PtdIns(3,4,5)P3, Phosphatidylinositol-4,5-Trisphosphat. (D) Nachweis von in (C) eingesetztem His-PcAMP3
mithilfe eines anti-His-Antikorpers, *:His-PcAMP3 10,7 kDa. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse von n=2 unabhéangig
durchgefiihrten Experimenten.

2.7 Funktionale Klassifizierung von Importkandidaten

Betrachtet man die Daten, welche durch die MS-Analyse und die in silico Vorhersage gewonnen

wurden, konnten insgesamt 433 Proteine identifiziert werden, welche als potentielle
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Importkandidaten klassifziert werden (Tabelle S3). 226 der 433 Proteine waren von unbekannter
Funktion, wahrend die restlichen 207 in diversen zellularen Prozessen beteiligt sind (Abbildung 2.7-1
A). Die groRte Gruppe, mit 47 von 207 Proteinen, ist an der Verarbeitung von genetischer Information
beteiligt. Darunter konnten 22 Zink-Finger Transkriptionsfaktoren, sowie mehrere DNA- und RNA-
Helikasen sowie eine Poly-A-Polymerase identifiziert werden. Zudem scheinen viele Enzyme, welche
eine Funktion in metabolischen Prozessen der Zelle haben, in die Chromatophoren importiert zu
werden. Dabei sind 13 Proteine an dem AS-Metabolismus, 13 Proteine am Kohlenhydrat-, jeweils zwei
Proteine am Lipid und dem Kofaktor-/Vitamin- und 9 Proteine am Nukleotid-Metabolismus beteiligt.
Insgesamt neun Proteine spielen eine Rolle in der Photosynthese und der Anpassung an verschiedene
Lichtverhdltnisse sowie neun weitere Proteine wahrend oxidativem Stress. Die verbliebenen sieben
Proteine sind in den Transport sowie die Proteinfaltung involviert. Darunter befindet sich unter

anderem das Protein Tic32, welches eine Komponente des TOC/TIC-Komplexes darstellt.

A B
B Aminosduren MB
M Kohlenhydrat MB
Lipid MB
n MFI; von Kofaktoren & Vitaminen CthfOplaSt
. mmerdme chloroplast stromaplastid part
otosynthese & Lichtschutz .
M Verarbeitung genetischer Info pIaStld Stroma
M Xenobiotika Biod dation & MB
B Reaktion auf oxidativen Stress chloroplast part

M Proteintransport & Faltung
Unzpezifische Funktion

Abbildung 2.7-1 Funktionale Analyse der experimentell bestimmten und der in silico vorhergesagten Importkandidaten.
(A) Funktionale Klassen der Importkandidaten. Fiir Details der Analyse siehe Tabelle S3. MB, Metabolismus. (B) Word Cloud
(engl. fur Worter-Wolke) Darstellung der Untersuchung der Importkandidaten auf Gen-Ontologie Termini fir zelluldre
Komponenten. Alle Importkandidaten (siehe Tabelle S3) wurden gegen den Hintergrund aller Wirts-kodierten Proteine von
P chromatophora untersucht. Die Analyse wurde durchgefiihrt von Cornelia Mihlich, Phillips-Universitat Marburg.

Interessanterweise zeigte die Blast2GO Zuordnung von GO-Termini eine Uberreprisentation von GO-
Termini, welche im Zusammenhang mit Plastiden und Plastid-Kompartimenten steht (Abbildung 2.7-1

B).
2.8 Phylogenetischer Ursprung importierter Proteine

Um zu ermitteln, welchen phylogenetischen Ursprung die in die Chromtophoren importierten Proteine
aufweisen, wurde die Liste der 433 MS-identifizierten und in silico vorhergesagten Import Kandidaten
mit vorausgegangenen phylogenetischen Analysen des gesamten P. chromatophora Transkriptom
Datensatzes (Nowack et al. 2016) abgeglichen. Interessanterweise sind nur 17 der Importkandidaten
a-cyanobakteriellen Ursprungs und sind vermutlich durch EGT entstanden. Acht der 17 Proteine sind
an der Photosynthese sowie an der Photoprotektion beteiligt. Ein weiteres Beispiel ist das Enzym
Cystein-Synthase A (CysK), welches die Bildung von L-Cystein aus O-Acetyl-L-Serin katalysiert. Dieses
Enzym besitzt eine Chromatophoren-kodierte sowie drei Wirts-kodierte Isoformen (Abbildung 2.8-1),

welche vermutlich durch eine Genmultiplikation nach dem Transferereignis entstanden sind, wie es
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bereits fiir weitere Proteine mit HGT- oder EGT-Ursprung in P. chromatophora beschrieben wurde
(Nowack et al. 2016). Zwei der drei Wirts-kodierten Isoformen konnten wahrend der MS-Analyse mit
jeweils einzigartigen Peptiden identifiziert werden, wahrend die Chromatophoren-kodierte Kopie
experimentell nicht gefunden wurde. Interessanterweise korreliert die subzelluldre Lokalisation der
CysK-Isoformen mit den Eigenschaften der Proteinsequenzen. Wahrend scaffold4337-m.41170,
welches in der Chromatophorenfraktion angereichert ist, eine crTP-Sequenz nach der
Genmultiplikation erworben hat, weist scaffold2205-m.25816, welches ausschliefllich im Lysat
gefunden wurde, keine N-terminale Verlangerung im Vergleich zu homologen CysK-Sequenzen auf.
Stattdessen scheint diese Isoform eine Domane mit Rossmann-Faltung im C-Terminus des Proteins
erworben zu haben. Die Rossmann-Faltung ist eine Strukturdomane, welche die Interaktion mit
Nukleotiden ermdoglicht und wird weder im Chromatophor, noch in cyanobakteriellen CysK-Proteinen

gefunden. Daher bleibt die spezifische Funktion dieser Domane in dem Wirts-kodierten CysK-Protein

unbekannt.

100 200 300 400 500 600 ;o0 soo  soo Intg-Int. Rep, Rep, Loc Gen
pcC 0296 It _ AT R RS R o 0 o nd chr
scaffold4337-m. 41170 IGEIRENN NNGERN pos 3 3 chr nuc
Scaffold2Z05-m.25816 _ Rossmann Fold neg 2 0 Wirt nuc
Scaffold3337-m. 47521 - Qysk nd 0 0 nd nuc

Abbildung 2.8-1 Erwerb eines crTPs durch das CysK Protein. Auf der linken Seite ist ein schematisches Alignment der AS der
Chromatophoren- und Wirts-kodierten Isoformen der Cystein-Synthase A (CysK) cyanobakteriellen Ursprungs dargestellt. Auf
der rechten Seite sind MS-Daten und Lokalisation der entsprechenden Isoformen von CysK gezeigt. Die Abklirzungen sind wie
folgt: chr, Chromatophor; Intc und Int,, durchschnittliche lonenintensitdten in Chromatophor- und Lysatfraktionen; Loc, durch
MS-Analyse bestimmte Proteinlokalisation; neg, negativer Wert; nuc, Nucleus; pos, positiver Wert; Repc and Repy, identifiziert
in x Chromatophoren- oder Lysat-Replikaten.

Neben den Proteinen a-cyanobakteriellen Ursprungs konnte 26 weiteren Proteinen ein bakterieller
Ursprung zugeordnet werden. Diese wurden vermutlich durch horizontalen Gentransfer aus diversen
Bakterien erworben (Nowack et al., 2011; Nowack et al., 2016; Zhang et al., 2017). Die verbliebenen

390 Importkandidaten sind von Wirts- oder unbekanntem Ursprung.

2.9 Subzelluldre Lokalisation importierter Proteine nach heterologer Expression in

N. benthamiana

Um zu untersuchen, ob die crTP-Sequenz oder ein potentielles kryptisches Targetingpeptid innerhalb
von kurzen importierten Proteinen eine Targeting Funktion im heterologen System einer Pflanzenzelle
aufweist, wurden diese transient in Nicotiana benthamiana exprimiert. Dazu wurde das crTP eines
Proteins, welches als Flavinreduktase annotiert ist (scaffold5513-m.48594, Sequenz 5 in Abbildung 2.5-
2 B), sowie das kurze importierte Protein PsaE (scaffold17097-m.100929) C-terminal mit YFP fusioniert.
Nach Expression in N. benthamiana fir 72 h erfolgte die Isolation der Protoplasten sowie die

Untersuchung der Lokalisation mittels konfokaler Laser-Fluoreszenzmikroskopie.
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Abbildung 2.9-1 Fusion mit Paulinella chromatophora crTP fiihrt zum Import von YFP in die Plastiden von
Nicotiana benthamiana . (A) Wildtyp N. benthamiana. Transiente Expression von (B) YFP allein, (C) PsaE (scaffold17097-
m.100929) und (D) dem crTP der Flavinreduktase (scaffold5513-m.48594) fusioniert mit dem N-terminus des gelb
fluoreszierenden Proteins (YFP, engl. fir yellow fluorescent protein). Die Konstrukte wurden fiir 72 h in N. benthamiana
exprimiert. AnschlieBend wurden die Protoplasten isoliert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Gezeigt sind die Autofluoreszenz von Chlorophyll in magenta, die YFP-fluoreszenz in cyan, die Uberlagerung der beiden
Fluoreszenzen (merge) sowie ein vergroRerter Ausschnitt des untersuchten Protoplasten. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Ergebnis flr jedes untersuchte Konstrukt.

Dabei konnte gezeigt werden, dass das PsaE::YFP-Fusionsprotein eine cytoplasmatische Lokalisation,
ahnlich der von YFP, welches als Kontrolle exprimiert wurde, aufweist (Abbildung 2.9-1 B, C). Im
Gegensatz dazu zeigte das crTP::YFP-Fusionsprotein eine Lokalisation in den Plastiden von
N. benthamiana. Vergleicht man die Chlorophyll-Autofluoreszenz der Thylakoid-Grana-Stapel sowie
das YFP-Signal von crTP::YFP, kann eine duale Lokalisation des Fusionsproteins innerhalb der Plastiden

vermutet werden (Abbildung 2.9-1 D). Zum einen gibt es Hinweise auf eine stromale Lokalisation des
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Proteins, die sich aus dem komplementdren Muster der Chlorophyll-Autofluoreszenz und der YFP-
Fluoreszenz ableitet. Zum anderen deutet das auf den Plastiden aufliegende YFP-Signal sowie die
Ausbildung von Nasen- und Faden-artigen Strukturen (siehe Abbildung 2.9-1 D, Zoom) auf eine

Lokalisation des Fusionsproteins in der duBeren Hillmembran der Plastiden.
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3 Diskussion

3.1 Das Chromatophor-Proteomdatenset

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Proteoms von Chromatophoren, den evolutionar jungen
photosynthetischen Organellen der Alge P.chromatophora. Dabei konnten mithilfe der
Massenspektrometrie insgesamt 422 Chromatophoren-kodierte  Proteine in isolierten
Chromatophoren identifiziert werden, was einer Abdeckung von 49% der 857 Chromatophoren-
kodierten Proteine entspricht. Basierend auf diesen Zahlen kann vermutet werden, dass mithilfe der
MS-Untersuchung etwa die Hélfte des gesamten Proteoms der Chromatophoren erfasst werden
konnte. Betrachtet man die Chromatophoren-kodierten Proteine, welche durch die MS-Untersuchung
mit hoher Konfidenz identifiziert wurden, entspricht die Zahl einem Viertel des gesamten
Chromatophoren-Proteoms. Die Reinheit der isolierten Chromatophoren wurde durch die
Abwesenheit von Markerproteinen fiir das Cytoskelett, das ER, die Mitochondrien und Peroxisomen
bestatigt. Zudem wurden in den 100 kernkodierten Proteinen, die im Lysat die hdochste
lonenintensitaten aufwiesen, nur zwei Proteine auch in isolierten Chromatophoren detektiert (siehe
Tabelle S1, griin markiert). Dabei handelt es sich um eine B-Carboanhydrase sowie um Polyubiquitin.
Beide Proteine waren in den Chromatophoren im Vergleich zum Lysat jedoch abgereichert. Dabei
kénnte zumindest fir Polyubiquitin eine spezifische Interaktion mit der duBeren Membran der
Chromatophoren moglich sein, denn in Mitochondrien und Plastiden konnte bereits gezeigt werden,
dass die Polyubiquitinierung von Proteinen an der Regulation der Proteinzusammensetzung der jeweils
duBeren Membran beteiligt ist (Alonso et al., 2003; Ling et al., 2012). Eine dhnliche Funktion von
Ubiquitin kdnnte auch fiir die Chromatophoren maglich sein. Ob die in Chromatophoren identifizierte
B-Carboanhydrase mit der dulReren Membran des Organells interagiert ist nicht klar. Das Protein
konnte jedoch wahrend erster MS-Untersuchungen von angereicherten Membranproteinen aus
isolierten Chromatophoren identifiziert werden (Oberleitner, mindliche Mitteilung), was auf eine
mogliche spezifische Interaktion hindeutet. Was fir eine Funktion es dort hat, ist bisher jedoch nicht

klar.

Da die Chromatophoren ein groRRes Volumen innerhalb der Zelle einnehmen (siehe Abbildung 2.2-1A),
wurde eine moderate Anreicherung der detektierten Proteine (berechnet mit Intc-Int. >0) als
ausreichend betrachtet um ein Wirts-kodiertes Protein als wahren Importkandidaten zu klassifizieren.
Dabei konnten mithilfe dieses Kriteriums zwei Klassen von importierten Proteinen identifiziert werden:

die kurzen und die langen Importkandidaten.
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3.2 Lange importiere Proteine

Durch die MS-Untersuchung konnten 60 Proteine mit einer Ldnge von mehr als 268 AS als
Importkandidaten identifiziert werden. Die meisten dieser Proteine spielen eine Rolle im priméren
Metabolismus der Zelle. Zudem konnte erstmals experimentell gezeigt werden, dass viele der
Importkandidaten spezifisch Liicken in Chromatophoren-lokalisierten Biosynthesewegen auffiillen und
somit zur Vervollstandigung von chimaren metabolischen Stoffwechselwegen des Chromatophors
beitragen. Die Tatsache, dass alle HK langen Importkandidaten sowie die meisten der NK langen
Importkandidaten eine konservierte Sequenz im N-terminalen Bereich des Proteins aufweisen, welche
nicht in orthologen Proteinen in anderen Spezies vorhanden ist, deutet auf einen gemeinsamen
Importmechanismus der Proteine hin. Die zehn Importkandidaten, die kein crTP aufweisen, kdnnten
hingegen in einem crTP-unabhangigen Prozess in die Chromatophoren importiert werden. So ist zum
Beispiel bekannt, dass die meisten Proteine der duBeren Plastidenmembran in diese integriert werden,
obwohl sie kein abspaltbares cTP aufweisen (Hofmann & Theg 2005). Jedoch wiesen nur insgesamt
zwei der zehn Proteine eine Transmembrandomane auf. Eine andere Mdoglichkeit besteht darin, dass
diese Importkandidaten mit Proteinen der duBeren Chromatophorenmembran oder der Membran
selbst interagieren und somit bei der Isolation der Organellen zusammen mit diesen aufgereinigt
werden. Eine Moglichkeit, diese Proteine von den tatsachlichen Importkandidaten zu unterscheiden
bestiinde in der externen Biotinylierung der isolierten Chromatophoren oder dem extrazelluldren
Proteaseverdau. Beide Ansatze konnten wahrend der Arbeit jedoch nicht umgesetzt werden. Die
Biotinylierung von externen Proteinen resultierte auch in der Markierung von Matrixproteinen. Dies
kénnte daran liegen, dass die Integritdt der Membran wahrend der Isolation der Chromatophoren
gestort wird, sodass sie durchlassig fiir das sonst Membran-impermeable EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-
Biotin wird. Bereits bei friiheren Untersuchungen der Ultrastruktur von isolierten Chromatophoren
mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnte die Intaktheit der &uReren
Chromatophorenmembran nicht mir Sicherheit bestimmt werden (Nowack, Dissertation 2009). Um
diese Frage zu beantworten, konnten die Ultrastruktur der Chromatophoren, welche mit der in dieser
Arbeit beschriebenen Methode isoliert wurden, ebenfalls mit TEM untersucht werden. AuBerdem
kénnten Antikérper gegen Proteine der duReren und inneren Chromatophorenmembran helfen, die
Frage nach der Unversehrtheit der Membran zu beantworten. Auch der extrazellulare Verdau isolierter
Chromatophoren mit den Proteasen Thermolysin und Proteinase K konnte nicht erfolgreich etabliert
werden, da es zu keinem Verdau von extern zugegeben Kontrollproteinen kam. Warum dies, trotz

verschiedener untersuchter Bedingungen, der Fall ist, bleibt ungeklart.
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3.2.1 Importmechanismus langer Importkandidaten und Ursprung der crTPs

Durch Vergleich der crTP-Sequenzen mit o6ffentlichen Proteindatenbanken, konnten keine
Sequenzahnlichkeiten oder konservierten Doménen identifiziert werden. Aus diesem Grund konnten
bisher keine Hinweise auf einen potentiellen Ursprung der crTP-Sequenzen ermittelt werden. Fir
Transitpeptide, welche Prakursor-Proteine zu anderen Organellen leiten, wurde vorgeschlagen, dass
sie aus beliebigen Sequenzen, welche trankribiert und tranlatiert wurden, entstanden sind. So konnte
z. B. gezeigt werden, dass fast 3% von beliebig klonierten Sequenzen aus dem Genom von E. coli zum
Targeting eines mitochondrialen Proteins in das Mitochondrium gefiihrt haben, wenn diese statt des
mTPs an den N-terminus des Proteins fusioniert wurden (Baker & Schatz 1987). Eine andere
interessante Hypothese zum Ursprung von Transitpeptiden wurden erst kirzlich von Francis-André
Wollman formuliert (Wollman 2016). Diese besagt, dass sich mTPs und cTPs moglicherweise aus AMPs
entwickelt haben, welche die Wirtszelle zunachst zur Abwehr von bakteriellen Pathogenen produziert
hat. Die Entwicklung eines Resistenzmechanismus des Bakteriums gegen die AMPs, durch den Import
und die proteolytische Degradation der Proteine sowie die Fusion der AMP-Sequenzen an Wirts-
kodierte Gene durch die Reorganisation des Genoms des Wirts fiihrten dabei zu der Entstehung von
Fusionsproteinen, welche zu den sich evolvierenden Organellen geleitet werden konnten. Unterstitzt
wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass sowohl AMPs als auch TPs dhnliche Eigenschaften
aufweisen, welche eine Interaktion mit der Zielmembran ermoglichen. So zeigen beide eine positive
Ladung auf und sind in der Lage amphipathische a-Helices in hydrophober Umgebung auszubilden. Ob
die identifizierten crTPs aus P. chromatophora eine antimikrobielle Aktivitat aufweisen, wurde nicht
im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Vergleicht man jedoch die Sequenzen der crTPs mit den
potentiellen symbiotischen AMPs, welche in dieser Arbeit identifiziert wurden, kann keine Ahnlichkeit
festgestellt werden. Da jedoch verschiedene Klassen von antimikrobiellen Peptiden unterschiedliche
Sequenzeigenschaften aufweisen, kann eine antimikrobielle Aktivitat der crTPs nicht ausgeschlossen

werden.

Die Interpretation des crTPs als eine Sequenz, die das Targeting von Proteinen in das Chromatophor
ermoglicht, basiert bisher ausschlielRlich auf der Korrelation der Lokalisation von Wirts-kodierten
Proteinen im Chromatophor und der Prasenz des crTPs im N-Terminus der entsprechenden Proteine.
Dabei ist bisher unbekannt, welche Rolle das crTP bei dem Import der Proteine in das Chromatophor
spielt. Zudem kann nicht mit Sicherheit bestimmt werden, ob das crTP nach dem Import der Proteine
in das Chromatophor abgespalten wird, da die durch die MS-Untersuchung identifizierten Peptide
sowohl aus dem Bereich des crTPs als auch aus dem konservierten Bereich der Proteine stammen.
Auch ist nicht klar ob und welche zelluldren Komponenten eine Rolle bei dem Import von langen Wirts-
kodierten Proteinen spielen. In Pflanzen sind molekulare Chaperone, wie die Hitzeschockproteine 70
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(Hsp70), 90 (Hsp90) und 93 (Hsp93), sowie das Pflanzenhomolog von GroEL, Cpn60 an Import und
Faltung der ankommenden Proteine innerhalb des Plastiden beteiligt (Kessler & Blobel 1996; Akita et
al. 1997; Nielsen et al. 1997; Inoue et al. 2013). Ob molekulare Chaperone auch eine Rolle beim Import
von Wirts-kodierten Proteinen in die Chromatophoren eine Rolle spielen ist bisher nicht klar. Die
Proteine Hsp70 und Hsp93 wurden als Chaperone fiir den Import der kleinen Untereinheiten von PSI,
PsaE und PsaK, vorgeschlagen (Mackiewicz et al., 2012b). Homologe von beiden Proteinen sind auf
dem Chromatophorengenom kodiert. Ein weiteres Chaperon, welches an dem Importprozess beteiligt
sein konnte ist das Protein Hsp40, welches als Ko-Chaperon von Hsp70 (Dnal in E. coli) fungieren
koénnte. Interessanterweise befindet sich eine Wirts-kodierte Form von Hsp40 unter den identifizierten
Importkandidaten. Auch die Importmaschinerie, welche die Translokation der Proteine Uber die
duBere und innere Chromatophorenmembran, sowie die Peptidoglycanschicht ermdglicht, bleibt
bisher unbekannt. Da die genetische Modifikation von P. chromatophora noch nicht méglich ist, muss
auf ein in planta System zuriickgegriffen werden um Hinweise auf den Importmechanismus, sowie die
beteiligten Komponenten zu erhalten. Erste Untersuchungen der Lokalisation nach heterologer
Expression in N. benthamiana liefern Hinweise auf einen Import von crTP-fusionierten
Fluoreszenzproteinen in die Plastiden der Tabakpflanze. Neben dem in dieser Arbeit untersuchten crTP
von scaffold5513-m.48594 konnte der crTP-vermittelte Plastidenimport von Proteinen fiir zwei
weitere crTPs bestdtigt werden (scaffold2991-m.31974 und scaffold4793-m.44132, Hiren,
Masterarbeit 2016). Dabei wies das crTP von scaffold2991-m.31974 (Sequenz 12 in Abb. 2.5-2 B) eine
typische crTP-Sequenz auf, wahrend das crTP von scaffold4793-m.44132 (Sequenz 24 in Abb. 2.5-2 B)
verkirzt war und ausschlie8lich mit SVM und nicht mit HMM als Importkandidat vorhergesagt wurde.
Diese Untersuchung deutet darauf hin, dass das Targeting zu Plastiden von N. benthamiana kein
zufalliges Ereignis, sondern eine allgemeine Eigenschaft der crTPs ist. Obwohl gezeigt werden konnte,
dass die Untersuchung in einem heterologen System nicht immer zu einer korrekten Lokalisation des
untersuchten Proteine flhrt (Fuss et al., 2013), suggeriert der Import der crTPs in Plastiden von
N. benthamiana die Beteiligung gemeinsamer Komponenten im Chromatophor- und
Plastidenimportmechanismus. Da die Ldnge und Sequenzeigenschaften von crTPs und cTPs sich jedoch
stark voneinander unterscheiden, ist nicht klar ob die TOC/TIC-Maschinerie oder alternative
Importwege, z.B. unter Beteiligung des Endomembransystems, den Import der crTPs vermitteln. Im
Gegensatz dazu fiihrte die heterologe Expression von PsaE in Fusion mit YFP zu einer
cytoplasmatischen Lokalisation des Fusionsproteins in N. benthamiana Protoplasten. Dies deutet
darauf hin, dass der in planta Importmechnismus fiir kurze Proteine entweder nicht funktional ist, oder
der Import durch die Fusion des deutlich gréReren YFP-Proteins an den C-Terminus des kurzen PsaE

gestort wird.
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3.2.2 Insilico Vorhersage des Proteoms der Chromatophoren

Die Identifikation eines potentiellen N-terminalen Transitpeptids fur die langen Importkandidaten in
P. chromatophora ermoglichte die Entwicklung von Vorhersagemethoden mit deren Hilfe weitere
Importkandidaten bestimmt und so eine Ubersicht iiber weitere potentielle Chromatophoren-
lokalisierte Proteine gewonnen werden konnten. Mithilfe von SVM (Grenzwert 2 0.663) und HMM
(Grenzwert > zwei identifizierte Motive) konnten 291 Proteine als potentielle Importkandidaten
vorhergesagt werden. Dabei zeigten die 291 vorhergesagten und die 209 MS-identifizierten
Importkandidaten eine Uberschneidung von 65 Proteinen. Wahrend die kurzen Importkandidaten
nicht vorhergesagt werden konnten, da sie kein crTP aufweisen, wurden 47 der 60 langen
Importkandidaten identifiziert, was eine Sensitivitat von 78% entspricht. Von den 13 Proteinen, die
nicht identifiziert werden konnten weisen zehn kein crTP auf, wahrend 3 ein sehr kurzes crTP besitzen,
welches ausschlielllich mit SVM identifiziert werden konnte. Zuletzt konnten mithilfe der in silico
Vorhersage 18 der 62 Proteine identifiziert werden, fiir die nicht die vollstandige Sequenzinformation

der Transkripte vorhanden ist.

Wie bei den experimentell bestimmten Importkandidaten, konnte festgestellt werden, dass die
vorhergesagten Proteine spezifisch Liicken in Chromatophoren-lokalisierten Biosynthesewegen und
Prozessen auffiillen. Betrachtet man alle identifizierten Importkandidaten, so ldsst sich feststellen,
dass Wirts-kodierten Proteine am Metabolismus von AS, Kofaktoren und Nukleotiden, an
Entgiftungsprozessen sowie dem Schutz gegen reaktive Sauerstoffspezies beteiligt sind. Die grofSte
Gruppe besteht jedoch aus Proteinen, welche an der Prozessierung genetischer Information beteiligt
sind. Hier konnten zahlreiche Importkandidaten, welche als Transkriptionsfaktoren annotiert sind,
gefunden werden. Dies deutet darauf hin, dass die Kontrolle der Genexpression in Chromatophoren
bereits, zumindest teilweise, von Wirts-kodierten Proteinen kontrolliert wird. Eine dhnliche Situation
liegt in den heutigen Plastiden vor. Dort unterliegt die transkriptionale und posttranskriptionale
Kontrolle von Plastiden-kodierten Proteinen sowohl importierten Wirts-kodierten Proteinen als auch
der endogenen Genexpressionsmaschinerie der Plastiden (Allison 2000). Ob die als
Transkriptionsfaktoren annotierten Importkandidaten nach dem Import in die Chromatophoren
tatsachlich funktional sind, muss jedoch experimentell bestimmt werden. Ein weiterer interessanter
Importkandidat ist das Homolog des pflanzlichen Tic32. Tic32 ist eine Komponente der TOC/TIC-
Importmaschinerie in Plastiden und kdénnte auch in Chromatophoren an dem Import Wirts-kodierter
Proteine beteiligt sein. Weitere experimentelle Untersuchung sind jedoch notwendig um den genauen
Importmechnismus zu entschliisseln. Interessanterweise zeigen die Wirts-kodierten Importkandidaten
eine klare Uberreprisentation von Plastiden-assoziierten GO-Termini, was auf eine konvergente
Evolution der beiden photosynthetischen Organellen schlieRen lasst.
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3.3 Kurze importierte Proteine

Neben den langen Wirts-kodierten Proteinen, welche in die Chromatophoren importiert werden,
konnten 85 kurze Importkandidaten identifiziert werden. Diese sind alle kleiner als 90 AS und zeigen,
im Gegensatz zu den langen Importkandidaten, keine gemeinsamen Sequenzmotive, welche den
Import in die Chromatophoren vermitteln kdnnten. Dabei kdnnen die kurzen Importkandidaten grob
in zwei funktionale Klassen unterteilt werden. Auf der einen Seite finden sich Proteine, welche vor
allem an der Photosynthese oder der Photoprotektion beteiligt sind. Beispiele dafiir sind die beiden
PSI Untereinheiten PsaE und PsaK sowie vier high light inducible Proteine (HLP). Die gréRere Gruppe
besteht jedoch aus Proteinen ohne Homologe in anderen Organismen. Stattdessen weisen diese
Importkandidaten interessante Charakteristika auf, welche auf die potentielle Funktion der Proteine
als AMPs hindeuten kdnnten. So besitzen zahlreiche Kandidaten Sequenzen mit aufeinanderfolgenden
positiv geladenen AS sowie Cystein-Motive. AMPs spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunitat und werden in zahlreichen, pro- und eukaryotischen, Organismen gefunden. AMPs kdnnen
anhand der Sequenzeigenschaften und der Zusammensetzung der AS in verschiedene Kategorien
unterteilt werden. Allen gemeinsam ist jedoch ihre antimikrobielle Wirkung gegen verschiedene eu-
und prokaryotische Mikroorganismen. Dabei binden AMPs mittels elektrostatischer oder hydrophober
Interaktionen an Membranen der Zielorganismen und bilden Poren, was zur Lyse der Zelle fihrt.
Zusatzlich gibt es Hinweise, dass AMPs auch intrazelluldre Ziele aufweisen konnten und die Zelle z.B.
durch die Inhibition der Translation oder der Transkription toten (Hale & Hancock 2007; Brogden
2005). Zunehmend rickt jedoch auch die Bedeutung symbiotischer AMPs in zahlreichen,
phylogenetisch nicht verwandten Wirt-Endosymbiont-Interaktionen in den Fokus (Login et al., 2011;
Shigenobu and Stern, 2013; Maréti et al., 2015). So exprimiert z.B. die Pflanze Medicago truncatula
mehr als 700 Cystein-reiche Peptide in ihrem symbiotischen Organ (Graham et al., 2004; Mergaert et
al., 2003; Silverstein et al., 2007), welche zum Endosymbionten geleitet werden und ein breites
Spektrum an invitro antimikrobieller Aktivitat aufweisen, den bakteriellen Endosymbionten
Sinorhizobium in vivo jedoch nicht toten (Orddgh et al. 2014; Tiricz et al. 2013). Stattdessen inhibieren
die NCRs (fur nodule specific, cystein-rich peptides) die Teilung des Endosymbionten und spielen eine
Rolle in der terminalen Differenzierung des Bakteriums, die es ihm ermaoglicht anorganischen Stickstoff
zu fixieren (Farkas et al., 2014; Mergaert et al., 2006; Van de Velde et al., 2010). Andere Beispiele sind
das Coleoptericin A (ColA) aus den Sitophilus-Kafern oder die Bacteriocyten-spezifischen Cystein-
reichen (BCR) Proteine der Blattlduse, welche speziell in den Bacteriozyten, den Endosymbionten-
tragenden Organellen, der Insekten exprimiert und zu den bakteriellen Endosymbionten geleitet
werden (Shigenobu & Stern 2013; Login et al. 2011). Ob die kurzen Importkandidaten ohne Homologe

in anderen Organismen antimikrobielle Peptide darstellen kdnnten, wird im Folgenden diskutiert.
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3.3.1 Antimikrobielle Eigenschaften von kurzen Importkandidaten

Um die antimikrobielle Aktivitat der kurzen Importkandidaten zu untersuchen, wurden vier Peptide
mit unterschiedlichen Sequenzeigenschaften fiir eine Uberexpression in E. coli ausgewihlt. Dabei
wiesen zwei Peptide, PCAMP1 und PcAMP2 eine insgesamt positive Ladung auf, wahrend PcAMP3
neutral und PcAMP4 negativ geladen waren. Zudem enthielten alle ausgewahlten Peptide auRer
PcAMP4 Cystein-Motive, wahrend PcCAMP2 und PcAMP3 zusétzlich Abschnitte mit jeweils 3-4 positiv
geladenen AS in Folge aufwiesen. Fiir alle untersuchten Peptide konnten Bereiche mit a-helikaler
Konformation vorhergesagt werden, jedoch zeigten bekannte AMPs wie das Mellitin aus der Biene
Apis mellifera a-helikale Bereiche mit deutlich héherem hydrophobem Moment. Die hydrophoben
Momente der untersuchten Peptide zeigten vergleichbare Werte wie Transmembrandomanen von
Proteinen, jedoch mit einer insgesamt geringeren Hydrophobizitdt. Da Transmembrandomaénen in
biologische Membran inserieren, konnten die Werte auf eine mogliche Interaktion der untersuchten

Peptide mit Membranen hindeuten.

Um die antimikrobielle Aktivitit der vier Peptide zu testen, wurden diese nach der Uberexpression
mithilfe des His-Tags aufgereinigt und in verschiedenen Konzentrationen extern zu E. coli Zellen
hinzugegeben. Dabei zeigten die positivgeladenen Peptide PcCAMP1 und PcAMP2 einen starken
wachstumshemmenden Effekt auf E. coli, wobei die minimale inhibitorische Konzentration bei 5 bzw.
10 uM lag. Im Gegensatz dazu zeigte das neutralgeladene Peptid PcCAMP4 einen geringeren Effekt mit
einer hoheren inhibitorischen Konzentration von 20 uM, wahrend das negativgeladene PcAMP4 in
Konzentrationen bis 40 uM keinen Effekt auf das Wachstum von E. coli hatte. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass, dhnlich wie in den NCR-Peptiden oder anderen AMPs, die antimikrobielle Aktivitat
vor allem auf der positiven Ladung der Peptide beruht (Dathe et al., 2001; Giangaspero et al., 2001;
liang et al., 2008; Mardti et al., 2015). Die erhdhte Aufnahme von Propidiumiodid nach Behandlung
von E. coli mit PCAMP1 und mit héheren Konzentration von PcAMP3 kénnte Hinweise auf einen
potentiellen Wirkungsmechanismus der Peptide liefern. So wurden fir die positiv geladenen NCR-
Peptide aus M. truncatula, als auch fir das Coleoptericin A (ColA) aus dem Sitophilus-Kafer eine
Membran-permeabilisierende Wirkung gezeigt (Carro et al. 2015; Tiricz et al. 2013). Einen dhnlichen
antimikrobiellen Mechanismus kdnnte man sich auch fiir die Paulinella-kodierten AMPs vorstellen. Es
ist bis jetzt jedoch nicht klar, ob die erhohte PlI-Aufnahme tatsachlich auf eine AMP-verursachte
erhohte Membranpermeabilitdt oder auf sekundare Effekte, als Folge auf die Verdnderungen in der

Zelle, zuruckzufliihren sind.

Eine Interaktion der kationischen PCAMPs mit typischen negativ geladenen bakteriellen Lipiden, wie

dem Phosphatidylglycerol oder dem Cardiolipin, konnte nicht nachgewiesen werden. Die duflere
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Membran von gramnegativen Bakterien, wie E. coli, ist asymmetrisch aufgebaut. Dabei besteht die
duBere Lipidschicht der auReren Membran aus Lipopolysacchariden (LPS), wahrend Phospholipide, wie
das Phosphatidylglycerol, in der inneren Lipidschicht zu finden sind (Doerrler 2006). Daher ist es
moglich, dass die antimikrobielle Aktivitat der PCAMPs auf der Interaktion mit der LPS-Schicht beruht,
wie es bereits fir andere AMPs gezeigt werden konnte (Ding et al., 2003; Majerle et al., 2003). Eine
andere Erklarung fur die fehlende Interaktion der PcCAMPs mit bakteriellen Lipiden kénnte darin
bestehen, dass mehrere unterschiedliche Lipide fiir die Bindung der PcCAMPs bendtigt werden. Hier
wird man durch den durchgefiihrten Assay limitiert, da dieser nicht die Situation in biologischen
Membranen wiederspiegeln kann, denn hier kann immer nur die Interaktion mit jeweils einem
einzigen Lipid untersucht werden. Die Lipidzusammensetzung der duReren und inneren Membran von
Cyanobakterien unterscheidet sich von der anderer gramnegativer Bakterien. Die innere Membran
besteht hauptsachlich aus Glycoglycerolipiden wie dem Monogalactosyldiacylglycerol,
Digalactosyldiacylglycerol  und  Sulfoquinovosyldiacylglycerol  sowie  dem Phospholipid
Phosphatidylglycerol, wahrend die duere Membran zusatzlich das LPS enthédlt (Wada & Murata,
1998). Diese unterschiedliche Membranzusammensetzung kénnte eine maogliche Erklarung fir die
fehlende antimikrobielle Aktivitdt der PcAMPs auf die untersuchten S. elongatus PCC 7942 Zellen
liefern. Sollte die Interaktion der PcCAMPs jedoch tatsachlich auf Komponenten der LPS beruhen,
kénnten Unterschiede in der Zusammensetzung eine mogliche Erklarung fir die fehlende Aktivitat
liefern. So enthalt das LPS von Cyanobakterien eine geringere Anzahl an Phsophatgruppen verglichen
mit dem LPS anderer gramnegativer Bakterien (Schmidt et al. 1980). Diese sorgen unter anderem fir
die negative Ladung des LPS, welche fiir die elektrostatische Interaktion mit kationischen AMPs
bendtigt wird. Aufgrund der nahen Verwandtschaft zu den Chromatophoren, kénnten jedoch auch
hohere Konzentration der PCAMPs fiir eine antimikrobielle Wirkung benétigt werden. Welche Funktion
die PcCAMPs in der Zelle ausiben ist nicht bekannt, jedoch kommt es nicht zur Lyse der Organellen
innerhalb der Wirtszelle, was auf eine erhohte Resistenz gegeniiber den PCAMPs hindeuten kdnnte.
Welche intrazellularen Konzentrationen die PCAMPs aufweisen wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit

untersucht und muss experimentell bestimmt werden.

Zudem ist bisher nicht klar, welchen Effekt die PCAMPs auf die intrazellularen Chromatophoren
aufweisen oder wie sich die Chromatophoren vor der antimikrobiellen Aktivitdt der Proteine schiitzen.
So konnte in der Medicago-Sinorhizobium-Interaktion gezeigt werden, dass Peptidkonzentrationen
von 1 bis 4 pM nicht letal fir den Endosymbionten sind, jedoch dessen Elongation und
Genomamplifikation induzieren. Zudem konnte das bakterielle BacA Protein identifiziert werden,
welches die Membranpermeabilisation und das Téten der Zelle durch NCR-Peptide in vitro reduziert
(Haag et al. 2011). Wie genau die Zellen durch das Protein geschiitzt werden ist bis jetzt jedoch nicht

klar (Kondorosi et al. , 2013; Alunni and Gourion, 2016). BacA-dhnliche Proteine werden in mehreren
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pathogenen Organismen wie Brucella abortus und Mycrobacterium tuberculosis gefunden, wo sie fir
eine anhaltende Infektion des Wirts benétigt werden (Domenech et al., 2009; LeVier et al., 2000). Das
BacA Protein aus S. meliloti sowie das homologe Protein SbmA aus E. coli sind Transporter und
bestehen aus einer TMD (LeVier & Walker 2001). Die genaue Funktion des Proteins ist nicht genau
bekannt, es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Transporter diverse strukturell unterschiedliche
Peptide internalisieren kénnen (Ghosal et al., 2013; Marlow et al., 2009; Mattiuzzo et al., 2007). Ob
dhnliche Proteine im Chromatophor zu finden sind und das Organell vor der Aktivitat der AMPs

schitzen kénnen ist unklar und muss experiementell bestimmt werden.

3.3.2 Importmechanismus und potentielle Rolle kurzer Importkandidaten

Interessanterweise zeigt das positiv geladene Protein PcCAMP1 eine Interaktion mit dem negativ
geladenen Lipid Ptdins(4)P. Dabei scheint das Protein spezifisch an das Lipid zu binden, da keine
Interaktion bei weiteren negativ geladenen Lipiden, wie dem Phosphatidylglycerol, Cardiolipin oder
den anderen Phosphatidylinositol-Spezies, detektiert werden konnte. Obwohl zahlreiche weitere
Untersuchungen notwendig sind, kdnnte diese Interaktion erste Hinweise auf einen potentiellen
Importmechnismus der kurzen Wirts-kodierten Proteine in die Chromatophoren liefern. Die
Untersuchung der Lokalisation von PsaE, welches ebenfalls zu den kurzen Importkandidaten gehort,
lieferte bereits Hinweise auf eine moégliche Beteiligung des Golgi-Apparates bei dem Import der kleinen
PSI-Untereinheit (Nowack & Grossman, 2012). Auch bei dem Import von AMPs kénnte der Golgi-
Apparat eine Rolle spielen, denn das Lipid PtdIns(4)P wird in Hefe vor allem in der Golgi-Membran, in
geringeren Mengen auch in der Plasmamembran, gefunden (Balla & Balla, 2006; Cockcroft et al., 1985).
Im Golgi spielt es vor allem eine Rolle bei dem retrograden Transport vom Golgi zum ER und dem
anterograden Transport vom Golgi zur Plasmamembran und wird dabei fir die Formation von
sekretorischen Vesikeln bendtigt (Audhya et al., 2000; Mizuno-Yamasaki et al., 2010). Viele Proteine
wurden als Interkationspartner von Ptdins(4)P identifiziert. Diese konnen hauptsachlich in zwei Klassen
unterteilt werden. Die erste Klasse besteht aus Lipid-Transfer-Proteinen, welche an dem nicht-
vesikularem Transport von Lipiden beteiligt sind. Die zweite Klasse beinhaltet Adaptor und Coat-
Komplexe. In P. chromatophora kdénnte das Lipid mit der negativ geladenen Phosphatgruppe als erste
Kontaktmoglichkeit von kationischen AMPs mit der Golgi-Membran dienen. So kdnnte die Interaktion
der kationischen PcCAMPs mit dem Lipid ein Signal darstellen, welches zur Translokation der Proteine
in die Zisternen des Golgi dient, von wo aus sie weiter zu den Chromatophoren transportiert werden
koénnten. So konnte fir einige kationische NCR-Peptide aus M. truncatula eine Translokation tber die
bakterielle Membran gezeigt werden, welche nicht in einer erhohten Membranpermeabilitat

resultierte (Farkas et al. 2014). Ob der Golgi-Apparat tatsachlich an dem Transport von kurzen

47



Diskussion

Importkandidaten, inklusive der PcCAMPs, beteiligt ist, muss im Weiteren experimentell bestimmt

werden.

In Pflanzenzellen ist PtdIns(4)P das am meisten vorkommende Phosphatidylinositol-Molekil (Krinke et
al. 2007; Munnik & Vermeer 2010) und wird unter anderem auch in der Plastidenmembran gefunden
(Bovet et al., 2001). Welche Rolle es dort spielt ist bisher nicht vollkommen klar, jedoch implizieren
Untersuchungen aus dem Jahr 2015 eine Beteiligung von Ptdins(4)P an der negativen Regulation der
Teilung von Plastiden (Okazaki et al., 2015). Da PtdIns(4)P auch in der Plastidenmembran gefunden
wird, konnte die Lokalisation des Lipids auch in den Membranen der Chromatophoren vermutet
werden. Auch hier kdnnte es als erste Kontaktmoglichkeit der positiv geladenen PcCAMPs mit der
Organellenmembran dienen. So wurde fiir das symbiotische AMP ColA aus den Sitophilus-Kafern eine
Lokalisation des Proteins in der Membran des Endosymbionten gezeigt (Login et al. 2011). Auch diverse
NCR-Peptide lokalisieren in der Membran, aber auch im Cytosol der Endosymbionten (Maréti et al.,
2015). Welche Funktion die symbiotischen AMPs im Endosymbionten ausiiben und wie der
Wirkungsmechanismus im Detail aussieht ist bisher nicht vollstandig geklart. Fir das ColA konnte
gezeigt werden, dass es das Wachstum des Endosymbionten reguliert, indem es die Teilung der Zellen
inhibiert (Login et al. 2011). Auch die NCR-Peptide sind an der Regulation der Teilung und der
Differenzierung der bakteriellen Endosymbionten beteiligt. Dabei duert sich deren Funktion vor allem
in der Inhibierung der Zellteilung, der GréBenzunahme der Endosymbionten und der Amplifizierung
des bakteriellen Genoms (Mergaert et al., 2006; Van de Velde et al., 2010). Interessanterweise
korrelieren diese Beobachtungen mit Daten aus Untersuchungen von nicht symbiotischen AMPs, in
denen gezeigt werden konnte, dass zahlreiche AMPs das filamentése Wachstum von Bakterien
induzieren, was auf eine Funktion der Peptide bei der Cytokinese hindeutet (Chauhan et al., 2006;
Rosenberger et al., 2004). Eine dhnliche Rolle kdnnte man sich auch fiir die antimikrobiellen Peptide
aus P. chromatophora vorstellen. Hier scheint die Anzahl der Chromatophoren pro Zelle einer strengen
Kontrolle zu unterliegen. Zudem sind die Chromatophoren deutlich groRer als ihre nahverwandten
cyanobakteriellen Spezies und es gibt Hinweise auf die Polyploidie des Chromatophorengenoms
(Nowack et al. 2016). Ob diese Beobachtungen auf die Aktivitdt der PcAMPs zuriickzufiihren sind
wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht und muss experimentell bestimmt werden.
AuBerdem ist bisher nicht klar, ob das Phosphatidylinositol-4-Phosphat in der
Chromatophorenmembran vorhanden ist und ob es zu einer Interaktion der Chromatophoren mit den
PcAMPs kommt. Interessanterweise konnte flr das antimikrobielle Peptid 5 der Erle Alnus glutinosa
(Ag5) eine Beteiligung an der Freisetzung von Stickstoff-reichen Metaboliten (z.B. Glutamin und
Glutaminsaure) aus den endosymbiotischen Frankia-Bakterien gezeigt werden (Carro et al. 2015).
Auch die Paulinella-kodierten AMPs kdnnten eine dhnliche Funktion ausfiihren und so die fehlenden

Metabolit-Transporter ersetzen. Sollten die PcCAMPs Poren in die Chromatophorenmembran bilden,
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miissten jedoch einige mechanistische Aspekte bedacht werden, denn die Bildung von Poren wiirde
zu einem Verlust der Barrierefunktion und zu einer unkontrollierten Freisetzung von Metabboliten
fihren. Modellierungen der AMP-induzierten Freisetzung von Molekillen mithilfe von synthetischen
Vesikeln zeigen jedoch ein langsames und transientes Ausstromen, anstelle einer schnellen und
vollstéandigen Freisetzung. Diese Beobachtung wird mithilfe des interfacial activity Modells erklart, bei
dem von einer transienten Storung der Membran ausgegangen wird (Wimley 2010), welches das
Uberleben der Chromatophoren und einen kontrollierten Metabolitenaustausch erkldren kénnte

(Mergaert et al., 2017).

Obwohl nur die kationischen PcAMPs eine antimikrobielle Aktivitdt und eine Interaktion mit Ptdins(4)P
aufweisen, zeigt die MS-Untersuchung des Chromatophoren-Proteoms, dass auch negativ und neutral
geladene PcAMPs in den Chromatophoren gefunden werden. Wie diese Proteine in das Organell
gelangen ist bisher nicht klar. Wahrend positiv geladene Proteine mit der Membran interagieren und
selbststandig Uber diese translozieren kénnten, kénnte die Translokation von neutral und negativ
geladenen AMPs moglicherweise nur in Anwesenheit von kationischen AMPs stattfinden. Eine andere
Moglichkeit konnte darin  bestehen, dass die intrazelluldaren Chromatophoren andere
Membraneigenschaften als die frei-lebenden E. coli Zellen aufweisen, welche ihnen die Aufnahme der
PcAMPs ermoglichen. Wie die symbiotischen AMPs in anderen Systemen in die bakteriellen
Endosymbionten gelangen ist bisher ebenfalls nicht vollstandig geklart. So verbleiben
endosymbiotische S. meliloti Zellen in sogenannten Symbiosomen innerhalb von M. truncatula Zellen
und sind somit von der eigenen Membran sowie der pflanzlichen Symbiosomenmembran umgeben.
Zwar tragen die NCR-Proteine aus M. truncatula N-terminale Signalpeptide, welche die Proteine zum
ER und anschlieRend zu der Membran der symbiotischen Organellen leiten kénnten, wie die Proteine

jedoch in die Membran und das Cytosol der Endosymbionten gelangen ist nicht geklart.

3.4 Reorganisations-Prozess des Proteoms der Chromatophoren

Interessanterweise konnten nur flir 17 der 433 Importkandidaten ein potentieller Ursprung durch EGT
festgestellt werden, wahrend die Mehrheit der Importkandidaten, mit 390 Proteinen, vom Wirt
abzustammen scheinen oder der phylogenetische Ursprung nicht klar zu bestimmen ist (Nowack et al.,
2016; Nowack et al., 2008; Nowack et al., 2011). Dies deutet darauf hin, dass der Re-Import von
Genprodukten, von zuvor aus dem Endosymbionten transferierten Genen, nur eine vergleichsweise
geringe Rolle in der frihen Integration des Organells in das System der Wirtszelle spielt. Stattdessen
scheint der Import von Wirts-kodierten Proteinen die vom Chromatophor verlorenen Funktionen zu
ersetzen oder neue Funktionen hinzuzufligen. 26 weiteren Importkandidaten konnte ein Ursprung
durch horizontalen Gentransfer aus diversen Bakterien zugeordnet werden. Dieses Ergebnis

unterstitzt die bereits zuvor postulierte Hypothese, welche die Fixierung von horizontal transferierten
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Genen von Beutebakterien erklaren konnte. Diese besagt, dass die Reduktion des
Chromatophorengenoms wahrend einer mixotrophen evolutiondren Phase, die Fixierung von
bestimmten HGT-Genen begiinstigt haben kdnnte. Dabei wurden vor allem Gene fixiert, welche die
Kompensation von bereits verlorenen Funktionen des Chromatophoren ermdglichten (Nowack et al.,
2016). Zudem wurden mehrere Situationen identifiziert, bei denen sowohl ein Wirts- als auch ein
Chromatophoren-kodiertes Protein, welches die gleiche enzymatische Funktion aufweist, im
Chromatophor lokalisiert. Eine solche Konstellation wiirde es einer der Kopien erlauben, Mutationen
anzuhdufen und schliefllich verloren zu gehen. Solche Situationen wurden als Intermediat des
Gentransfers postuliert (Doolittle 1998) und konnte zur weiteren Reduktion des
Chromatophorengenoms fiihren. Betrachtet man das Beispiel des cyanobakteriellen CysK-Proteins, so
wird deutlich, dass nicht jedes transferierte Protein die Information erhélt, welche das Re-Targeting in
das Chromatophor ermoglicht. Stattdessen kdnnen der Gentransfer sowie die Reorganisation des
Wirtsgenoms zum Erwerb von neuen funktionalen Domanen fiihren. Ein Beispiel dafiir ist die neu

erworbene Domane mit Rossmann-Faltung im C-Terminus des CysK-Proteins.

3.5 Elemente der parallelen Evolution in anderen endosymbiotischen Interaktionen

Die Integration von Chromatophoren in die Wirtszelle zeigt viele Parallelen zu der Integration von
nicht-photosynthetischen Endosymbionten, welche in diversen Eukaryoten gefunden werden (Dubilier
et al., 2008; Moya et al., 2008; Nowack and Melkonian, 2010). So kann in vielen Endosymbionten, wie
auch in den Chromatophoren, eine starke Reduktion des Genoms beobachtet werden. Diese kann
dabei so massiv sein, dass sie der Reduktion des Genoms in Mitochondrien und Plastiden dhnelt
(McCutcheon & Moran 2011). Ein Beispiel dafiir ist das Genom von Candidatus Tremblaya princeps,
welches aus nur 138927 Basenpaaren und 121 Protein-kodierenden Sequenzen besteht (McCutcheon
& von Dohlen 2011). Ahnlich wie in P. chromatophora, scheinen Wirts-kodierte Proteine fiir den
Verlust von Genen aus dem Endosymbionten zu kompensieren (McCutcheon & von Dohlen 2011;
Hansen & Moran 2011). Einige dieser Wirts-kodierten Gene scheinen ihren Ursprung im horizontalen
Gentransfer aus diversen Bakterien zu haben. So konnten im Genom der Erbsenlaus, welche das
Gammaproteobakterium  Buchnera aphidicola  als  Endosymbionten beherbergt,  zwolf
Gene/Genfragmente bakteriellen Ursprungs identifiziert werden. Sieben dieser zwélf Gene werden in
den Bakteriozyten der Erbenslaus stark exprimiert, was auf eine Rolle in der Symbiose hindeutet (Nikoh
et al. 2010). Umfangreicher endosymbiotischer Gentransfer scheint hingegen keine nennenswerte
Rolle bei der Integration der Endosymbionten zu spielen. So konnten im Kerngenom in der Erbsenlaus
nur zwei nicht-funktionale Pseudogene, welche ihren Ursprung im endosymbiotischen Gentransfer
haben kénnten, identifiziert werden (Nikoh et al. 2010). Anders als in P. chromatophora, lieferte die

massenspektrometrische Untersuchung des Proteoms von B. aphidicola zunachst keinen Hinweis auf
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den Austausch von Proteinen zwischen den zwei Interaktionspartnern (Poliakov et al. 2011). Bei
ndaheren Immunoblot- und Immunomikroskopie-Untersuchungen mit spezifischen Antikérpern konnte
jedoch der Import eines 21 kDa groRRen Proteins mit bakteriellem Ursprung in den Endosymbionten
Buchnera gezeigt werden (Nakabachi et al. 2014). Neben dem Import dieses kleinen Proteins mit bisher
unbekannter Funktion, konnte bisher nur der bereits beschriebene Import von symbiotischen AMPs in
bakterielle Endosymbionten gezeigt werden. Dabei bleibt das AusmaR des Proteinimportes, um
genauer zu sein, der Import von groReren Proteinen, sowie der Importmechanismus in allen
untersuchten Systemen bisher unbekannt. Jedoch legen diese Untersuchungen, sowie die Ergebnisse
dieser Arbeit nahe, dass die Kompensation von Endosymbiont-kodierten Proteinen durch den Import
Wirts-kodierter Proteine mit diversen phylogenetischen Urspriingen ein weitreichendes Phanomen

darstellen konnte.

3.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte der massive Import von Wirts-kodierten Proteinen in die evolutionar jungen
Organellen der Alge P. chromatophora gezeigt werden. Dabei konnten die importierten Proteine in
zwei Klassen unterteilt werden: die kurzen und die langen Importkandidaten. Wahrend die langen
Importkandidaten ein putatives Chromatophoren-Transitpeptid besitzen, zeigen die kurzen
Importkandidaten keine gemeinsamen Sequenzmotive, welche auf die Prasenz eines Targetingsignals
hindeutet. Wie die Wirts-kodierten Proteine jedoch in die Chromatophoren importiert werden ist

bisher nicht klar und sollte in weiterfilhrenden Experimenten untersucht werden.

Um den Import Wirts-kodierter Proteine besser zu verstehen, sollten die am Import beteiligten
Komponenten identifiziert werden. Erste Hinweise auf die beteiligten Transporter konnte die
Untersuchung des Proteoms der dufleren und inneren Chromatophorenmembran liefern. Hier besteht
die Schwierigkeit jedoch darin, gentigend Ausgangsmaterial fiir die Untersuchung zu erhalten. Dafir
sollten die duRere und die innere Chromatophorenmembran von den Thylakoidmembranen getrennt
werden, was nur durch eine hohe Ausgangsbiomasse des eingesetzten Materials erreicht werden kann.
Die Menge der isolierten Membranen wird jedoch durch das langsame Wachstum von
P. chromatophora limitiert. Eine andere Moglichkeit besteht darin ein Hefe-Zwei-Hybrid-Screening mit
einer cDNA-Bibliothek von P. chromatophora durchzufiihren, bei der potentielle crTP-
Interaktionspartner identifiziert werden koénnten. Es koénnte auch auf das System der Pflanze
zurickgegriffen werden um erste Hinweise auf die am Import beteiligten Komponenten zu erhalten.
Erste Untersuchungen der Lokalisation zeigten den crTP-vermittelten Import von Proteinen in die
Plastiden von N. benthamiana, was auf gemeinsame Komponenten in der Chromatophor- und
Plastidenimportmaschinerie hindeutet. Wie genau der Import stattfinden, ob der TOC/TIC-Apparat

oder das Endomembransystem am Import beteiligt sind, ist nicht klar. Um die Beteiligung des ER und
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des Golgi-Apparates zu untersuchen kdnnte die Retention des untersuchten Proteins wahrend der
Expression in N. benthamiana in jeweils beiden Organellen veranlasst werden. Dies kénnte durch die
Fusion eines ER-Retentionssignals an das Protein oder den Einsatz von Brefeldin A, welches die
Formation von sekretorischen Vesikeln am Golgi inhibiert, erreicht werden. Um die Beteiligung des
TOC/TIC-Apparates beim Import von Proteinen zu untersuchen, werden haufig Kompetitionsassays mit
dem Prakursor der kleinen Untereinheit von RuBisCO in in vitro Import Assays herangezogen (Tranel
et al., 1995; Tu et al., 2004). Ahnliche Untersuchungen kénnten durchgefiihrt werden, um den

Mechanismus des crTP-Importes in die Plastiden von N. benthamiana zu entschlisseln.

Erste Hinweise auf den Import von kurzen Importkandidaten, insbesondere der potentiellen
kationischen antimikrobiellen Peptide, konnte die Interaktion der Proteine mit dem Lipid
Phosphatidyinositol-4-Phosphat geliefert haben. Ob das Lipid auch in der Chromatophorenmembran
vorhanden ist und ob die PCAMPs tatsachlich Poren in der Membran bilden, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht werden. Im ersten Schritt kdnnte hier die Lipidzusammensetzung der inneren
und duBeren Chromatophorenmembran mithilfe der MS bestimmt werden. Dies kdnnte als Grundlage
flr weiterflUhrende Experimente mit giant unilamellar Vesikeln (GUV) dienen, mit deren Hilfe die
Interaktion der PCAMPs mit Membranen genauer charakterisiert werden kann. Sollte es zu der Bildung
von Poren und zur Freisetzung von Molekilen durch die PCAMPs kommen, kann des Weiteren der
Durchmesser der entstandenen Poren durch die Inkorporation von fluoreszierenden Partikeln mit
unterschiedlichen GréBen wahrend der Herstellung von GUVs und der anschlieBenden Detektion der
Molekdl-Freisetzung bestimmt werden. Um die vorgeschlagenen Versuche durchfiihren zu kénnen,
sollten die untersuchten PcAMPs mit einem Fluorophor markiert werden, damit die
Membraninteraktion mithilfe eines Fluoreszenmikroskops untersucht werden kann. Dafiir kdnnten
z.B. FITC-fusionierte Proteine synthetisch hergestellt werden, wobei drauf geachtet werden sollte, dass
die generierten Proteine eine Loslichkeit in wassrigen Losungen aufweisen. Von einer Markierung der
Proteine mit N-Hydroxysuccinimid (NHS)-konjugierten Fluorophoren sollte abgesehen werden, da
diese an primare Amine, wie sie in der Seitenkette von Lysin vorkommen, binden. Durch die
Konjugation kdnnte es zur Maskierung von positiven Ladungen kommen, auf denen die Interaktion der

kationischen PCAMPs mit negativ geladenen Membrankomponenten vermutlich beruht.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Ambion, Amersham,
Applichem GmbH, BioRad, Biozym Scientific GmbH, Carl Roth, Difco, Duchefa, GE Healthcare,
Invitrogen (Life Technologies), Merck, Roche, Serva, Sigma-Aldrich, Thermo Fisher Scientific und

VWR bezogen.

4.1.2 Kulturmedien

4.1.2.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Fllissigmedium und auf LB-Festmedium.

Tabelle 4.1-1 Zusammensetzung des LB-Mediums fiir die Kultivierung von E. coli

Zusitze LB-Flissigmedium LB-Festmedium
Trypton 10g 10g
Hefeextrakt 5g 5g

NaCl 5g 5g

Bacto Agar - 20g

Nach dem Losen der Zusatze in 1L H20piq. wurde das Medium bei 121 °C autoklaviert. Vor der Zugabe
eines Antibiotikums zur Herstellung eines Selektionsmediums wurde das Medium zunachst auf ca.
50°C abgekihlt.

Antibiotika-Endkonzentrationen: Ampicillin: 100 pg/ml
Spectinomycin: 50 pg/mi
Chloramphenicol: 25 pg/ml

4.1.2.2 Kultivierung von Paulinella chromatophora
Die Kultivierung von P. chromatophora erfolgte in WARIS-H-Flissigmedium (McFadden & Melkonian,

1986), welches durch die Zugabe von 1,5 mM Na,SiOs; modifiziert wurde.
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Tabelle 4.1-2 Zusammensetzung des Mediums fiir die Kultivierung von P. chromatophora

Zusatz Konzentration in Medium
KNOs 1mM
MgS0O, 81,1 mM
(NH4)2HPO4 0,15 mM
Ca(NOs)2 0,42 mM
HEPES 1mM
P-lI-Metalle
EDTA (Triplex I11) | 8,06 uM
H3BO; 18,43 uM
MnCl, 0,73 uM
ZnSOs 73 nM
CoCl, 16.8 nM
Fe-EDTA
EDTA (Triplex ) | 17,86 uM
FeSOa 17.9 uM
Vitamine
Vitamin B12 0,15 nM
Biotin 4,10 nM
Thiamin-HCL 0.30 uM
Niacinamide 0,80 uM
Erdextrakt 10 ml/I
Na,SiOs 1,5mM

Nach dem Losen der Komponenten in H,O0piq, wurde das Medium durch die Zugabe von HCl auf

einen pH von 7,0 eingestellt. Das Medium wurden vor Verwendung bei 121 °C autoklaviert.

4.1.2.3 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Die Kultivierung von A. tumefaciens erfolgte in YEB-Flissigmedium und auf YEB-Festmedium.

Tabelle 4.1-3 Zusammensetzung des YEB-Mediums fiir die Kultivierung von A. tumefaciens

Zusatze YEB-Fliissigmedium YEB-Festmedium
Hefeextrakt lg 1lg
Rindfleischextrakt 5g 5g

Pepton 5g 5g

Saccharose 5g 5g

MgSO, 0,5¢g 05¢g

Bacto Agar - 20g

Nach dem Losen der Zusatze in 1L H20gi4, wurden die Medien bei 121 °C autoklaviert. Vor der Zugabe

eines Antibiotikums zur Herstellung eines Selektionsmediums wurde das Medium zundachst auf ca.

50°C abgekiihlt.
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Antibiotika-Endkonzentrationen:

Rifampicin: 150 pg/ml
Gentamicin: 50 pg/ml
Kanamycin: 50 pg/ml

Spectinomycin: 100 pg/ml

4.1.2.4 Kultivierung von Synechococcus elongates

Die Kultivierung von S. elongatus erfolgte in BG11-Flissigmedium und auf BG11-Festmedium.

Zusatze BG11-Fliissigmedium BG11-Festmedium
CaCl; x2 H,0 36 mg 36 mg
Zitronensaure 6 mg 6 mg
NaNO; 1,5g 15g
MgS04 x 7 H,0 75 mg 75 mg
0,25M Na,-EDTA (pH 8) 5,6 pl 5,6 ul
Na,CO3 20 mg 20mg
K2HPO4 x 3 H,0 30 mg 30 mg
Spurenelemente
H3BO3 2,86¢g 2,86¢g
MnClz x 4 H.0 181lg 181g
ZnSO4 x 7 H20 0,222 g 0,222 g
NaMoOs x 2 H20 0,390 g 0,390 g
Co(NO3z)2 x 6 H20 0,049 g 0,049 g
1M TES-Puffer (pH 8,0) 10 ml 10 ml
Bacto Agar - 10,5g

Nach dem Losen der Zusatze in 1L H20y4. wurden die Medien bei 121 °C autoklaviert. AnschlieBend

wurden 2ml/l Ammoniumeisen(lll)-citrat und 0,4 ml/I CuSO4 hinzugegeben.

4.1.3 Enzyme und molekularbiologische Kits

Die folgende Tabelle fiihrt alle verwendeten Enzyme auf.

Tabelle 4.1-4 In dieser Studie verwendete Enzyme

Enzym Verwendungszweck Hersteller

DNase Unspezifische Restriktion von Thermo Scientific
DNA-Molekilen

Lysozym Verdau bakterieller Zellwand Sigma Aldrich

Phusion DNA Polymerase

Amplifikation von DNA-

Molekulen

New England Biolabs oder

Laborpraparation

Restriktionsendonukleasen

Spezifische Restriktion von

DNA-Molekilen

New England Biolabs
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T4 DNA Ligase

Ligation von DNA-Molekiilen

New England Biolabs

T5 Exonuklease

Gibson-Klonierung

New England Biolabs

Taqg DNA Ligase

Gibson-Klonierung

New England Biolabs

Thermolysin

Verdau externer Proteine nach

Chromatophorenisolation

Promega

Proteinase K

Verdau externer Proteine nach

Chromatophorenisolation

Roche Diagnostics

Enterokinase

Abspaltung des His-Tags von

heterologen Proteinen

ABM

Die folgende Tabelle fiihrt alle verwendeten molekularbiologischen Kits auf.

Tabelle 4.1-5 In dieser Studie verwendete molekularbiologischen Kits

Molekularbiologisches Kit Verwendungszweck Hersteller
Mix2Seq Kit Sequenzierung Eurofins
Plasmid Mini Kit Aufreinigung von Plasmiden Qiagen
QlAquick Gel Extraction Kit Extraktion von DNA- Qiagen

Fragmenten aus Agarosegelen

RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit

Synthese von cDNA

Thermo Scientific

RNeasy MinElute Cleanupt Kit

Aufreinigung von isolierter
RNA

Qiagen

4.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH (Martinsried, Deutschland)

synthetisiert. In Tabelle 4.1-6 sind die Oligonukleotide angegeben, die fiir Klonierungen und

Sequenzierungen verwendet wurden.

Tabelle 4.1-6 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz 5'-3'

Verwendungszweck

Fwd_scaf24369_Ndel

CACATATGTCTCTGTACGACCCTATCCTG

Klonierung von
scaffold24369-

Rev_scaf24369_BamHI

CAGGATCCTTAGAACAGGCCAAACCTCTTC

m.123655 in pET19b

Fwd_ scaf28115_Ndel

CACATATGGTGGTTTCCAGAGGGGACCC

Klonierung von
scaffold28115-

Rev_scaf28115_BamHI

CAGGATCCTTAGATGCCTGTGAGAATGAAGGAC

m.133819 in pET19b
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Fwd_ scaf21477 Ndel

CACATATGGGCACACACGCTGGTCGA

Rev_scaf21477_BamHI

CAGGATCCTTAGACCGACTCTCCTTCTAGGTCTG

Klonierung von
scaffold21477-
m.115224 in pET19b

Rev_scaf21477_Xhol

CACTCGAGGACCGACTCTCCTTCTAGGTCTGC

Klonierung von
scaffold21477-
m.115224 in pET21a

Fwd_ scaf41490_ Ndel

CACATATGCCTCAAGTCACCATCAGGG

Rev_ scaf41490 BamHI

CAGGATCCTTAATTTTCGATGTGATATTCGTAG

Klonierung von
scaffold41490-
m.164156 in pET19b

Rev-Nterm-scaf5513-
pUBC

CATACTAGTTGGATATCTCGA
GCCCGGGTTGTCTTGGTAGTAC

Fwd-Cterm-scaf5513-
pUBC

TGAGTTTTTCTGATTAACACATGGCAGTGCAATCG
GCCTC

Klonierung des crTPs
von scaffold5513-
m.48594 in pUBC-YFP

Fwd-PsaE-pUBC

TGAGTTTTTCTGATTAACACATGGTCGGCCGTGGA
GATAAAG

Rev-PsaE-pUBC

CATACTAGTTGGATATCTCGAGGGGGCAGACAGCT
CGGACTC

Klonierung von PsaE
(scaffold17097-
m.100929) in pUBC-YFP

Forwarts-Oligonukleotid

Fwd-UBQ10 CTTCGATTTGTGATTTCTATC zur Sequenzierung von
pUBC-Konstrukten
Rickwarts-
Oligonukleotid zur
Rev-YFP CGTTTACGTCGCCGTCCAGC .
Sequenzierung von
pUBC-Konstrukten
Sequenzirung von
17 TAATACGACTCACTATAGGG DET19b und pET21b
4.1.5 Plasmide

Die Tabelle fuhrt die verwendeten und in dieser Arbeit generierten Plasmide auf.

Tabelle 4.1-7 In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Plasmide

rekombinanter Proteine mit N-

terminalem und

His-Tag

Name GPN Beschreibung Selektion | Organismus Hersteller
Name
pET19b GPNO0O2 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Novagen
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Enterokinaseschnittstelle in

E. coli.
pPET19b- GPNOO3 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Diese
scaf24369- von scaffold24369-m.123655 Arbeit
m.123655 mit N-terminalem His-Tag und

Enterokinaseschnittstelle in

E. coli
pPET19b- GPNOO04 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Diese
scaf28115- von Arbeit
m.133819 scaffold28115-m.133819 mit

N-terminalem His-Tag und

Enterokinaseschnittstelle in

E. coli
pPET19b- GPNOO5 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Diese
scaf21477- von Arbeit
m.115224 scaffold21477-m.115224

mit N-terminalem His-Tag und

Enterokinaseschnittstelle in

E. coli
pET19b- GPNOO7 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Diese
scaf41490- von Arbeit
m.164156 scaffold41490-m.164156

mit N-terminalem His-Tag und

Enterokinaseschnittstelle in

E. coli
pUBC-YFP Konstitutive Expression von Spec E. coli (Grefen et

Proteinen mit C-terminalem al. 2010)

YFP-Tag in A. tumefaciens A. tumefaciens
pUBC-YFP- GPNOO08 | Konstitutive Expression von Spec E. coli Diese
expr. YFP nach der Entfernung der Arbeit

Gateway-Kasette aus pUBC- A. tumefaciens

YFP in A. tumefaciens
pUBC-Psak- | GPNOO9 | Konstitutive Expression von P. | Spec E. coli Diese
YFP chromatophora PsaE mit C- Arbeit
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terminalem YFP-Tag in A. tumefaciens

A. tumefaciens

pUBC-crTP- GPNO012 | Konstitutive Expression des Spec E. coli Diese
scaffold5513 crTP von P. chromatophora Arbeit
-m.48594- scaffold5513-m.48594 mit C- A. tumefaciens
YFP terminalem YFP-Tag in A.

tumefaciens
pUBC-YFP- GPNOO8 | Konstitutive Expression von Spec E. coli Diese
expr. YFP in A. tumefaciens Arbeit

A. tumefaciens

pET21a GPNO54 | IPTG-induzierbare Expression | Amp E. coli Novagen
von rekombinanten Proteinen

mit C-terminalem His-Tag in E.

coli
pET21a- GPNO57 | Expression von Amp E. coli Diese
scaffold2147 Scaffold21477-m.115224 Arbeit
7-m.115224 mit C-terminalem His-Tag in

E. coli

4.1.6 Stimme

Die Tabelle fuihrt die in dieser Arbeit verwendete Stamme von Mikroorganismen auf.

Tabelle 4.1-8 In dieser Arbeit verwendete Stamme

Stamm Relevanter Genotyp Resistenz Bezugsquelle
Paulinella chromatophora

CCAC0185 - - Culture Collection of
nicht axenisch Algae (CCAC),

Universitat zu Koln

Escherichia coli

Topl0 F— mcrA A(mrr-hsdRMS- Streptomycin Invitrogen
mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG
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Rosetta (DE3) pLysS F ompT hsdSg(rs” mg’ Cm Merck
) gal dcm (DE3) pLysSRARE
(CamFf)

Agrobacterium tumefaciens
GV3101 p19 - Rif, Gent, Kan Biochemie der
Pflanzen, Heinrich-

Heine-Universitat,

Disseldorf
Synechococcus elongatus
PCC7942 - - Synthetische
Mikrobiologie,

Heinrich-Heine-
Universitat,
Dusseldorf

4.2 Methoden

4.2.1 Mikrobiologische Methoden

4.2.1.1 Mikrobiologische Methoden mit Paulinella chromatophora

Kultivierung von P. chromatophora

P. chromatophora-Kulturen wurden in WARIS-H Medium, modifiziert durch die Zugabe von 1,5 mM
Na,SiOs, kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in Fernbachkolben bei 17°C, einem 14/12 Licht-/Dunkel-
Zyklus und einer Lichtintensitat von 20 PE (Leuchtstoffrohre MASTER TL-D Super 80 36W/840,

Philipps).

4.2.1.2 Mikrobiologische Methoden mit Escherichia coli

Kultivierung von E. coli

E. coli-Kulturen wurden in LB-Flissigmedium und auf LB-Festmedium kultiviert. Die Kulturen wurden
in Flissigmedium in Kolben schittelnd oder in Reagenzglasern auf dem Drehrad bei 110 UPM
inkubiert. Alle Kulturen wurden mit Einzelkolonien von Selektionsplatten inokuliert. Die Inkubation

erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37 °C.
Bestimmung der Zelldichte von E. coli-Kulturen

Die Zelldichte von E. coli-Flissigkulturen wurde photometrisch mit einem Novospec Il Photometer
(Pharmacia Biotech) bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhangigkeit

zwischen der Zelldichte und der gemessenen ODggo sicherzustellen wurden die Kulturen so verdiinnt,
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dass der gemessene Wert der ODgoo zwischen 0,2 und 0,8 lag. Als Blindwert wurde die ODeggo des zur

Kultivierung verwendeten LB-Mediums gemessen.

Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Flr die Transformation wurden 50 pl chemisch-kompetenter E. coli TOP10-Zellen fiir 5-10 min auf Eis
aufgetaut. Nach der Zugabe von 1-10 pl Plasmid-DNA (5-50 ng) oder 10 pl eines Ligationansatzes
wurden die Zellen fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 45 sec bei 42°C,
wurde der Ansatz erneut fiir 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 200 pl LB-Flissigmedium
hinzugegeben und die Zellen fiir 30-60 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert um den Aufbau der Resistenz
zu ermoglichen. Der Transformationsansatz wurde auf festem LB-Selektionsmedium ausplattiert und

die Platten bei 37°C liber Nacht inkubiert.

4.2.1.3 Mikrobiologische Methoden mit Agrobacterium tumefaciens

Kultivierung von A. tumefaciens

A. tumefaciens-Kulturen wurden in YEB-Flissigmedium und auf YEB-Festmedium kultiviert. Die
Kulturen wurden in Flissigmedium in Reagenzglasern auf dem Drehrad bei 110 Upm inkubiert. Alle
Kulturen wurden mit Einzelkolonien von Selektionsplatten inokuliert. Die Inkubation erfolgte unter

aeroben Bedingungen bei 28 °C.
Bestimmung der Zelldichte von A. tumefaciens-Kulturen

Die Zelldichte von A. tumefaciens-Flissigkulturen wurde photometrisch mit einem Novospec Il
Photometer (Pharmacia Biotech) bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt. Um eine lineare
Abhangigkeit zwischen der Zelldichte und der gemessenen ODeoo sicherzustellen wurden die Kulturen
so verdiinnt, dass der gemessene Wert der ODgoo zwischen 0,2 und 0,8 lag. Als Blindwert wurde die

ODsoo des zur Kultivierung verwendeten YEB-Mediums gemessen.
Transformation von A. tumefaciens-Zellen mit Plasmid-DNA

Flr die Transformation wurden 500 ul kompetenter A. tumefaciens GV3101 p19-Zellen fiir 5-10 min
auf Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von 1-3 pg Plasmid-DNA wurden die Zellen fiir 15-30 min auf Eis
inkubiert. Der Ansatz wurde flir 5 min in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend fiir 5 min
bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml YEB-Fliissigmedium, wurde der Ansatz fir 2-4 h
schittelnd bei 28°C inkubiert um den Aufbau der Resistenz zu ermdglichen. Die Zellen wurden fiir 3

min bei 3000 g und RT pelletiert und in 20 pl YEB-Flissigmedium resuspendiert. Der
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Transformationsansatz wurde auf festem YEB-Selektionsmedium ausplattiert und die Platten bei 28°C

fur 48-72 h inkubiert.

4.2.1.4 Mikrobiologische Methoden mit Synechococcus elongatus

Kultivierung von S. elongatus

S. elongatus-Kulturen wurden in BG11-Flissigmedium und auf BG11l-Festmedium kultiviert. Die
Kulturen wurden in Flissigmedium in Erlenmeyerkolben bei 150 UPM und einer Dauerbelichtung mit

weilRem Licht bei 40 UE kultiviert. Die Inkubation erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 30 °C.
Bestimmung der Zelldichte von S. elongatus-Kulturen

Die Zelldichte von S. elongatus-Flissigkulturen wurde photometrisch mit einem Novospec |l
Photometer (Pharmacia Biotech) bei einer Wellenldange von 750 nm nm bestimmt. Um eine lineare
Abhangigkeit zwischen der Zelldichte und der gemessenen OD7s sicherzustellen wurden die Kulturen
so verdilinnt, dass der gemessene Wert der OD7so zwischen 0,2 und 0,8 lag. Als Blindwert wurde die

ODyso des zur Kultivierung verwendeten BG11-Mediums gemessen.

4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte unter Verwendung des spektralen
Photometers NanoDrop 2000c. Dabei wurde die Absorption der Nukleinsdure-Probe (1 pl) bei 260 nm
gemessen, wobei OD,s0=1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht. Die Reinheit der gemessenen Nukleinsdure ergibt sich aus dem
Quotienten der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm. Dieser sollte bei einem Wert zwischen 1,8 und

2,0 liegen.

4.2.2.2 Synthese von cDNA aus P. chromatophora

Isolation von RNA aus P. chromatophora

Flr die Isolation von RNA aus P. chromatophora wurden die Zellen zunachst fir 5 min bei 200 g
pelletiert. Das Pellet wurde gewogen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Anschliefend wurde das
Pellet durch die Zugabe und mehrmaligem auf- und abpipettieren von TR/ Reagent (Sigma Aldrich, 1
ml pro 100 mg Pellet) aufgetaut. Die Zellen wurden durch mehrmaliges Aufziehen durch eine Spritze

mit einer 23G Kanlile aufgebrochen und fiir 5-10 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 200 ul
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Chloroform pro 1 ml eingesetztem TR/ Reagent wurde der Ansatz gut durchmischt und fir weitere 5-
15 min auf RT inkubiert. Das Auftrennen der Phasen erfolgte durch die Zentrifugation fir 10 min bei
12000 g und 4°C. Die obere wassrige Phase enthalt die RNA und wurde vorsichtig in ein neues
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die Gesamt-RNA wurde mit 500 pl Isopropanol pro 1 ml eingesetztem TR/
Reagent fur 10 min bei RT gefallt. Die gefdllte RNA wurde fiir 10 min bei 12000 g und 4°C pelletiert und
das Pellet zweimal mit 75% Ethanol (Verdiinnung mit Diethyldicarbonat-behandeltem Wasser (DEPC-
H,0)) fiir 5 min bei 12000 g und 4°C gewaschen. Das trockene RNA-Pellet wurde in DEPC-H,0 oder

RNase-freiem Wasser aufgenommen und die Konzentration bestimmt.

AnschlieBend wurde verbliebene DNA durch eine Behandlung mit DNase fiir 30 min bei 37°C entfernt
und die RNA mithilfe des RNeasy MinElute Cleanupt Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers

aufgereinigt.
Synthese von cDNA

Die Synthese der cDNA aus der aufgereinigten RNA erfolgte mithilfe des RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kits (Thermo Scientific). Dabei wurden Oligo dTis-Oligonukleotide als Primer fir die first

strand synthesis verwendet und die Synthese nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten eingesetzt. Fiir die
Herstellung von DNA-Fragmenten, welche daraufhin als Insert fir Klonierungen eingesetzt wurden,
wurde die Phusion-DNA-Polymerase der Firma NEB eingesetzt. Zur Amplifikation von Fragmenten,
welche nicht weiterverarbeitet wurden (zum Beispiel bei der Verifizierung von Klonen) wurde eine im
Labor exprimierte und aufgereinigte Phusion-DNA-Polymerase eingesetzt. Das Volumen fiir PCR-
Ansédtze betrug 25 pl oder 50 pl. Reaktionen wurden in einem PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research) oder einem SensoQuest Labcycler (SensoQuest) nach Angaben des Polymerase-Herstellers
durchgefiihrt. Das PCR-Programm wurde abhangig von der GréRe des zu amplifizierenden Fragments

oder dem Verwendungszweck modifiziert. Eine Standard PCR-Reaktion ist im Folgenden gezeigt:

Standard PCR-Reaktions Ansatz:

10-100 ng Matrizen-DNA

1x Phusion-HF-Reaktionspuffer (NEB)
1,5 mM MgCl,

0,2 mM dNTPs

1 mM Oligonukleotid 1

1 mM Oligonukleotid 2

1 U Phusion-DNA-Polymerase
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4.2.2.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde diese zunachst mithilfe des Plasmid Mini Kits (Qiagen)

nach Angaben des Herstellers isoliert.

Uber-Nacht Sequenzierung durch die Firma Eurofins Genomics

750-1500 ng Plasmid-DNA wurden mit 20 pmol des entsprechenden Oligonukleotids im
bereitgestellten ReaktionsgefaR vermischt und zur Sequenzierung abgeschickt. Die nachfolgende

Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Sofware BioEdit.
Sequenzierung durch die Firma GATC

400-500 ng Plasmid-DNA wurden mit 25 pmol des entsprechenden Oligonukleotids vermischt und zum
Sequenzieren an die Firma GATC geschickt. Die Rohdaten wurden mithilfe der Software BioEdit

ausgewertet.

4.2.3 Proteinbiochemische Methoden

4.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe des Bradford-Assays

Um die Proteinkonzentration von extrahierten Proteinen und Zelllysaten zu bestimmen wurde die
Bradford-Methode angewendet (Bradford 1976). Dabei wurden 5 pl Proteinlésung mit 250 ul
Bradfordldsung (BioRad) fiir 5 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 595 nm mithilfe des Infinite
M200 Plattenphotometers (Tecan) gemessen. Als Referenz wurde die Absorption von BSA-L6sungen

mit bekannten Konzentrationen (0-1 mg/ml in H,0) bestimmt.

4.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrem molekularen Gewicht aufzutrennen wurden kommerziell verfligbare 4-12%
Bolt Bis-Tris Plus-Gele (Invitrogen) verwendet. Dafiir wurden Proben mit 5x Probenpuffer versetzt, fiir
5 min bei 95°C denaturiert, auf das Gel geladen und in MES-SDS-Laufpuffer bei 180 V separiert, bis eine

angemessene Auftrennung der Proteine erreicht wurde.

1x MES-SDS-Laufpuffer: 5x Probenpuffer:

50 mM MES 0,2 M Tris-HCl pH 6,8

50 mM Tris 10 % (v/v) SDS

10 mM EDTA 10 mM B-Mercaptoethanol

0,1 % SDS 20 % (v/v) Glycerin

In H,Ouiq, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau
In H20vig.
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Coomassie-Farbung aufgetrennter Proteine

Coomassie-Brillant-Blau (CBB)-Farbung wurde zur Visualisierung von aufgetrennten Proteinen
verwendet. Dafir wurden Gele nach der Auftrennung der Proteine fir 1 h bei RT mit Coomassie-
Farbel6sung auf einem Schittler inkubiert und mit H,O gewaschen. Anschlieend wurde das Gel fiir

ca. 4 hin Entfarbelosung inkubiert, mit H,O gewaschen und analysiert.

Coomasie-Farbel6sung: Coomassie-Entfarbelosung:
0,05 % Coomassie-Briliant-Blau R250 40 % (v/v) Methanol

40 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Essigsdure

10 % (v/v) Essigsaure In H20pig.

In H2Ouiq.

4.2.3.3 Transfer und Detektion von denaturierten Proteinen auf Membranen

Westernblot

Nach der Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE wurden diese mithilfe der Semidry-Westernblot-
Methode auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Amersham Hybond, GE Healthcare)
transferiert. Dafuir wurde die Membran zundchst fir 1 min in Methanol aktiviert und anschlieBend in
H,0yi¢. und Anodenpuffer 2 gewaschen. Zwei Whatman-Papiere wurden mit Anodenpuffen 1 getrankt
und auf die Anode der Westernblotkammer (Biometra) platziert. Auf diese wurde ein in Anodenpuffer
2 getranktes Whatman-Papier, gefolgt von der aktivierten Membran, dem Polyacrylamidgel und drei
in Kathodenpuffer getrankten Whatman-Papieren gelegt. Der Stapel wurde mit der Kathode abgedeckt

und der Transfer bei 60 mA pro Gel fiir 1 h durchgefiihrt.

Anodenpuffer 1: Anodenpuffer 2: Kathodenpuffer:

300 mM Tris-HCI (pH10.4) 30 mM Tris-HCI (pH 10.4) 25 mM Tris-HCl (pH 9.4)

15 % (v/v) Methanol 15% (v/v) Methanol 15 % (v/v) Methanol

In HOpig. In H2Obig. 40 mM g-Aminocapronsaure
In H20vid.

Detektion immobilisierter Proteine

Um immobilisierte Proteine auf PVDF-Membranen zu detektieren, wurde eine Antikérperfarbung
durchgefihrt. Dafir wurde die Membran zunachst fiir 30-60 min in Blockierpuffer inkubiert.
AnschlieBend wurde der Primarantikorper hinzugegeben und die Membran entweder fiir 2 h bei RT
oder Gber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran fir
10 min mit TBST oder PBST (je nach eingesetztem Antikorper, siehe Tabelle 4.2-1), wurde ein HRP-
konjugierter Sekundarantikorper hinzugegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal fiir 10 min mit TBST oder PBST gewaschen, das HRP-Substrat Luminata™ Classico

(Millipore) hinzugegeben und die Chemilumineszenz mithilfe des LAS4000 (GE Healthcare) detektiert.
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TBS (/TBST): TBST-Blockierpuffer:
20 mM Tris-HCI TBST + 5% Magermilchpulver
136 mM NacCl 2

In Hzobid., pH 7,6

Fur TBST wurden 0,05 % (v/v) Tween-20 hinzugefugt

PBS(/PBST): PBST-Blockierpuffer
137 mM NacCl PBST + 3% BSA
2.7 mM KCl

10 mM Na:HPO4
1.8 mM KH2POs4
in H20eia,, pH 7,4

Fir PBST wurden 0,05 % (v/v) Tween-20 hinzugefugt

Tabelle 4.2-1 Verwendete Primar- und Sekundarantikorper

Antikorper Ursprungsorganismus Hersteller Verdiinnung Verdiinnung in
a-His Maus Sigma Aldrich 1:2000 TBST-
Blockierpuffer
a-Maus-HRP Pferd New England 1:2000 TBST-
Biolabs Blockierpuffer
Streptavidin-HRP - Thermo 1:10000 PBST-
Scientific Blockierpuffer

4.2.3.4 Expression von heterologen Proteinen in E. coli

Um heterologe Proteine in E. coli zu exprimieren, wurde der E. coli Stamm Rosetta (DE3) pLysS
verwendet und mit einem E. coli-Expressionsplasmid transformiert. Dieser Stamm ist ein Derivat des
Stammes BL21 und wird fiir eine verbesserte Expression von eukaryotischen Proteinen eingesetzt, da
er zusatzlich sechs tRNAs enthélt, welche einen limitierenden Faktor in E. coli darstellen. Einzelne,
verifizierte Kolonien wurden in LB-Flissigmedium mit entsprechenden Antibiotika inokuliert und liber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die ODsoo der Kultur wurde bestimmt und eine neue Kultur auf eine
ODeoo = 0,1 in LB-Flissigmedium mit entsprechenden Antibiotika inokuliert. Die Kultur wurde bei 37°C
bis zu einer ODgoo =0,5-0,7 inkubiert und die Expression durch die Zugabe von 0,5 mM
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid  (IPTG) induziert. Um den Zeitpunkt der hochsten
Proteinexpression zu bestimmen, wurden Proben nach 0, 1, 2, 3, 4 und 20 h entnommen. Um Proteine
aus diesen Proben zu extrahieren, wurden die Zellen fiir 5 min bei 8000 g und 4°C pelletiert, das Pellet
in Probenpuffer (siehe Kapitel 4.2.3.2) resuspendiert und fiir 10 min bei 95°C denaturiert. AnschlieRend

wurde die Lésung fiir 10 min bei max. UMP und 4°C zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
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Reaktionsgefall Uberfiihrt und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung oder Westernblot

untersucht.

Zum Zeitpunkt mit der hochsten Proteinexpression wurde die gesamte Kultur bei 5000 g und 4°C fir

20 min geerntet und das Pellet bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren.

4.2.3.5 Ni**-NTA-Aufreinigung von His-fusionierten Proteinen aus E. coli

Die Aufreinigung von heterolog exprimierten, His-fusionierten Proteinen erfolgte bei 4°C. Um His-
fusionierte Proteine aus E. coli aufzureinigen, wurden die Zellen zunachst lysiert. Daflir wurde das
Pellet in Lysepuffer geldst (2-5 ml pro 1 g Pellet). 1 mg/ml Lysozym (Sigma Aldrich) wurden
hinzugegeben und die Suspension fir 30 min bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieRend
wurden 5 pg/ml DNase (Thermo Scientific) zugegeben und die Losung flir weitere 15 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden sechsmal fiir jeweils 30 sec durch Ultraschall aufgeschlossen (Sonifier Cell
Disruptor B15, Branson; Einstellungen: Tastgrad: 80 %; Leistung: 6), wobei das Lysat zwischen den
Zyklen fiir jeweils 30 sec auf Eis abgekihlt wurde. Um das Lysat zu klaren, wurde die Losung fiir 30 min

bei 10000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR iiberfiihrt.

Die Aufreinigung His-fusionierter Proteine erfolgte mit Ni?*-NTA-Matrix (Protino®, Macherey Nagel). 2
ml Matrix wurden in eine leere Sdule gefillt und zweimal mit jeweils 10 ml H,O gewaschen.
AnschlieBend wurde die Matrix mit 10 ml Lysepuffer equilibriert und das Lysat hinzugegeben. Die
Losung wurde zundchst fiir 30 min bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert um die Bindung des Proteins
an die Matrix zu ermoglichen. Nach der Inkubation wurde die Matrix mit verschiedenen
Konzentrationen Imidazol (50 mM, 100 mM und 250 mM) gewaschen und das gebundene Protein mit
250 mM Imidazol eluiert. Proben aller Fraktionen wurden wahrend der Aufreinigung gesammelt und

mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung oder Westernblot untersucht.

Lysepuffer: Wasch-/Elutionspuffer

50 mM NaH,PO, 50 mM NaH,PO,

300 mM NacCl 300 mM NaCl

10 mM Imidazol 50 mM, 100 mM oder 250 mM Imidazol
In Hy0biq,, pH 8.0 In H2Ogig,, pH 8.0

Austausch des Puffers nach Proteinaufreinigung

Um das Imidazol aus den Proben zu entfernen und den Puffer gegen einen gewiinschten Puffer

auszutauschen wurden PD-10 S&ulen (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Konzentrierung aufgereinigter Proteine

Um die Konzentration der isolierten Proteine zu erh6hen wurden Amicon Ultra Zentrifugalfilter mit

einer AusschluRgréRe von 3 kDa (Merck) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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Enterokinaserestriktion isolierter Proteine

Da die Proteine, welche von dem Expressionsvektor pET19b exprimiert wurden eine Schnittstelle fir
die Protease Enterokinase zwischen dem His-Tag und dem Protein enthalten, wurde die Protease
eingesetzt um diesen zu entfernen. Die Restriktion wurde in Enterokinase-Reaktionspuffer
durchgefiihrt. Dafir wurde das isolierte Proteine auf 0,4-0,5 pg/pl aufkonzentriert und 1U/ul
Enterokinase (ABM) hinzugegeben. Die Restriktion erfolgte fiir 24 h bei 4°C. Da die Enterokinase einen
His-Tag aufweist, wurden das unverdaute Protein und die Enterokinase mithilfe der Ni2*-NTA-
Aufreinigung entfernt. Dafiir wurden 100 pl Ni>*-NTA-Matrix in ein ReaktionsgefiaR gegeben und
zweimal mit jeweils 300 pl H,Ouiq. und zweimal mit jeweils 300 pl Enterokinase-Reaktionspuffer
gewaschen und fiir 3 min bei 3500 UPM und 4°C pelletiert. AnschlieRend wurde die Proteinldsung zu
der Matrix hinzugegeben und das Reaktionsgefal’ fiir 30 min bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Die
Matrix wurde erneut pelletiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Dieser

enthélt das verdaute Proteine und wurde durch SDS-PAGE und Westernblot untersucht.

Enterokinase-Reaktionspuffer:

20 mM Tris HCI
50 mM NacCl

2 mM CaCl,

In Hzobid_, pH 8.0

4.2.4 Untersuchung des Proteoms von Chromatophoren

4.2.4.1 Isolation von Chromatophoren aus P. chromatophora

Alle Schritte der Isolation erfolgten bei 4°C oder auf Eis unter Verwendung des cOmplete EDTA-freien
Proteaseinhibitor Cocktails (Roche). Flr die Isolation von intakten Chromatophoren wurden
P. chromatophora Zellen im exponentiellen Wachstumsstadium flir 5 min bei 200 g geerntet und das
Pellet dreimal mit Isolationspuffer gewaschen. Um tote und beschadigte Zellen zu entfernen, wurde
das Pellet in 1 ml 20% Percoll (verdinnt mit Isolationspuffer) resuspendiert und auf einen
diskontinuierlichen Percollgradienten, bestehend aus 2 ml 80% Percoll, 1,5 ml 60 % Percoll und 1 ml
40% Percoll, geladen. Nach der Zentrifugation fiir 15 min bei 750 g wurde das Pellet erneut dreimal
mit Isolationspuffer gewaschen. Die Zellen wurden in frischem Isolationspuffer aufgenommen und
mithilfe des Cell Disruptors (Constant Systems) bei 0,5 kBar aufgeschlossen. Das so hergestellte Lysat
kann fir weitere Untersuchungen bei -80°C aufbewahrt werden. Die aufgeschlossenen Zellen wurden
fir 10 min bei 2500 g pelletiert, das Pellet in 1 ml 20% Percoll resuspendiert und auf einen weiteren
Percoll-Gradienten geladen. Nach der Zentrifugation fiir 15 min bei 750 g bildeten die intakten
Chromatophoren eine Bande in der 60%/80% Interphase. Diese wurden vorsichtig entnommen und

dreimal in Isolationspuffer gewaschen und anschliefend fiir 10 min bei 20000 g pelletiert um das
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verbleibende Percoll zu entfernen. Um die Reinheit der Chromatophorenfraktion zu erhéhen, wurde
das Chromatophoren-Pellet in 1 ml 20% Percoll resuspendiert und erneut mithilfe eines frischen
Percoll-Gradienten (Zusammensetzung und Zentrifugtionsbedingungen wie oben) aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die Chromatophoren erneut dreimal mit Isolationspuffer gewaschen. Das so
gewonnene Chromatophorenpellet kann entweder direkt weiterverarbeitet werden oder bei -80°C

aufbewahrt werden.

Isolationspuffer:

50mM HEPES pH 7,5
2 mM EGTA

2 mM MgClI2

250 mM Saccharose
125mM NacCl

In H2Ouiq.

4.2.4.2 Extrazellulare Restriktion isolierter Chromatophoren

Isolierte Chromatophoren wurden dreimal fiir 10 min bei 10000 g und 4°C mit Reaktionspuffer
gewaschen und mithilfe der Neubauer-improved Zihlkammer (Marienfeld) gezihlt. Ca. 3*10°
Chromatophoren wurden auf eine finale Konzentration von 1*107 Chromatophoren/ml in
Reaktionspuffer resuspendiert und die Proteasen Thermolysin (Promega) oder Proteinase K (Roche)
hinzugegeben. Die Reaktionen wurden fir 30 min auf Eis und im Dunkeln inkubiert und anschliefend
durch die Zugabe von 5 mM EDTA terminiert. Die Protease-behandelten Chromatophoren wurden fiir
10 min bei 20000 g und 4°C pelletiert und das Pellet bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C

aufbewahrt.

Reaktionspuffer:

50 mM HEPES pH 7,5
2 mM MgCl,

250 mM Saccharose
125mM NaCl

In H20pig.

4.2.4.3 Biotin-Markierung isolierter Chromatophoren

Isolierte Chromatophoren wurden dreimal fiir 10 min bei 10000 g und 4°C mit PBS gewaschen und
mithilfe der Neubauer-improved Zihlkammer (Marienfeld) gezdhlt. Ca. 1*10° Chromatophoren
wurden auf eine finale Konzentration von 1*107 Chromatophoren/ml in PBS resuspendiert und 2 mM
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Thermo Scientific) hinzugegeben. Die Reaktionen wurden fiir 30 min
auf Eis und im Dunkeln inkubiert und die Chromatophoren lber einen erneuten Percoll-Gradienten

(siehe Kapitel 4.2.4.1) aufgereinigt um das nicht gebundene Biotin zu entfernen. Nach dem Gradienten
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wurden die Chromatophoren zweimal mit PBS + 100 mM Glycin gewaschen um das immer noch
verbliebene Biotin zu binden. AnschlieRend wurden die Chromatophoren zweimal mit PBS gewaschen
und das Pellet bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

PBS:

137 mM Nacl

2.7 mM KCI

10 mM Na:HPO4

1.8 mM KHzPO4
In Hzobid., pH 7,4

4.2.4.4 Extraktion von Proteinen mithilfe der Trichloressigsaure (TCA)-Methode

Proteine aus ganzen Paulinella chromatophora Zellen oder aus isolierten Chromatophoren wurden
durch die Préazipitation mit 10% TCA fiir 30 min auf Eis extrahiert. Die prazipitierten Proteine wurden
fir 10 min bei 21000 g und 4°C pelletiert und das Pellet zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen. Die
so extrahierten Proteine wurden in 0,1 M NaOH resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei

-80°C aufbewahrt.

4.2.45 Massenspektrometrische-Untersuchung und Identifikation von Proteinen

Die MS-Untersuchung wurde durch Prof. Dr. Kai Stiihler und Dr. Gereon Poschmann im biologisch-
medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) an der Heinrich-Heine-Universitdt in Dusseldorf
durchgefiihrt. Proben fiir die MS-Untersuchung wurden kurz (4 mm Laufdistanz) mithilfe von SDS-
PAGE Uber ein 4-12% Polyacrylamidgel aufgtrennt, mit Silbernitrat gefarbt und wie in (Poschmann et
al. 2014) beschrieben vorbereitet. Kurz: reduzierte und alkylierte Proteine wurden lber Nacht in 50
mM Ammoniumhydrogencarbonat und 0,1 pg Trypsin (Serva) verdaut. Die resultierenden Peptide
wurden mit 1:1 (v/v) 0,1% TCA/Acetonitril extrahiert und das Acetonitril durch
Vakuumkonzentrierung entfernt. 500 ng Peptid wurden in 0,1% TCA rekonstituiert, mithilfe des
Ultimate 3000 Rapid Separation Fliissigchromatographie-Systems (Thermo Scientific) aufgetrennt und
tiber eine Saule (PepMap100, 3 um C18 PartikelgroRe, PorengréRe 100 A, innerer Durchmesser 75 um,
2 cm Lange, Thermo Scientific) bei einer FlieRrate von 4 pl/min aufkonzentriert, wobei 0,1% (v/v) TCA
als mobile Phase verwendet wurde. Nach 10 min wurden die Peptide mithilfe einer analytischen Saule
(Acclaim PepMapRSLC, 2 um C18 PartikelgroRe, 100 A PorengroRe, 75 um innerer Durchmesser, 25 cm
Lange, Thermo Scientific) bei 60°C fur 2 h separiert. Dabei wurde ein Gradient aus 4 bis 40 %
Losungsmittel (0.1% (v/v) Ameisensdure, 84% (v/v) Acetonitril in Wasser) bei einer FlieRrate von 300

nl/min verwendet.

Separierte Proteine wurden anschlieRend mithilfe einer Nano-Elektrospray-lonisationsquelle in ein
QExactive Plus High Resolution Hybrid Quadrupole Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Scientific)

injiziert. Das Massenspektrometer wurde im positiven Modus betrieben, die Kapillarentemperatur auf
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250°C und die Voltzahl der Quelle auf 1,4 kV gesetzt. Vollstandige Scans wurden im Orbitrap Analyzer
im Erfassungsprofil mit einer Auflésung von 70000 aufgenommen, wobei die Reichweite bei 300 bis
2000 m/z mit einer maximalen lonenzeit von 80 ms lag und der Wert der automatischen
Verstarkungsregelung auf 3000000 eingestellt wurde. Bis zu zehn zwei- und dreifach geladene
Vorlduferione wurden durch das eingebaute Quadrupole innerhalb eines 2 m/z Isolationsfensters
isoliert, durch eine hochenergetische Kollisions-Aufspaltung fragmentiert und die Fragmente in einem
Orbitrap mit einer maximalen lonenzeit von 60 ms und einem Wert flir die automatische
Verstarkungsregelung von 100000 analysiert. Die Auflosung wurde auf 17500 eingestellt, die
verfligbare Reichweite lag bei 200 bis 2000 m/z und die Spektren wurde im Schwerpunktmodus
aufgenommen. Bereits fragmentierte Vorlaufer wurden fir die nachsten 100 sec von der Analyse

ausgeschlossen.

Die Datenbanksuche und Proteinquantifikation wurden mithilfe der Sofware MaxQuant, Version
1.5.3.8 (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Planegg, Deutschland) mit Standardparametern
durchgefiihrt. Ein Proteindatenset, bestehend aus 60975 Eintragen (translatiertes P. chromatophora
Transkriptom mit Ausnahme der Transkripte, welche vom Chromatophoren stammen (Nowack et al.,
2016), einschlieRlich der translatierten offenen Leseraster des Chromatophorengenoms (Nowack et
al., 2008)), wurde fir die Identifikation der Spektren verwendet. Peptide und Proteine wurden bei
einer False Discovery Rate von 1% identifiziert, wobei die Trypsinspaltungsspezifitdt und ein Maximum
von zwei versaumten Spaltstellen als Parameter fiir den Trypsinverdau eingestellt wurden. Die N-
terminale Acetylierung und Methioninoxidation wurden als variabel, die Carbamidomethylierung an
Cysteinen als stiandige Modifikation betrachtet. Die Massentoleranz der Vorldufer wurden zunachst
auf 20 ppm und beim zweiten Durchgang, nach der Kalibrierung auf 4,5 ppm eingestellt, wahrend die
Massentoleranz fir Fragmentspektren bei 20 ppm lag. Markierungsfreie Quantifizierung wurde durch

Standardparameter ermoglicht.

4.2.5 Insilico Vorhersage von potentiellen Importkandidaten

Die Vorhersagen von potentiellen Importkandidaten wurden durch Prof. Dr. Stefan Rensing und Dr.

Cornelia Mihlich, Zellbiologie der Pflanzen, Philipps Universitat in Marburg durchgefiihrt.

4.2.5.1 Support Vector Maschine (SVM) zur Vorhersage von Importkandiddaten

Die Vorhersage von langen Importkandidaten wurde nach (Fuss et al. 2013) durchgefiihrt. Dabei
wurden die ersten 260 AS der 24 langen Importkandidaten aus Abbildung 2.5-2 als Region, welche das
potentielle Importsignal beinhaltet, benutzt und ein Grenzwert definiert, welcher die Unterscheidung
von importierten und nicht-importierten Proteinen ermoglicht. Dazu wurden eine n-fache

Kreuzvalidierung (KV), mit n = GréBe des Traininingssets, durchgefihrt. Mit diesen Werten wurde eine
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Grenzwertoptimierungskurve erstellt um einen Grenzwert fiir die Unterscheidung der zwei Gruppen
von Proteinen zu berechnen, wahrend die Sensitivitdt (Sens.) und die Spezifitdt (Spez.) optimiert
wurden (am nachsten an der Sensitivitdt von 1 und der Spezifitdt von 0). Finf SVM-Modelle (siehe
Tabelle 4.2-2) zeigten eine Spezifitdt und Sensitivitdt von 1,0 flr ein Testset, bestehend aus 10
Proteinen, wobei insgesamt 46 Proteine, von denen die Halfte aus importierten und die andere Halfte
aus nicht-importierten Proteinen besteht, flir das Training benutzt wurden (siehe Tabelle S1). Die
Proteineigenschaften, welche fiir die Vorhersage genutzt wurden und die Motive, die zuvor im crTP-
Alignment festgestellt wurden, zeigten eine Uberschneidung. Aus diesen fiinf Modellen wurde das
Modell, welches die beste Leistung fiir die HK langen Importkandidaten zeigte (alle Proteine, auRer
einem wurden vorhergesagt, dieses war zu kurz fiir eine Vorhersage durch das SVM Modell), fiir die

weiteren Vorhersagen ausgewahlt (Tabelle 4.2-2, griin unterlegt).

Tabelle 4.2-2 Die fiinf bestem SVM-Modelle. Die Tabelle zeigt die Algorithmen, welche fiir die Auswahl der Parameter
benutzt wurden: /oo — Leav-One-Out-Kreuzvalidierung (KV): jede Sequenz wird einmal fiir das Testen des Parametersets
benutzt, wiahrend die restlichen Sequenzen fiir das Training benutzt werden; randss — random subsampling: ein finftel der
Sequenzen wird fiir das Testen verwendet, hundert Wiederholungen; bootstrap — bootstrapping: so hdufig aus dem
Trainingsset mit Ersatz aus dem Set herausgezogen wie es Sequenzen in dem Set gibt und als Training genutzt um Parameter
zu bestimmen, hundertmal wiederholt um einen Durchscnitt zu erhalten. Zudem sind Algorithmen gezeigt, welche fir die
Auswahl der Eigenschaften benutzt wurden: AUC 100x 5-fach KV — beste Eigenschaften werden durch die sequenzielle
Vorwadrtsselektion ausgewahlt und eine 5-fache Kreuzvalidierung wird fiir jedes Set durchgefiihrt, das Set an Eigenschaften,
welches zum besten AUC fiihrt wird fiir das finale Modell ausgewahlt und der Grenzwert berechnet, indem der nachste Punkt
zur Sensitivitat = 1 und Spezifitdt = 0 in der Grenzwertoptimierungskurve bestimmt wird; AUC n-fach KV — dhnlich zu AUC
100x 5-fold KV mit n = GroBe des Testdatensets; Top-10 — Top zehn Eigenschaften mit dem hochsten Matthews-
Korrelationskoeffizienten (MKK) werden als Eigenschaftenset ausgewahlt, wahrend der Grenzwert auf 0,5 eingestellt ist; Top-
10 n-fach KV — ahnlich wie Top-10, aber der Grenzwert wird mit einer Grenzwertoptimierungskurve mit n-fach KV, wobei n =
GroBe des Trainingssets. # verwendete Eigenschaften ist die Anzahl an Eigenschaften, die fur das finale Modell genutzt
wurden. Die in griin unterlegte Zeile zeigt die Informationen fiir das Modell, welches in Kombination mit der Hidden Markov
Methode fiir die finalen Vorhersagen verwendet wurde.

Algorithmus Algorithmus Grenzwert # verwendete Sensitivitit Spezifitat
Parameter- Eigenschaften- Eigenschaften

Auswahl Auswahl

loo AUC 100x 5-fach KV 0.662993835738 20 1.0 1.0
randss Top-10 0.5 10 1.0 1.0
randss Top-10 n-fach KV 0.521076582858 10 1.0 1.0
randss AUC n-fach KV 0.476778208359 4 1.0 1.0
bootstrap AUC n-fach KV 0.597613036535 3 1.0 1.0

Um das optimale Set an Eigenschaften fiir die N-terminale Region eines Proteins, welche fiir die
Vorhersagen verwendet werden kdonnen, zu erhalten, wurden zuvor die top n-Eigenschaften gemaR
dem Matthews Kolleraltionskoeffizienzen (MKK) verwendet (Fuss et al. 2013). Hier wurde zusatzlich
das schrittweise Regressionsverfahren mit Vorwartsselektion verwendet. Jedes Paramaterset wurde
entweder durch die 5-fache Kreuzvalidierung oder eine n-fache Kreuzvalidierung des Bereiches

unterhalb der Grenzwertoptimierungskurve evaluiert.
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Tabelle 4.2-3 Top 10 Eigenschaften mit dem héchsten Matthews Kolleraltionskoeffizienzen (MKK) fiir alle ausgewahlten,
getesteten Parameter. Der MKK reicht von -1 bis 1, wobei eie hohrerer Wert mit der Fahigkeit, perfekt zwischen den zwei
Klassen von Proteinen zu unterscheiden, korreliert. Randss, loo, und bootstrap wurden bereits weiter oben definiert; nfold
ist eine n-fache KV mit n=5. Abkirzungen: Ala, Alanin; AROM, aromatische Aminosaurereste; BTTN, B-Schleife; HYPB,
hydrophobe Region; NEGR, negativgeladener Aminosaurerest; POLR, polarer Aminosaurerest; POSR, positivgeladener
Aminosaurerest; Pro, Prolin; RDCL, Random Coil; SMLR, kleiber Aminosadurerest; TNYR, sehr kleiner Aminosaurerest; UCHR,
ungeladen.

Fiir die Vorhersage HYPB UCHR Pro BTTN POLR POSR

verwendeter

Algorithmus

randss 0.91887 0.81979 0.77124 0.68869 0.82471 0.84294

nfold 0.96330 0.92660 0.88585 0.80407 0.91822 0.92660

loo 0.71429 0.66186 0.61562 0.58032 0.66186 0.63275

bootstrap 0.89113 0.76902 0.71495 0.61808 0.77577 0.75828
AROM NEGR TNYR Ala RDCL SMLR

randss 0.65974 0.66291 0.63921 0.63872

nfold 0.84482  0.79987 0.81245 0.80825

loo 0.55224  0.57133 0.54041  0.57237

bootstrap 0.57162 0.56520 0.57262  0.59508

4.2.5.2 Hidden Markov-Modell (HMM) zur Vorhersage von Importkandiddaten
Mithilfe des Alignments der crTPs der 24 HK langen Importkandidaten, sowie den am besten
abschneidenden Eigenschaften, welche mithilfe von SVM vorhergesagt wurden, konnten sieben

Bereiche innerhalb der crTPs manuell definiert und mithilfe von HMMER3 (http://hmmer.org/) unter

Verwendung der Standardparameter in Hidden Markov-Modelle konvertiert werden. Anschliefend
wurde das Tool hmmsearch verwendet, um in einer Liste von 28 langen Importkandidaten (siehe
Tabelle S1) nach den definierten Motiven zu suchen. Dafir wurde die GréRe der Datenbank auf die
GroRe des Proteoms von P. chromatophora, der E-Wert auf 10000 eingestellt und die Einstellung max.
Parameter wurde verwendet um so viele Ergebnisse, wie moglich fir die sieben Motive zu erhalten.
Durch manuelle Inspektion der minimalen und maximalen erzielten Werte wurde ein Grenzwert fir
jedes Motiv definiert und anschlieRend fiir die Suche nach den sieben Motiven in der gesamten
Proteindatenbank von P. chromatophora verwendet. Untersuchung der antimikrobiellen

Eigenschaften von kurzen Importkandidaten
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4.2.5.3 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat

Fiir die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat der PCAMPs auf E. coli, wurden E. coli Rosetta
pLysSin 5 ml LB-Fliissigmedium mit entsprechenden Antibiotika inokuliert und Giber Nacht bei 37°C auf
dem Rad inkubiert. Die ODggo der Kultur wurde bestimmt und eine neue Kultur auf eine ODggo =0,1
inokuliert und bis zur frihen exponentiellen Phase (ODeggo = 0,5-0,6) bei 37°C inkubiert. Zellen wurden
bei 8000 g flr 5 min geerntet, mit 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7 gewaschen und in frischem 10 mM
K-Phosphat-Puffer pH7 resuspendiert. Zellen (finale ODegoo =0,1) wurden mit verschiedenen
Konzentrationen des exprimierten und aufgereinigten Proteins (in 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7,
siehe Kapitel 4.2.3.4 und 4.2.3.5) gemischt und bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben entnommen, seriell von 102 bis 107 verdiinnt und jeweils 5 pl auf LB-Platten getropft.

Die Platten wurden (iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Flr die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat der PCAMPs auf S. elongatus, wurden S. elongatus
PCC 7942 in 30 ml BG11-Flissigmedium inokuliert und fir 4 Tage bei 30°C und Dauerbelichtung
inkubiert. Die ODyso der Kultur wurde bestimmt und eine neue Kultur auf eine OD7s0 = 0,2 inokuliert
und bis zu einer OD7s0 = 0,4 bei 30°C und Dauerbelichtung inkubiert. Zellen wurden bei 5000 UPM fir
5 min geerntet, mit 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7 gewaschen und in frischem 10 mM K-Phosphat-
Puffer pH7 resuspendiert. Zellen (finale OD7s0 = 0,3) wurden mit verschiedenen Konzentrationen des
exprimierten und aufgereinigten Proteins (in 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7, siehe Kapitel 4.2.3.4 und
4.2.3.5) gemischt und bei 30°C und Dauerbelichtung inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen, seriell von 3*10? bis 3*107° verdiinnt und jeweils 5 pl auf BG11-Platten getropft.
Die Platten wurden bei 30°C und Dauerbelichtung inkubiert, wobei das Wachstum der Zellen taglich

detektiert wurde.

4.2.5.4 Untersuchung der Propidiumiodidaufnahme

E. coli Rosetta plLysS wurde in 5 ml LB-Fllissigmedium mit entsprechenden Antibiotika inokuliert und
Uber Nacht bei 37°C auf dem Rad inkubiert. Die ODggo der Kultur wurde bestimmt und eine neue Kultur
auf eine ODeggo = 0,1 inokuliert und bis zur frilhen exponentiellen Phase (ODgoo = 0,5-0,6) bei 37°C
inkubiert. Zellen wurden bei 8000 g fiir 5 min geerntet, mit 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7 gewaschen
und in frischem 10 mM K-Phosphat-Puffer pH7 resuspendiert. Zellen (finale ODggo = 1) wurden mit
verschiedenen Konzentrationen des exprimierten und aufgereinigten Proteins (in 10 mM K-Phosphat-
Puffer pH7, siehe Kapitel 4.2.3.4 und 4.2.3.5) gemischt und bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen fiir 5 min bei 8000 g pelletiert und dreimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in
200 pl PBS resuspendiert und in dunkle 96-Well Mikrotiterplatten mit durchsichtigem Boden (Artikel-
Nr.: 655087, Greiner Bio-One, Deutschland) tberfiihrt. Die ODsoo Wurde mithilfe des Infinite M200

Plattenphotometers (Tecan, Schweiz) gemessen. AnschlieRend wurden 20 pg/ml Propidiumiodid
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hinzugegeben und die Fluoreszenz nach 5 min Inkubation bei einem Absorptionsmaximum von 488 nm

und einem Emissionsmaximum von 590 nm gemessen.

4.2.5.5 Untersuchung der Lipidinteraktion

Die Untersuchung der Interaktion der potentiellen AMPs mit Lipiden wurde mithilfe von kommerziell
verfigbaren Membranen, welche 15 biologisch relevante Lipide beinhalten (Echelon), nach Angaben
des Herstellers getestet. Kurz: die Membran wurde fir 30 min bei RT in Blockierpuffer inkubiert.
Blockierpuffer wurde verworfen und 2 pug/ml Peptid in Blockierpuffer wurden hinzugegeben und fiir 1
h bei RT inkubiert. Die Membran wurde dreimal mit 5 ml TBST fir jeweils 5-10 min gewaschen.
AnschlieBend wurde der Waschpuffer verworfen, der Primarantikorper, verdiinnt in Blockierpuffer,
hinzugegeben und die Membran Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Membran erneut dreimal mit 5 ml TBST fir jeweils 5-10 min gewaschen, der Sekundarantikorper,
verdiinnt in Blockierpuffer hinzugegeben und die Membran fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Membran
wurde dreimal mit 5 ml TBST fiir jeweils 5-10 min gewaschen, das HRP-Substrat Luminata™ Classico

(Millipore) hinzugegeben und die Chemilumineszenz mithilfe des LAS4000 (GE Healthcare) detektiert.

TBS (/TBST): Blockierpuffer:
20 mM Tris-HCI TBST + 4% Magermilchpulver
136 mM NacCl

in H20via, pH 7.6

Fur TBST wurden 0,1 % (v/v) Tween-20 hinzugefligt

Tabelle 4.2-4 Fiir die Untersuchung der Lipidinteraktion verwendete Antikorper

Antikorper Ursprungsorganismus  Hersteller Verdiinnung
a-His Maus Sigma Aldrich 1:2000
o-GST Maus Sigma Aldrich 1:2000
a-Maus-HRP Pferd New England Biolabs 1:2000

4.2.6 Untersuchung der Lokalisation von Importkandidaten in N. benthamiana

4.2.6.1 Heterologe Expression rekombinanter Importkandidaten in N. benthamiana

Um die Lokalisation von kurzen Importkandidaten sowie dem crTP von langen Importkandidaten in
einem heterologen Pflanzensystem zu untersuchen, wurden die vollstindige Sequenz von PsaE
(scaffold 17097-m.100929) sowie die ersten 200 AS, welche das crTP von einem Wirts-kodierten
Importkandidaten, welcher als Flavinreduktase annotiert ist (scaffold5513-m.48594) von
P. chromatophora-cDNA amplifiziert. Beide Sequenzen wurden in den Pflanzenexpressionsvektor
pUBC-YFP (Grefen et al. 2010) kloniert um C-terminale YFP-Fusionsproteine unter der Kontrolle des

Ubiquitin-Promotors herzustellen. Zusatzlich wurde ein YFP-exprimierender Vektor durch die
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Entfernung der Gateway-Kassette aus pUBC-YFP generiert. Agrobacterium tumefaciens GV3103 p19
wurde mit den verifizierten Vektoren transformiert und positive Klone auf YEB-Platten mit 150 pg/ml
Rifampicin, 50 pg/ml Gentamicin, 50 pg/ml Kanamycin, and 100 pg/ml Spectinomycin selektiert.
Positive Klone wurden in jeweils 10 ml YEB-Flissigmedium mit den gleichen Konzentrationen an
Antibiotika inokuliert und lber Nacht bei 28°C auf einem Drehrad inkubiert. Kulturen mit einer
ODeoo = 0,5-0,7 wurden fiir 3 min bei 3000 g pelletiert und das Pellet mit einer finalen ODgoo = 0,5 in
Aktivierungsspuffer resuspendiert. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden ca. 2 ml der
Suspension verwendet, um mithilfe einer Spritze die Riickseite von Nicotiana benthamiana Blattern zu
infiltrieren. Infiltrierte Pflanzen wurden fiir 72 h in einer Pflanzenkammer bei 21°C und 85 pE m? s

(12h/12h Licht-/Dunkel-Zyklus) inkubiert.

Aktivierungspuffer:

10 mM MES pH 5,6

10 mM MgCI?

150 uM Acetosyringon
In HZObid.

4.2.6.2 lIsolation von Protoplasten aus N. benthamiana

Protoplasten aus infiltrierten N. benthamiana Pflanzen wurden nach (Waadt & Kudla 2008) isoliert.
Dabei wurden Blatter abgetrennt, in 1xlcm Stiicke geschnitten und fir 30 min bei RT in 500 mM
Mannitol inkubiert. Das Pflanzenmaterial wurde anschlieRend mit einer protoplastierenden Losung
Vakuume-infiltriert und fiir 2 bis 4 h bei 28°C und leichtem Schiitteln inkubiert. Isolierte Protoplasten
wurden mithilfe einer abgeschnittenen 1 ml-Spitze in ein 2 ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt, mit dem 0,5-
fachen Volumen an 200 mM CaCl, vermischt und fiir 5 min bei 100 g pelletiert. Das Pellet wurden
zundachst vorsichtig mit 0.5 ml 500 mM Mannitol und 1 ml 200 mM CaCl; und anschliefend mit 1 ml
500 mM Mannitol und 0,5 ml 200 mM CaCl; gewaschen und in W5-Puffer resuspendiert. Die isolierten

Protoplasten wurden sofort fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Proplastierende L6sung: W5-Puffer:

1 % Cellulase R-10 154 mM NacCl

0,2 % Macerozym R-10 125 mM CaCl,
0,4 M Mannitol 5 mm KClI

20 mM KCl 2 mM MES pH5,6
20 mM MES pH 5,6 In H,0pid.

10 mM CacCl,

1% (w/v) BSA

In H20big.

4.2.6.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung isolierter Protoplasten
Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung isolierter Protoplasten wurde durch Dr. Sebastian

Hansch, Center for Advanced Imaging an der Heinrich-Heine-Universitat in Disseldorf durchgefiihrt.
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Isolierte Protoplasten wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (TCS SP8 STED 3X,
Leica Microsystems), ausgestattet mit einem HC PL APO CS2 100x Objektiv (NA 1.4) bei einer
Scangeschwindigkeit von 600-700 Hz untersucht. Eine Laser-Anregungswellenlange von 488 nm wurde
verwendet. Fiir die Detektion des emittierten YFP-Fluoreszenzsignals wurde der Detektionsbereich des
Hybrid-Detektors auf 498-548 nm und das Zeit-Gating auf 0,5-0,6 ns eingestellt. Um Strukturen der
Plastiden zu identifizieren wurde ein weiterer Hybrid-Detektor einer spektralen Reichweite von 649-
687 nm ohne ein Zeit-Gating verwendet. Rohmessungen wurden mithilfe der LASX Erweiterung

HyVolution2 von Leica/SVI (Scientific Volume Imaging) mit Standardparametern dekonvoliert.

4.2.7 Computerprogramme und bioinformatische Analysemethoden

4.2.7.1 Computerprogramme
Flr die Erstellung und Bearbeitung der Sequenzen von Plasmiden wurde das Programm Serial Cloner
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html) verwendet. Ferner wurden mit diesem Programm

Klonierungsstrategien und Oligonukleotide entworfen.

Die Analyse von Nukleinsdure- und Proteinsequenzen erfolgte mit BioEdit, Sequenz-Alignments

wurden mit ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) erstellt.

Die Erstellung von Graphen sowie die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm

GraphPad Prism 5 (Version 5.04; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt.

Fir die Erstellung und Bearbeitung der Abbildungen wurden die Programme Adobe Illustrator Version

CS6 und Adobe Photoshop Version CS4 verwendet.

4.2.7.2 Bioinformatische Untersuchung der Importkandidaten
Die Nettoladung der crTPs bei pH7 wurde mithilfe von PepCalc (http://pepcalc.com/) ermittelt. Die
Vorhersage von  Transmembrandoméanen erfolgte mit TMHMM  Server v. 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), wahrend Signal- und Transitpeptide mit TargetP Server

v. 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/, (Nielsen et al., 1997)) vorhergesagt wurden. Die

Hydrophobizitdt und das hydrophobe Moment von Sequenzbereichen innerhalb des crTPs wurden mit

HeliQuest vorhergesagt (http://heliqguest.ipmc.cnrs.fr/, (Gautier et al., 2008)). Die Neigung a-Helices

auszubilden wurde mit NetSurfP (Z-Wert > 0,5) (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/, Petersen

et al., 2009) untersucht. KO-Nummern wurden mithilfe des BlastKOALA-Tools aus Kyoto Enzyklopadie

fir Gene und Genome (KEGG) (http://www.kegg.ip/blastkoala/) zugewiesen.

Die folgenden bioinformatischen Untersuchungen wurden durch Dr. Cornelia Miihlich, Zellbiologie der

Pflanzen an der Philipps Universitat in Marburg durchgefiihrt: Um Gen-Ontologie-Annotationen zu
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Material und Methoden

bestimmen, wurden alle P. chromatophora Proteine gegen die NCBI-Datenbank (Stand: 08.03.2016)
geblastet. Dabei wurde Tera-BlastP (www.timelogic.com) mit einem E-Grenzwert von 0,1 verwendet.
Um die Proteine mit DO-Termini zu assoziieren wurde das Blast-Ergebnis b2g4pipe v2.5 (Conesa & Gotz
2008) zugefiihrt. Um die P-Werte zu berechnen, nutzte die GO-Verzerrungsanalyse den exakten Test
(Widiez et al. 2014). Multiple Test-korrigierte (Benjamini & Hochberg 1995) g-Werte wurden in R mit
der Funktion p.adjust (R Development Core Team, 2008) berechnet. Word-Cloud-Visualisierung wurde

mithilfe des online Tools WORDLE (http://www.wordle.net) erstellt. Dabei ist die GroRe des Wortes

proportional zu dem —logl10(g-Wert); Uberreprdsentierte GO-Termini wurden in dunkelgriin (q <
0,0001) oder hellgriin (g >0,0001) dargestellt, wiahrend unterreprasentierte GO-Termini in dunkelrot
(0 <0,0001) oder hellrot (g >0,0001) gezeigt sind.
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Erginzende Daten

6 Ergdnzende Daten

Auf dem beiligeneden Datentrdger befinden sich ergdanzende Excel-Tabellen. Diese wurden in (Singer
et al. 2017) publiziert. AuBerdem befindet sich eine elektronische Version dieser Arbeit auf dem

Datentrager.

Tabelle S1 Ubersicht iiber die MS-identifizierten Proteine. Die Tabelle zeigt alle Proteine, die in
gesamten Zelllysaten und den isolierten Chromatophoren identifiziert wurden. Die Tabelle beinhaltet
die Anzahl der (einzigartigen) Peptide, die innerhalb eines Proteins identifiziert wurden,
durchschnittliche lonenintensitaten, sowie die Standardarbweichung (SD) fiir Proteine, die in
Zelllysaten (Int.) und den isolierten Chromatophoren (Intc) identifiziert wurden, die Differenz zwischen
den durchschnittlichen lonenintensitdten in den isolierten Chromatophoren und den Zelllysaten (Intc-
Int), in wie vielen der untersuchten Proben das Protein identifiziert wurde und ob es als
Importkandidat und als Protein, welches mit hoher Konfidenz (HK Protein) identifiziert wurde,
betrachtet wird. Zudem zeigt die Tabelle zusatzliche Informationen zu der GréRRe der Proteine und ob
die Vollangen (VL) Information fiir das Transkript vorhanden ist. Diese wird durch die Prdsenz einer
spliced leader (SL) Sequenz am 5‘-Ende des Transkripts oder eines vorgeschalteten Stoppcodons im
gleichen Leseraster wie das Start-Methionin, sowie eines Stoppcodons im 3‘-terminalen Ende des
Transkripts bestatigt. AuBerdem zeigt die Tabelle, ob das identifizierte Protein in die Klasse der kurzen
(K) oder langen (L) Proteine einsortiert ist, die Prdasenz eines Chromatophor-Transitpeptids (crTP),
welche Proteine fiir das Training und welche als Testsatenset fiir die in silico-Vorhersage mittels SVM
und HMM genutzt wurden und welche MS-identifizierten Proteine durch SVM&HMM_2 als
Importkandidaten vorhergesagt wurden. Zudem zeigt die Tabelle die Identitat der in Abbildung 2.5-2
und 2.5-3 dargestellten Sequenzen und welche Proteine einen EGT- oder HGT-Ursprung haben. Die
Annotation der kurzen Importkandidaten erfolgte mittels Blast2Go mit einer E-Wert-Grenze von 1.0E-

6 und wurde manuell korrigiert.

Tabelle S2 Vorhergesagte Importkandidaten. Die Tabelle fiihrt alle Proteine auf, welche mithilfe der
support vector machine (nur SVM) mit einem Grenzwert von 0,663, mit dem Hidden Markov Modell
(nur HMM) mit mindestens zwei identifizierten Motiven oder mit beiden Modellen identifiziert
wurden. Zudem zeigt es ist die Prdsenz einer spliced leader (SL) Sequenz am 5‘-Ende des Transkripts,
die Annotation des besten Blasthits, sowie den SVM-Wert und die Anzahl der HMM-identifizierten
Motive. Die Prasenz eines Chromatophor-Transitpeptids (crTP) wurde manuell durch das Alignment
der N-terminalen Sequenzen der vorhergesagten Proteine bestatigt. AuRerdem werden Proteine,

welche wahrend der MS-Untersuchung als Importkandidaten identifiziert wurden, aufgefihrt.
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Tabelle S3 Ubersicht liber potentielle Importkandidaten. Die Liste beinhaltet alle 207 Wirts-kodierten
Proteine, welche wahrend der MS-Untersuchung als Importkandidaten identifiziert wurden und die
291 in silico vorhergesagten Importkandidaten, fir die die Prdzenz eines Chromatophoren-
Transitpeptids (crTP) manuell bestétigt werden konnte. Annotation des besten Blasthits, zugeordnete
KEGG Orthologie und GO-Termini sind gezeigt. Basierend auf diesen Informationen wurden die
Importkandidaten in putative funtionale Kategorien sortiert. AuRerdem ist der mogliche EGT- oder

HGT-Ursprung der Proteine angegeben.
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7 Manuskripte

Das folgende Manuskript wurde am 25. September 2017 im Journal Current Biology publiziert:

‘Massive Protein Import into the Early-Evolutionary-Stage Photosynthetic Organelle of the Amoeba

Paulinella chromatophora’

Autoren: Anna Singer, Gereon Poschmann, Cornelia Mihlich, Cecilio Valadez-Cano, Sebastian Hansch,

Vanessa Hiiren, Stefan A. Rensing, Kai Stihler, Eva C. M. Nowack

Nachfolgend aufgelistet sind die Abbildungen und Tabellen aus dem Manuskript, die tibernommen

oder abgewandelt auch als Abbildung oder Tabelle in dieser Dissertation verwendet wurden (mit

entsprechender Abbildungs-/Tabellennummer):

Abbildung/ Tabelle im
Manuskript

Abbildung/ Tabelle in

Dissertation

Figure 1

Abbildung 2.2-2

Figure 2

Abbildung 2.5-1

Figure 3

Abbildung 2.5-2

Figure 4 A

Abbildung 2.5-4

Figure 4B, C, D

Abbildung 2.5-5

Figure 4 E, F

Abbildung 2.7-1

Figure 5

Abbildung 2.8-1

Figure 6

Abbildung 2.9-1

Figure S1

Abbildung 2.2-1

Figure S2

Abbildung 2.4-1

Figure S3

Abbildung 2.6-1

Figure S4

Abbildung 2.5-3

Table S1

Tabelle 2.2-1

Table S2
Table S3
Table S4
Table S5
Table S6
Table S7

Tabelle 2.2-2
Tabelle S1
Tabelle S2
Tabelle S3
Tabelle 4.2-2

Tabelle 4.2-3
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Das den Experimenten zugrundeliegende Material fiir die MS-Untersuchung wurde von mirisoliert und
bereitgestellt. Zudem wurden die Rohdaten von mir ausgewertet. Gereon Poschmann und Kai Stihler
flihrten die massenspektrometrische Untersuchung durch und stellten die Rohdaten bereit. Cornelia
Muhlich und Stefan A. Rensing entwickelten anhand der ausgewerteten MS-Daten die in silico
Vorhersagen fir lange Importkandidaten und stellten die Rohdaten fiir die Auswertung bereit. Cecilio
Valadez-Cano half bei der Auswertung der Daten. Sebastian Hansch half bei der Erstellung der
Aufnahmen am Konfokalmikroskop. Eva C. M. Nowack hat an der Auswertung der Rohdaten

mitgearbeitet und das Manuskript verfasst.
Ich bestétige hiermit die Richtigkeit dieser Angaben.

20.12.2017, Leverkusen
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