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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Moderne Eukaryoten

Die Entwicklung der heute vorkommenden Eukaryoten ldsst sich etwa 1,2 Mrd. Jahre
zuriickverfolgen (Butterfield, 2000). Im Gegensatz zu den élteren, etwa 1,6 Mrd. Jahre alten
Eukaryoten enthalten die Zellen moderner Eukaryoten wie Pflanzen, Tiere und Pilze,
verschiedene membranumschlossene Kompartimente, die Organellen. Zwei Arten von
Organellen, die Plastiden und die Mitochondrien, entwickelten sich aus vormals freilebenden
Bakterien, wie durch genetische Untersuchungen gezeigt werden konnte. Das Genom der
Mitochondrien enthédlt Sequenzen, die auf eine Abstammung von den Proteobakterien
schlieBen ldsst, die Plastiden hingegen stammen von oxigene Photosynthese betreibenden
Cyanobakterien ab.

Mit der allgemein anerkannten Endosymbiontentheorie (Margulis, 1970) wird die
Entwicklung der modernen eukaryotischen Zelle durch die Aufnahme von cyanobakteriellen
und proteobakteriellen Zellen und ihre anschlieBende Reduzierung zu den heute zu

beobachtenden Organellen beschrieben.

1.2 Entwicklung phototropher Eukaryoten

Die Plastiden von Pflanzen, Griinalgen und Rotalgen sind durch zwei umgebende
Hiillmembranen vom Cytosol der Zelle getrennt. Die Entstehung dieser Organellen geht auf
die Aufnahme eines prokaryotischen Cyanobakteriums durch eine eukaryote Wirtszelle
zuriick (Palmer und Delwiche, 1996; Cavalier-Smith, 2003). Diese primédre Endosymbiose
ermoglichte es der wurspriinglich  heterotrophen  eukaryoten  Wirtszelle, die
Photosynthesefdhigkeit des aufgenommenen Symbionten fiir eine phototrophe Lebensweise
zu nutzen. Im Laufe der Evolution erfolgte die Reduzierung des Symbionten zum semi-
autonomen Organell. Die cyanobakterielle Zellwand aus Peptidoglucan, der Mureinsacculus,
verschwand, lediglich in den Plastiden der Glaucocystophyceen sind noch Reste dieser
urspriinglichen Zellwand zwischen den beiden Hiillmembranen der Plastide vorhanden. Um
jedoch die Vorteile der Photosynthesefdhigkeit des Symbionten fiir die Wirtszelle zugénglich

zu machen, waren Modifikationen von bestehenden Stoffwechselwegen notwendig. Es
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erfolgte ein massiver lateraler Gentransfer vom Symbionten zum Zellkern des Wirts und ein
Verlust von redundanten Genen des Symbionten. In Arabidopsis thaliana konnte gezeigt
werden, dass bis zu 4500 Gene des Zellkerns urspriinglich aus dem Genom des Symbionten
stammen (Martin et al., 2002). Die nach diesem Transfer nun auf dem Zellkern kodierten
Enzyme fiir plastiddre Funktionen mussten durch geeignete Transportsysteme wieder an ihren
Wirkungsort transportiert werden. Um die Photosynthese des Symbionten zur Synthese von
Saccharose und Stirke im Cytosol nutzen zu konnen, wurden die Membranen des
cyanobakteriellen Symbionten mit Transportsystemen zum Export von Glycerinaldehyd-3-
phosphat ausgestattet. Das Genom des Symbionten wurde bis auf wenige hundert Gene, von
urspriinglich mehreren Tausend, reduziert (Martin et al., 1998). Es enstanden die zum semi-
autonomen Organell reduzierten primiren Plastiden, die in den Rhodophyten, den

Chlorophyten und den Glaucocystophyten anzutreffen sind (Abbildung 1.1).

Cyanobakterium ‘
Zellkern

Mitochondrium % ~—— \
Primarer Wirt @ @

R
e &

Chlorophyten

Rhodophyten

Glaucocystophyten

Abbildung 1.1. Primiare Endosymbiose.

Durch phylogenetische Studien wird heute allgemein angenommen, dass nur eine einzige
primire Endosymbiose erfolgreich verlaufen war (Martin et al., 2002, Stoebe und Kowallik,
1999). Alle Plastiden sind demnach monophyletischen Ursprungs und die beobachteten
Unterschiede, zum Beispiel in der Zusammensetzung der Photosynthesepigmente im spéteren

Verlauf der Evolution entstanden.
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1.3 Komplexe Plastiden — Zeugen der Sekundiren Endosymbiose

Die Plastiden zahlreicher Algen weisen eine von mehr als zwei Hiillmembranen umschlossene
Plastide auf. Zu diesen Algenarten gehdren unter anderem die Diatomeen, die global mit am
bedeutendsten Photosynthese betreibenden Organismen. Nach der Theorie der priméren
Endosymbiose ldsst sich die Entstehung von Plastiden mit drei oder vier Membranen nicht
erkldren. Vielmehr entstanden diese sogenannten ,,komplexen® Plastiden durch die Aufnahme
und nachfolgende Reduzierung einer phototrophen eukaryoten Zelle durch eine phagotrophe
eukaryote Wirtszelle. Dieser Vorgang wird als Sekundire Endosymbiose bezeichnet
(Cavalier-Smith, 2003; McFadden, 2001; Delwiche und Palmer, 1997). Die vollstindige
Eliminierung des eukaryoten Symbionten fiihrte bei den Euglenophyten und den Peridinin
enthaltenden Dinoflagellaten zu einer von drei Membranen begrenzten Plastide (siehe

Abbildung 1.2).

Chlorophyte Rhodophyte

(7]
&
_-\0) o

Sek;‘\;‘iﬁ'ta'e’ Sekundarer
% O Wirt

heteroloboseide
Amoeboflagellaten

Euglenophyten ' @ :

Chlorarachniophyten

Peridinin-haltige
Dinoflagellaten

Heterokontophyten,
Haptophyten

Cryptophyten

Abbildung 1.2. Sekundire Endosymbiose.

Die Plastiden der Heterokontophyten, der Haptophyten und der Sporozoen sind hingegen von
vier Membranen umgeben. Eine die Theorie der Sekundiren Endosymbiose untermauernde

evolutiondre Zwischenstufe ist bei den Cryptophyten und den Chlorarachniophyten zu
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beobachten (Maier et al., 2000; Maier et al., 1991). Sowohl die Chlorarachniophyten als auch
die Cryptophyten besitzen einen Rest des Cytosols des urspriinglichen Symbionten, das
periplastidire Kompartiment, zwischen den zwei &ufleren und den zwei inneren
Hilllmembranen der Plastide. In diesem Cytosol befindet sich das reduzierte Relikt des
eukaryoten Zellkerns des Symbionten, der Nucleomorph.

Bei dem Nucleomorph der Chlorarachniophyten (Hibberd und Norris, 1984) handelt es sich
um den reduzierten ehemaligen Zellkern einer Griinalge, wédhrend der Nucleomorph der
Cryptophyten (Greenwood, 1974) der Rest eines Rotalgenkerns ist (Gilson und McFadden,
2002). Anders als bei der primiren Endosymbiose sind die in sekundidrer Symbiose
entstandenen Arten folglich polyphyletischen Ursprungs. Fiir den Erfolg der sekundéren
Endosymbiose war, dhnlich wie bereits bei der primidren Endosymbiose, die Verlagerung der
essentiellen Gene des Symbionten in den Zellkern des Wirts und die nachfolgende
Entwicklung von Transportsystemen zum Reimport der entsprechenden Proteine in den
Symbionten, von entscheidender Bedeutung. Die neuerliche Verlagerung von Genen fiir
plastiddare Proteine vom Kern des Symbionten in das Kerngenom des Wirts, ein Gentransfer
von Eukaryot zu Eukaryot, erforderte die Neuentwicklung von Transportsystemen. Erst der
Transport von plastidéren Proteinen in die komplexe Plastide und der Export von Produkten
der Photosynthese in das Cytosol ermdglichten es dem Wirt, die Photosynthese-Fahigkeit des
Endosymbionten zu nutzen und diesen im folgenden bis zur komplexen Plastide zu

reduzieren.

1.4 Die Cryptomonade Guillardia theta

Die Cryptomonade Guillardia theta ist ein einzelliger, mariner Photosynthese-betreibender
Eukaryot. Die Zelle schiitzt sich durch einen Periplasten, der aus Proteinplatten besteht, und
besitzt zwei Flagellen (Abbildung 1.3). Die Cryptomonade enthélt eine komplexe Plastide,
die von vier Membranen umgeben ist. Die duflere der vier Membranen geht in die
Hiillmembran des Zellkerns {iber und ist mit cytosolischen 80S-Ribosomen besetzt, sie wird
deshalb auch als cER, chloroplastidires Endoplasmatisches Retikulum, bezeichnet. Als
Photopigmente der Plastide sind Chlorophyll a, ¢2 und Phycoerithrin vorhanden,

Speicherstirke wird in Form von Amylopektin im Periplastiddren Kompartiment angehauft.
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Abbildung 1.3. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Guillardia theta.

Abbildung einer Cryptomonadenzelle im Querschnitt (aus Fraunholz, 1997). P: Plastide, N: Nukleus, No:
Nukleolus, Py: Pyrenoid, E: Ejektosom, Nm: Nuleomorph. Maf3stab: 1pm.

1.5 Der Nucleomorph von Guillardia theta

Die eigentliche Besonderheit der Cryptomonaden liegt jedoch im Vorhandensein des
Nucleomorphs im periplastidirem Kompartiment, dem Raum zwischen den zwei inneren und
den zwei dulleren, die Plastide umgebenden Membranen.

Beim Nucleomorph handelt es sich um den Rest des urspriinglichen Zellkerns der im Zuge
der sekundidren Endosymbiose aufgenommenen ancestralen Rotalge. Das Genom des
Nucleomorphs besitzt eine GroBle von 551 Kilobasen (Douglas et al., 2001) und ist damit
eines der kleinsten bekannten eukaryotischen Genome. Die drei Chromosomen des
Nucleomorphs enthalten nur etwa 9 % nichtkodierende DNA, Introns sind nur in begrenztem
Umfang anzutreffen (Zauner et al., 2000). Nach Berechnungen von Beaton und Cavalier-
Smith (1999) wurde der Nucleomorph von Guillardia theta gegeniiber dem Genom der

ancestralen Rotalge um das 125-fache reduziert. Der liberwiegende Teil der Gene wurde
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eliminiert oder in den Zellkern des Wirts transferiert. Im Genom des Nucleomorphs
verblieben im wesentlichen Gene zur Transkription und Translation und zur Prozessierung
von RNA und Proteinen des periplastidiren Kompartiments und des Nucleomorphs,
sogenannte Housekeeping-Gene. Im Gegensatz dazu fehlen Proteine fiir den Stoffwechsel und

cytosolische Strukturen (Douglas et al., 2001).

1.6 Nucleomorph-kodierte plastidire Proteine

Eine wichtige Entdeckung war die Identifizierung von auf dem Nucleomorph kodierten
plastiddren Proteinen (Zauner et al., 2000, Douglas et al., 2001). Hierzu gehdren Rubredoxin
und das an der Plastidenteilung beteiligte FtsZ (Wastl et al., 2000, Fraunholz et al., 1998). Auf
dem Nucleomorph sind 30 Proteine kodiert, die Homologien zu cyanobakteriellen Proteinen
aufweisen und diesen gegeniiber eine N-terminale Extension als putatives topogenes Signal
fiir den Import in die Plastide besitzen (Douglas et al., 2001). Nach der Theorie der priméren
Endosymbiose wurden die Gene dieser Proteine aus dem cyanobakteriellen Genom in das
Genom der Rotalge verlagert und erhielten durch zufillige genetische Rekombination ein
topogenes Signal fiir den Reimport der Proteine in die Plastide. In diese Gruppe fallen auf
dem Nucleomorph kodierte Proteine wie das Chaperon cpn60, die Topoisomerase-
Untereinheiten GyrA und GyrB und das an der Proteintranslokation beteiligte Tic22, sowie
zahlreiche Proteine, deren Funktion und auch die Funktion der cyanobakteriellen Homologen,
weitgehend oder teilweise unbekannt ist. Die Analyse der Funktion von plastiddren Proteine
mit bislang unbekannter Funktion, die auf dem Nucleomorph kodiert sind und in die Plastide
reimportiert werden, ist folglich von besonderem Interesse zur Aufkldrung grundlegender
Plastidenfunktionen.

Nach einer Theorie ist die Reduzierung des Nucleomorphs in den Cryptomonaden und
Chlorarachniophyten ein laufender ProzeB, der zukiinftig zum volligen Verlust des
Nucleomorphs flihren wird (Gilson, 2001). Untersuchungen an Genomen von Mitochondrien
und Chloroplasten zeigten, dass bestimmte Proteine vorwiegend in den Organellen und nicht
im Kern kodiert sind, eventuell um die Expression am Ort der Funktion effizienter zu
gestalten (Pfannschmidt et al., 2001; Race et al., 1999). Somit besteht die Moglichkeit, dass
einige Nucleomorph-lokalisierte Gene nicht in das Genom der Wirtszelle libertragen werden
konnen und der Nucleomorph zu einem obligaten Bestandteil der Cryptomonaden und

Chlorarachniophyten geworden ist.
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Durch die vollstindige Sequenzierung des Nucleomorph-Genoms wurde es ermoglicht,
gezielt nach vormals cyanobakteriellen Genen zu suchen, die auf dem Nucleomorph
lokalisiert sind und deren Proteine in die Plastide importiert werden. Sind diese Gene mit
plastiddrer Funktion zusétzlich auf keinem anderem Genom der Cryptomonade, dem Zellkern
oder dem Plastidengenom, lokalisiert, so liegt die Vermutung nahe, dass das Vorhandensein
dieser Gene eine wichtige Ursache fiir die Beibehaltung des Nucleomorphs in Cryptomonaden

ist.

1.6.1 ORF467

ORF467 (Open-Reading-Frame 467) ist ein auf Chromosom I des Nucleomorphs von
Guillardia theta kodiertes Protein von 467 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von
53,9 kDa. Die Aminosduresequenz von ORF467 zeigt Homologien zu Proteinen aus
Bakterien und Pflanzen, zum Beispiel zu SIr0076 aus Synechocystis sp. PCC6803 und zu
Atl1g32500 (ATNAPO6) aus Arabidopsis thaliana. Im Vergleich zu den bakteriellen
Homologen weist die Aminosduresequenz von ORF467 eine N-terminale Extension auf. Da
bekannt ist, dass Nucleomorph-kodierte und plastiddr lokalisierte Proteine von Guillardia
theta eine N-terminale Extension als topogenes Signal fiir den Import in die Plastide besitzen
(Wastl und Maier, 2000), kann ORF467 ein plastidir lokalisiertes Protein sein.

Funktionelle Analysen von bakteriellen Homologen von ORF467 zeigten eine Beteiligung an
der Synthese von Eisen-Schwefel (Fe-S) Clustern in Escherichia coli (Outten et al., 2004) und
Erwinia chrysanthemi (Nachin et al., 2001). Diese Untersuchungen waren ein Hinweis auf
eine eventuelle Funktion von ORF467 fiir die Synthese von Eisen-Schwefel Clustern in

Guillardia theta.

1.7 Eisen-Schwefel Cluster Proteine und ihre Biosynthese

Eisen-Schwefel Cluster, vorwiegend in der Form von [2Fe-2S] und [4Fe-4S], kommen als
wichtige Cofaktoren fiir zahlreiche Proteine in allen lebenden Organismen vor. Hauptsdchlich
iibernehmen sie Funktionen des Elektronentransfers oder dienen als katalytische Zentren.
Vermutlich waren sie mafigeblich an der Entwicklung des Lebens beteiligt (Martin und

Russel, 2003). Eisen-Schwefel (Fe-S) Cluster enthaltende Proteine sind an regulatorischen
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und enzymatischen Funktionen, von der Respiration bis zur Genexpression, beteiligt
(Johnson, 1998).

Wihrend fiir die in vitro Insertion von Eisen-Schwefel Clustern in Proteine Cystein-
Desulfurasen oder NifS-dhnlichen Enzyme ausreichen (Zheng und Dean, 1994, Beinert und
Kiley, 1999), ist die in vivo Biosynthese und Insertion von Fe-S Clustern Aufgabe von drei
bislang bekannten unterschiedlichen Systemen, dem SUF- (Takahashi und Tokumoto, 2002;
Loiseau et al., 2003), ISC- (Zheng et al., 1998, Takahashi und Nakamura, 1999; Lill und
Miihlenhoft, 2005) und NIF-System (Zheng et al., 1993).

Das NIF- (Nitrogen-Fixation) System ist speziell an der Biosynthese von Nitrogenase-
Proteinen in Stickstoff-fixierenden Organismen beteiligt und aktiviert die katalytischen
Untereinheiten der Nitrogenase durch den Einbau von Fe-S Clustern (Dos Santos et al., 2004;
Frazzon und Dean, 2002). Die beiden hauptsdchlichen Systeme zur Synthese von Fe-S Cluster
enthaltenden Proteinen sind hingegen das ISC- und das SUF-System.

Das ISC- (Iron-Sulfur-Cluster) System ist ein allgemeines System zur Bildung von Fe-S
Proteinen in zahlreichen prokaryoten (Kurihara et al., 2003, Nakamura et al., 1999, Djaman et
al., 2004) und eukaryoten Organismen (Lill und Kispal, 2000).

Die SUF- und ISC-Systeme bestehen aus mehreren Komponenten (Abbildung 1.4).

/‘ Plastide\ /I\/Iitochondrium \

IscU HscA
FdX HscB

s IscA
-

Abbildung 1.4. Bestandteile des SUF- und ISC-Systems zur Biosynthese von Eisen-
Schwefel-Cluster (Fe-S) Proteinen.

Schematische Darstellung der SUF- und ISC-Systeme zur Synthese von Fe-S Clustern fiir plastiddre (SUF) und
mitochondrielle (ISC) Proteine. S: Schwefel, Fe-S: Eisen-Schwefel-Cluster
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Beide Systeme enthalten eine Cystein-Desulfurase, SufS bzw. IscS (Patzer und Hantke, 1999,
Mihara et al., 1999, Outten et al., 2003), ,,Scaffold* (Gerlist)-Proteine wie SufA und IscU
(Ollagnier-de-Choudens et al., 2004, Agar et al., 2000) und mehrere fiir das jeweilige System

spezifische Proteine.

1.7.1 Das SUF-System

Das SUF-System kommt in Prokaryoten und Pflanzen, nicht jedoch in anderen hdheren
Eukaryoten vor (Ellis et al., 2001) und ist an der Synthese von Fe-S Clustern und deren
Einbau in plastiddre Fe-S Cluster Proteine beteiligt.

Fiir drei Proteine des SUF-Systems, SufB, SufC und SufD, sind keine Homologen im ISC-
System vorhanden. In den Genomen von Cyanobakterien sind die Gene sufB, sufC, sufD und
sufS in Form eines Operons angeordnet (Wang et al., 2004), im Falle von E. coli und Erwinia
chrysanthemi umfasst das suf-Operon zusétzlich suf4 und sufE (Takahashi und Tokumoto,
2002; Nachin et al., 2001). Fiir das Protein SufC wurde eine ATPase-Aktivitit nachgewiesen
(Rangachari et al., 2002) und eine Interaktion mit SufB und SufD gezeigt (Nachin et al., 2003;
Xu und Moller, 2004). Unabhingige Mutationen von sufB, sufC und sufD fiihrten zu
Hinweisen auf eine Beteiligung des SUF-Systems an der Synthese von Fe-S Clustern unter
Bedingungen von oxidativem Stress und Eisenmangel (Djaman et al., 2004; Nachin et al.,
2001; Nachin et al., 2003). In Arabidopsis thaliana waren bei der Mutation von sufC
Embryonaldefekte zu beobachten, wéhrend eine sufB-Mutation eine Akkumulation von
Protoporphyrin IX zeigte (Xu und Moller, 2004; Moller et al., 2001).

Die Lokalisierung von einem oder mehreren Genen des SUF-System im Genom der Plastide
ist offenbar nicht essentielle Voraussetzung fiir die Funktion. In hoheren Pflanzen wie
Arabidopsis thaliana finden sich die Komponenten des SUF-Systems ausschlieBlich auf dem
Zellkern kodiert, weisen jedoch ein Transitpeptid als topogenes Signal fiir den Import in die
Plastide auf, wie am Beispiel von SufB gezeigt werden konnte (Meller et al., 2001, Martin et
al., 1998). Ein Gen fiir SufB ist im Genom des Apicoplasten, der nicht mehr photosynthetisch
aktiven Plastide des Malariaerregers Plasmodium falciparum, enthalten (Law et al., 2000;
Wilson et al., 1996). Weitere Komponenten des SUF-Systems, SufA, SufC, SufD und SufS
sind im Kern von Plasmodium falciparum kodiert, und im Fall von SufC wurde eine N-
terminale Signalsequenz und putatives Plastiden-Transitpeptid identifiziert (Waller et al.,

2000). Dies deutet darauf hin, dass das SUF-System ein plastidar lokalisiertes System ist.
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1.7.2 Das SUF-System in Guillardia theta

Die Gene des suf~-Operons wurden mit der Etablierung des prokaryoten Endosymbionten in
die ancestrale Rotalge eingebracht. Die Analyse von heutigen Rotalgengenomen zeigte, dass
sufB und sufC im Plastidengenom lokalisiert sind (Kowallik et al., 1995), wihrend sufD und
sufS auf den Zellkern transferiert wurden. Bei den durch sekundire Endosymbiose
entstandenen Cryptophyten sind sufB und sufC im Plastidengenom verblieben (Douglas und
Penny, 1999). Im Genom des Nucleomorphs von Guillardia theta ist ein SufD-Homolog
(ORF467) kodiert (Hjorth et al., 2005), das eine N-terminale Extension als topogenes Signal
fiir den Import in die Plastide aufweist. Fiir Guillardia theta kann somit das Vorliegen eines
in der Plastide lokalisierten SUF-Systems angenommen werden. Weitere suf-Gene konnen im
Kerngenom enthalten sein, dieses ist derzeit im Gegensatz zu den anderen Genomen von
Guillardia theta nicht vollstindig sequenziert. Zu erwarten ist, dass Gene fiir SufE, SufA und
SufS im Kern lokalisiert sind (Abbildung 1.5).

Mit der Identifizierung von suf~Genen im Kern wiére die Cryptomonade Guillardia theta der
erste bekannte Organismus mit einem iiber drei verschiedene Genome verteiltem
funktionellem System, das vermutlich zur Synthese von Eisen-Schwefel Clustern in der

Plastide dient.

Abbildung 1.5. Das SUF-System in Cryptomonaden.

Schematische Darstellung der Verteilung der bekannten Komponenten des SUF-Systems in Guillardia theta. Nu:
Zellkern, Nm: Nucleomorph, Pl: Plastide.
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, das auf Chromosom I des Nucleomorphs von Guillardia theta
kodierte und putativ plastiddr lokalisierte Protein ORF467 funktionell zu charakterisieren.
Hinweisen auf die Funktion von ORF467 sollen durch die phénotypische Analyse von Knock-
out Mutanten der Homologen Proteine SIr0076 im Cyanobakterium Synechocystis sp.
PCC6803 und At1g32500 (ATNAPO) in Arabidopsis thaliana gewonnen werden. Neben der
Dokumentation von Phénotypen soll eine gezielte Charakterisierung der Mutanten mit
biochemischen und molekularbiologischen Methoden erfolgen. Durch Protein-
Interaktionsanalysen mit dem Hefe 2-Hybrid System sollen Interaktionspartner von ORF467
in Guillardia theta und ATNAPG in Arabidopsis thaliana identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist vorgesehen, die in vivo Lokalisation von ORF467 durch
immunologische Methoden zu bestimmen und die Lokalisation des Homologen ATNAP6 in
Arabidopsis thaliana durch die in vivo Expression von GFP-Fusionsproteinen aufzukliren.
Als wichtiger Bestandteil zur Analyse des Arabidopsis thaliana Homologen von ORF467 ist
die Durchfithrung einer Expressionsanalyse der Knock-out Mutante mit einem Genchip-
Microarray System geplant, um phénotypischen Daten im zelluldiren Zusammenhang
interpretieren zu kdnnen und Riickschliisse auf eine Funktion von ATNAP6 bei der Synthese
von Fe-S Clustern herstellen zu kdnnen.

Mit der Auswertung von EST-Daten von Guillardia theta soll nach im Kerngenom kodierten
SUF-Komponenten gesucht werden, um die Verteilung des SUF-Systems in Cryptomonaden

im evolutiondren Zusammenhang diskutieren zu konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden grundsétzlich in der Qualitét p.a von den Firmen Sigma-Aldrich

(Miinchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

2-Mercaptoethanol
Adenin-hemisulfat
Agar-Agar

Agarose (NEEO Ultra)
Ammoniumpersulfat
Ampicillin
Bromphenolblau
CSPD und CDP-Star
CTAB

DMF

DMSO

Chloroform

DTT

EDTA

Formaldehyd 37%-ig
Glucose

Glutathion

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

IPTG
Isoamylalkohol
Isopropanol

Kanamycin

Serva
Roth
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Biorad
Boehringer
Sigma
Aldrich
Sigma
Merck
Roth
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth

Serva

Kanamycin
Magermilchpulver
Methanol

NP-40

Sigma
Fluka
Roth

Sigma

Pepton (tryptisch verdaut) Roth
Phenol (TE-gepuffert) Roth

Phenol, TE-gepuffert

Polyethylenglycol 6000

Roti®-Blue
Rotiphorese® 30
Saccharose

SDS

SLS

Sorbitol
TEMED
Tetracyclin
Tinte, konigsblau
Triton X-100
Tween-20
X-Gal

X-Gal

Yeast nitrogen base

Roth
Sigma
Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Pelikan
Roth
Sigma
Roth
Roth

Sigma
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2.1.2 Radiochemikalien

Redivue L-[*°S] Methionin 18,5 MBgq, 500uCi Amersham Biosciences, Freiburg
»FeCl; 10 MBq ICN

2.1.3 Puffer und Losungen

Die Herstellung nicht aufgelisteter Puffer wurde grundsdtzlich nach Sambrook (Sambrook et al.,
1989) durchgefiihrt, davon abweichende Zusammensetzungen sind in der Beschreibung der

jeweiligen Methoden aufgefiihrt.

TE-Puffer, pH 8.0 10 mM Tris / HCI pH 8,0
1 mM EDTA
TBE-Puffer, pH 8.8 134 mM Tris / HCI pH 8.8
44 mM Borsédure
2,5 mM EDTA
DNA-Ladepuffer 4 M Harnstoff
50 mM EDTA

50 % (w/v)  Saccharose
0,1 % (w/v)  Bromphenolblau
0,1 % (w/v)  Xylencyanol

PBS-Puffer, pH 7.3 140 mM NaCl
10 mM Na,HPO4
2,7 mM KCl
1,8 mM KH,PO,
20 x SSC-Puffer pH 7.0 3M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
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2.1.4 Filter und Membranen

Nitrocellulosemembran Protran
Nylonmembran HyBondN"
Sterilfilter 0,2 pm FP-30
Whatman-Papier 3MM

2.1.5 Fotomaterialien

Rontgenfilm RX Medical
Rontgenfilm-Entwickler
Rontgenfilm-Fixierer
Agfaortho Negativfilm
Scientia EM Film
Fotopapier Agfa BN310RC
Entwickler Agfa Rodinal

Fixierer Agfa Leukobrom

Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham Pharmacia, Freiburg
Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel

Fujifilm, Diisseldorf
Kodak, Stuttgart

Kodak, Stuttgart
Agfa-Gevaert, Leverkusen
Agta-Gevaert, Leverkusen
Agfa-Gevaert, Leverkusen
Agfa-Gevaert, Leverkusen

Agfa-Gevaert, Leverkusen

2.1.6 Molekularbiologische und biochemische Kits

RedExtract-N-Amp Plant PCR Kit
RNeasy Plant Kit

peqLab peqGOLD RNApure
JETsorb DNA Extraction Kit
Qiagen Plasmid Midi / Maxi Kit
pGEM-T Vector System

PCR DIG Probe Synthesis Kit
GST Gene Fusion System
Construction & Screening Kit
Pierce SuperSignal West Pico
Chemoluminescent Substrate Kit
Thermo sequenase fluorescent labelled

primer cycle sequencing Kit with 7-deaza-dGTP

Sigma-Aldrich, Miinchen
Qiagen, Hilden

Peqlab, Erlangen

Genomed, Lohne

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Perbio, Bonn

Amersham Biosciences, Freiburg
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TransformAID Bacterial Transformation Kit Fermentas, St. Leon-Rot
Clontech MATCHMAKER Library BD Biosciences, Heidelberg
Construction Kit

Clontech Yeastmaker YEAST Transformation BD Biosciences, Heidelberg
System 2

2.1.7 Enzyme

Nicht aufgefiihrte DNA-modifizierende Enzyme, Restriktionsendonukleasen und Proteasen
wurden von den Firmen Amersham Biosciences (Freiburg), Roche Diagnostics (Mannheim),
Fermentas (St. Leon-Rot), Serva (Heidelberg), Boehringer (Mannheim), Gibco/BRL
(Eggenstein), Promega (Mannheim), Sigma-Aldrich (Miinchen), Eppendorf (Hamburg) oder
Stratagene (Heidelberg) bezogen.

Alkalische Phosphatase aus Shrimp 1000 U/ml Roche Diagnostics,Mannheim
Taq DNA Polymerase 5000 U/ml Eppendorf, Hamburg

Pfu DNA Polymerase 3000 U/ml

T4 DNA Ligase 1000 U/ml

M-MLV Reverse Transkriptase 200 U/ul

DNase [ 10 U/ml Boehringer, Ingelheim
Lysozym 20 mg/ml Sigma-Aldrich, Miinchen
RNase A 5 mg/ml Sigma-Aldrich, Miinchen
Cellulase Onozuka RS Serva, Heidelberg
Macerozym R-10 Serva, Heidelberg

2.1.8 DNA- und RNA-Lingenstandards

Ein DNA-Léngenstandard wurde durch die Restriktion von 50 pug A-Phagen DNA (Fermentas)
mit den Endonukleasen EcoRI und HindIIl selbst hergestellt. Die Endkonzentration betrug 100

ng/pl.
Als RNA-Langenstandard wurde RNA-HiRange und RNA-LowRange Marker der Firma

Fermentas verwendet.
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2.1.9 Protein-Molekulargewichts-Standard

Als Molekulargewichts-Standard fiir die SDS-PAGE von Proteinen wurden Standards /0-200

kDa und 10-180 kDa prestained der Firma Fermentas verwendet.

2.1.10 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen. Die
fiir die Sequenzierung mit dem Licor4200 System verwendeten Primer wurden mit dem
fluoreszierendem Farbstoff IRD800 (800 nm-Kanal) oder IRD700 markiert (700 nm-Kanal).

Alle angegebenen Primersequenzen sind in 5°-3” Richtung notiert.

Sequenzierprimer fiir Licor 4200:

M13 uni (IRD800): GTA AAA CGA CGG CCA GT

M13 rev (IRD700): GGA AAC AGCTAT GACCAT G
T7/2 (fw) IRD 800: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
Match seq 3’ IRD700: CAG TAT CTA CGA TTC ATC TGC

Synechocystis sp. PCC6803 Knock-out Konstrukte:

slr0076a for: GCA GTC GAC TTG TTG GGT AG
slr0076a rev: GGC TGT TGC TGC AGG CGA TC
slr0076b for: GAT CGC CTG CAG CAA CAG CC
slr0076b rev: GCT CCG CGG GAA CATTTA AC

Guillardia theta GST-Fusionsproteine:
ex467 rev: CGT CGA CTT ATA AGA TAA AAC ATT TG
ex467 for: GAA TTC AGT TGA AGA CAT GCA TCT ATC

Arabidopsis thaliana T-DNA Sonde:

NPTII for: GCT GCT ATT GGG CGA AGT G
NPTII rev: GAA GGC GAT AGA AGG CGA TGC
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Arabidopsis thaliana At1g325000 Sonde:

Atlg32500rev S:
Atlg32500for S:

CCG GTA ACCGTTTCG ATT CC
CTC TGA CCCTTT TGT ACT TC

Arabidopsis thaliana T-DNA Screening:

LP Primer:
RP Primer:
LBbl Primer:
LB neu:

GFP-Fusionsproteine:
467GFP for:
467GFP rev:
GFPneu for:

minusBETA At1g32500 rev:

Atcpn60TP contr rev:
AtBeta for:
AtlgTPminus for:
AtC for:

AtN rev:

GFPBeta control for:
minusCAt1g32500 rev:
fullC At1g32500 rev:
ATcpn60TP rev:
ATcpn60 TP for:
467TPminus for:

Hefe 2-Hybrid Konstrukte:
467Beta for:

467Beta rev:

467 3H for:

467 3H rev:

Atlg 2H rev:

CGT TTG TGA ACT GGG TTT CCG
TCA CGT CTA AACTTT TTG GGC CAT
TTT TTC GCC CTT TGA CGT TGG AG
AAC CAG CGT GGA CCG CTT GCT

CGT CTC CCA TGG TCA TTA ATT GTT AC

CGT CTC CCA TGG CTA ATA ACG AAA AAATTTTC
CGT CTC CCA TGG CGG CTG CCA CAG TTC TCG
CGT CTC CCA TGG TCA AAT CCG GTGCTCCCAT
CGT CTC CCA TGG CCT TTA CAT TAG CTC

CTG CAG ATG GTG ATT TAT GTT CCT G

CTG CAG GCT TCG TTC TCT GAC

CTG CAG GAT CTT GAA GAA GACC

CTG CAG CAA ATC CGG TGC TCC

CGT CTC CCATGG TGA TTT ATG TTC CTG

CGT CTC CCA TGG CAA GAT CAC TGA TAG CAG C
CGT CTC CCA TGG CGA GCA AGC CTT TGA CGT G
CTG CAG CTT TAC ATT AGC TCT AAC AC

CGT CTC CCA TGG CGT CTG CAA ACG CTC

CTG CAG AAC TCA GTT GAA GAC

GAA TTC ACA ATA GAA ACA AAC
GGA TCC CAG AAA CAG TAG CAC
GAA TTC GAT GAT GAA CAA ATG
GGA TCC AAT TTT CTT TTC AAT AC
GGA TCC GAT TTC CCG ATT TG
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2.1.11 Antikorper

anti-ORF467 aus Kaninchen

anti-GST IgG

anti-Kaninchen IgG aus Ziege, HRP-gekoppelt
anti-Kaninchen IgG aus Ziege, Gold-gekoppelt

2.1.12 Vektoren

Eurogentec, Seraign (Belgien)
Amersham Biosciences, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim

British BioCell International, Cardiff (GB)

pGEM-T Amp', lacZ’, flori, P17, Psps Promega
pBlueScript II KS +/- Amp', lacZ’, flori, pUCori, Pr7, P13 Stratagene
pGEX-5x-3 Amp', lacl?, pPBR322ori, Py, P17, GST, Amersham

Faktor Xa cleavage site

pPAVA393 (von Arnim et al., 1998)

pGADT7-Rec Amp', Gal4 AD, LEU2, pUCori, 2pori, Clontech

Papwui, Pr7,Tapui, HA epitope tag

pGBKT-7 Kan', Gal4 DNA-BD, Trpl, pUCori, flori, Clontech

2pori, Papui, P17, Tapui, cMyc epitope tag

2.1.13 Bakterien- und Hefestimme

Bakterien wurden nach Angaben der Hersteller kultiviert. Die Kultivierung der Hefen erfolgte

nach Vorschriften aus dem Yeast Protocols Handbook der Firma Clontech.

Escherichia coli BL21-CodonPlus®(DER)-RIL

Stratagene

Escherichia coli B F-, ampT, hsdS(rg, mg), dem”, Tet,

galAM(DE3), endA, Hte [argU, ileY, leuW, cam']
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Escherichia coli XL1-blue MRF’ Stratagene
A(mcerA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44,
thi-1, recAl, gyrA96,relAl lac[F proABlacl’Z, AM15, Tnl0 (Tet')]

Saccharomyces cerevisiae AH109 Clontech
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal44, gal804,
LYS2::GALIyus-GALI 1414-HIS3, GAL245-GAL21474-ADE?2,

URA3::MELI1y4s-MEL1 1474-lacZ, MELI

Saccharomyces cerevisiae Y187 Clontech

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,
gald4A, met, galS80A,URA3::GALIyys-GALI rq14-lacZ, MELI

2.1.14 Kulturmedien

2.1.14.1 Kulturmedien fiir Escherichia coli

LB Medium: 10 g/l Pepton (tryptisch verdaut)
10 g/l Natriumchlorid
5¢1 Hefeextrakt

2x YT Medium: 16 g/l Pepton (tryptisch verdaut)
10 g/l Hefeextrakt
5¢/1 Natriumchlorid

TB Medium: 20 g/l Pepton (tryptisch verdaut)
20 g/l Glukose
10 g/l Hefeextrakt

Agarplatten enthielten zusdtzlich 15 g/l Agar-Agar, Selektionsmedien wurden mit den jeweiligen
Antibiotika versetzt und enthielten typischerweise 50 oder 100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml

Tetracyclin.
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2.1.14.2

f/2-Medium:

f/2-Spurenelemente-

16sung:

f/2-Vitaminlésung:

2.1.14.3

BG-11 Flissigmedium:

S mM

3 % (w/v)
883 uM
36 UM

0,1 % (v/v)
0,1 % (v/v)

11,65 mM
11,71 mM
39 uM

77 uM

42 uM
910 uM
26 uM

2 uM
0,37 uM
297 uM

50 mM
1,75 mM
1,89 mM
60 ng/l
17,6 mM
0,304 mM
0,245 mM
0,031 mM
2,79 mM
100 ml/1

Kulturmedium fiir Guillardia theta (nach Guillard, 1975)

Tris/HC1 pH 7.2

,» L ropic-Marine* Meersalzmischung

NaN03
NaH,PO,

f/2-Spurenelementelosung

f/2-Vitaminldsung

FeCl;x 6 H20

EDTA

CuSO4x 5 H,O
ZnSO04x 7 H,0O
CoClL x 6 H,O
MnCl,; x 4 H,O
Na,MoOg4 x 2 H,O

Biotin

Cyanocobalamin

Thiamin / HCI

Kulturmedium fiir Synechocystis sp. PCC6803 (nach Rippka et al., 1979)

TES pH 8.0
K,HPO4
Na,COs
FAC
NaNO;
MgSOy4
CaCl,

Zitronensaure

EDTA

Trace Metal Mix 1000x
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Top-Agar: 0,8 % Agar-Agar
99,2 % Wasser

Fir BG-11 Agarplatten wurden 15 g/l Agar-Agar und 3 g/l Natriumthiosulfat zu dem BG-11
Medium gegeben. Die BG-11 Agarplatten konnten zur Selektion mit Antibiotika-haltigem Top-
Agar iiberschichtet werden. Die Konzentrationen des Antibiotikums betrugen im Fall von

Kanamycin typischerweise 10 — 80 pg/ml fiir BG-11 Fliissigmedium und 10 pg/ml fiir Top-Agar.

2.1.14.4 Kulturmedium fiir Arabidopsisthaliana Zellkulturen
MS Medium pH 5.7: 4,3 g/l MS Basal Salt Mischung (Sigma M5524)
30 g/l Saccharose
2,5 ml/l Vitaminl6sung
Vitaminlosung: 250 mg/1 Nikotinsdure
250 mg/1 Pyridoxin / HCI1
2,5 g/l Thiamin / HCI
25 g/1 Myo-Inositol

Die Vitaminldsung wurde sterilfiltriert und zu dem autoklavierten MS Medium gegeben.

2.2 Gerite

PCR-Thermocycler
MasterCyclerGradient Eppendorf, Hamburg

Biomed Thermocycler Bachhofer, Reutlingen

Sequenzier-Automat

LiCOR 4200 MWG, Ebersberg

Stromquellen

Electrophoresis Power Supply ESP 301 Amersham Biosciences, Freiburg
GBS 200/ 400 LKB, Bromma
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MacroDrive 2301

Schiittler
G24 Environmental Incubator Shaker
Multi Axle rotating shaker

Ceromat R

Zentrifugen

Tischzentrifuge Centrifuge 5417R
Kiihlzentrifuge Labofuge 400R
Kiihlzentrifuge Sorvall RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge
Ultrazentrifuge Centrikon T-1080

Elektrophorese und Blotting

Mighty SmallTM Dual Gel Caster SE245
2050 Midget Electrophoresis Unit
Elutrap® Electroelution System
Novablot 2117-250 Semidry

Blotting Apparatur

GelDoc 1000

Gel-Dokumentationssystem

sonstige Geritschaften
Ultraschallstab Model 250/ 450
Spektralphotometer Ultrospec 2000
Transmissionselektronenmikroskop
EM301

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
TCS SpP2

LKB, Bromma

New Brunswick Scientific & Co Inc.
MAGYV, Rabenau-Londorf

Braun Biotech International

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
Sorvall, Bad Homburg
Kontron

Kontron

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Schleicher & Schuell, Dassel

Amersham Biosciences, Freiburg

Biorad, Miinchen

Branson, Dietzenbach
Amersham Biosciences, Freiburg

Philips, Hamburg

Leica, Wetzlar
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2.3 Software

Die Erstellung von Sequenzvergleichen (,,Alignments*) auf Aminosdureebene erfolgte mit den

Programmen ClustalX (Jeanmougin et al., 1998) und Genedoc (Nicholas et al., 1997).

Nukleotidsequenzen wurden mit dem Programm Sequencher der Firma GeneCodes bearbeitet.

Die Auswertung der GFP-Experimente erfolgte mit der Leica Confocal Software (LCS) der Fima

Leica, Heidelberg.

3D-PSSM

BlastN, BlastP, BlastX

ChloroP
dChip
HMMTOP
JPRED
MapMan
Pfam
PlasmoAP
PsiPred
PSort

R
Sequencher
SOSUI
TargetP
TOPPRED

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP
http://biosunl.harvard.edu/ complab/dchip/
http://www.enzim.hu/hmmtop/
http://www.compbio.dundee. ac.uk/~www-jpred/
http://gabi.rzpd.de/ projects/MapMan/
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.plasmodb.org/cgi-bin/plasmoap.cgi
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html
http://psort.nibb.ac.jp/

http://www.r-project.org
http://www.genecodes.com/
http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuimenu0.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP
http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/
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2.4 Methoden

2.4.1 Kultivierung der verwendeten Organismen

2.4.1.1 Kaultur von Synechocystis sp. PCC6803

Fliissigkulturen von Synechocystis wurden in 50 oder 100 ml BG-11 Medium auf einem Schiittler
bei 170 rpm und einer Temperatur von 30 °C inkubiert. Die Lichtintensitit betrug 40 yM m™ s
WeiBlicht. Fiir heterotrophes Wachstum wurden 5 bis 10 mM Glukose zugegeben. Zur
Kulturhaltung von Synechocystis auf BG-11 Agarplatten wurden 100 pl einer Fliissigkultur auf
die BG-11 Agarplatten ausgebracht und bei 30 °C und leicht reduzierten Lichtintensititen von 35

uM m?s” inkubiert.

2.4.1.2 Kultur von Guillarida theta

Eine Fliissigkultur von Guillardia theta wurde in einem Liter f/2 Medium bei einer Temperatur
von 20 °C kultiviert. Die Lichtbedingungen entsprachen einem 12-stiindigen Tag / Nacht-
Wechsel mit einer Fluoreszenzlicht (warm-white) Beleuchtung.

Die Fliissigkulturen wurden wochentlich durch Animpfen von 900 ml /2 Medium mit 100 ml
Stammkultur iiberimpft.

2.4.1.3 Kaultur von Arabidospis thaliana Pflanzen und Mesophyll-Zellen

Arabidopsis thaliana Ecotype Columbia Mesophyll-Zellkulturen wurden in 35 ml MS Medium
bei einer Temperatur von 25 °C auf dem Schiittler bei 130 rpm inkubiert. Die Lichtbedingungen
entsprachen einem Kurztag mit 8 h Licht und 16 h Dunkelheit. Alle 7 Tage wurden 6 — 10 ml der

Kultur in neues Medium tiberimpft.

Pflanzen von Arabidopsis thaliana Ecotype Columbia wurden auf Erde bei einer Temperatur von

22 °C in einem Tag-Nacht Zyklus von 16 h Tag und 8 h Nacht kultiviert.
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Zur Analyse der Wurzelldnge wurden Samen auf feuchtem Whatman-Papier gekeimt, in sterilen

Petrischalen fiir 6 Tage inkubiert und anschlieBend vermessen.

2.4.1.4 Kultur von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung aller fiir die Interaktionsanalytik verwendeten Hefen erfolgte exakt nach den
Protokollen des Herstellers BD Biosciences / Clontech und ist in dem Clontech Yeast Protocols

Handbook umfassend beschrieben.

2.4.2 Molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Methoden wurden, soweit nicht anders beschrieben, nach

Protokollen aus Sambrook et al., 1989 durchgefiihrt.

2.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen erfolgte nach dem Prinzip der Alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Zum Erhalt von hochreiner DNA bzw. groferer Mengen

wurden nach Bedarf Kits der Firma Qiagen, Hilden eingesetzt.

Von einer 16 Stunden (liber Nacht) gewachsenen E. coli Kultur wurden 1,5 ml bei 14.000 rpm
und 4 °C fir 1 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 200 pl Puffer P1
resuspendiert, mit 200 ul Puffer P2 versetzt und durch Invertieren gemischt. Nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 ul Puffer P3 zugegeben. Die Probe wurde vorsichtig
gemischt und fiir 5 min im Eisbad inkubiert. Der entstandene volumindse Niederschlag wurde
durch 20 min Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit 420 pl Isopropanol zur Féllung der Plasmid-DNA versetzt. Es wurde 15
min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert und das erhaltene DNA-Pellet anschliefend einmal
mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde im Vakuum von Ethanolresten

befreit und in 40 pul Wasser aufgenommen.
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Puffer P1: 50 mM Tris / HC1 pH 8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A
Puffer P2: 200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS
Puffer P3: 3iM Kaliumacetat pH 5.5

2.4.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC6803

Fiir die Isolierung genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC6803 wurden 3 ml einer in der
stationdren Phase befindlichen Kultur durch 1 Minute Zentrifugation bei 10.000 rpm pelletiert.
Das Pellet wurde in 400 pl TE-Puffer pH 8.0 resuspendiert und mit 200 pl Glasperlen, 8 pl 10%-
iger SDS-Losung, 16 pl 5%-iger SLS-Losung und 400 pl Phenol fiir dreimal 10 Sekunden
gevortext. Zur Phasentrennung wurde bei Raumtemperatur 10 Minuten bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde abgenommen und zweimal mit je einem Volumen
PCI Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol im Volumenverhiltnis 25 / 24 / 1 extrahiert.
AnschlieBend wurde die enthaltene DNA durch die Zugabe von 2 Vol. Ethanol und 0,1 Vol.
einer 3 M Natriumacetat-Losung durch Inkubation bei -20 °C ausgefillt. Die DNA wurde durch
Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4 °C fiir 20 Minuten pelletiert, einmal mit 70%-igem Ethanol

gewaschen, im Vakuum getrocknet und abschlieend in 20 pl Wasser aufgenommen.

2.4.2.3 Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsisthaliana

Ein Rosettenblatt von A4.thaliana wurde in einem Morser in fliissigem Stickstoff homogenisiert.
Das erhaltene Pulver wurde mit 500 pl Extraktionspuffer versetzt und gemischt. 35 pl einer 20%-
igen SDS-Losung wurden zugegeben und die Mischung im Wasserbad bei 65 °C fiir 5 min
inkubiert. Daraufhin wurden 130 pl einer 5 M Kaliumacetat-Losung zugefiigt, 5 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieBend 10 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die darin enthaltene DNA nach der Zugabe von 750 pl Isopropanol und

75 pl einer 3 M Natriumacetat-Losung bei -20 °C ausgefillt. Die Probe wurde zentrifugiert, das

39



Material und Methoden

Pellet einmal mit 70%-igem Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Aufnahme der

DNA erfolgte in 50 pul Wasser oder TE-Puffer.

Extraktionspuffer: 100 mM Tris / HCI pH 8.0
0,5M Natriumchlorid
50 mM EDTA
10 mM 2-Mercaptoethanol

Die fiir die Charakterisierung der T-DNA Linie SALK N55595 erforderliche Isolierung von
genomischer DNA aus zahlreichen verschiedenen A.thaliana Pflanzen wurde mit dem

RedExtract-N-Amp Kit der Firma Sigma nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.2.4 Isolierung von genomischer DNA aus Guillardia theta

Genomische DNA aus Guillardia theta wurde nach der CTAB-Methode (Doyle und Doyle, 1990)
gewonnen.

Die durch Zentrifugation pelletierten Zellen einer 14 Tage alten Kultur von G.theta wurden
einmal mit Wasser gewaschen und in 800 ul CTAB-Puffer resuspendiert. Es wurde 30 Minuten
bei 70 °C inkubiert und anschlieBend 10 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zur Ausféllung von Proteinen mit 1 Volumen PCI (Phenol /
Chloroform / Isoamylalkohol im Volumenverhiltnis 25 / 24 / 1) versetzt. Nach 10 Minuten
Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C wurde die obere wissrige Phase abgenommen und die
darin enthaltene genomische DNA durch Zugabe von Isopropanol ausgefillt, mit 70%-igem

Ethanol einmal gewaschen und in einem geeigneten Volumen Wasser aufgenommen.

Puffer CTAB: 100 mM Tris / HCI pH 8.0
1,4M Natriumchlorid
20 mM EDTA
0,2 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
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2.4.2.5 RNA Isolierung aus Arabidopsisthaliana

Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana wurde mit dem Plant RNeasy Kit der Firma Qiagen
gewonnen. Alternativ wurde eine Isolierung mit dem peqGOLD RNApure Reagenz der Firma

Peqlab durchgefiihrt. Es wurden die jeweiligen Protokolle der Hersteller verwendet.

Fiir die Affymetrix Microarray-Analyse wurde hochreine RNA durch die Kombination beider
Systeme isoliert. Zundchst wurde RNA durch das Peqlab-System isoliert, gefolgt von der
Aufreinigung der gewonnenen RNA {iber die Plant RNeasy Séulen des Qiagen Kits. Die Qualitét
der RNA wurde durch eine Analyse mit dem Biolyzer-System der Firma Agilent nach Protokoll
des Herstellers iiberpriift.

2.4.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde photometrisch in wissriger Losung
bei einer Wellenldnge von 260 nm durchgefiihrt. 1 ml der vermessenen Losung enthielt bei einer
Extinktion von 1 50 pg Doppelstrang DNA, 33 pg Einzelstrang DNA oder 40 pg RNA. Als Mal3
fiir die Reinheit der Nukleinsduren wurde Quotient der Absorptionen bei 260 und 280 nm

verwendet.

2.4.2.7 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse von DNA wurde nach Sambrook et al. durchgefiihrt.
Zur Herstellung der Agarose-Gele und als Elektrophorese-Puffer wurde standardmiBig TBE-

Puffer verwendet. Der Gelmatrix wurden 3,75 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt.

2.4.2.8 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Elution von DNA aus Agarose-Gelen wurde das JETsorb DNA-Extraction-Kit der Firma

Genomed nach Protokoll des Herstellers eingesetzt.
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2.4.2.9 Dephosphorylierung von linearen DNA-Fragmenten

Zur Dephosphorylierung von linearisiertem Vektor wurde Alkalische Phosphatase aus Shrimp,
bezogen von der Firma Roche Diagnostics verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll

des Herstellers. Das Enzym wurde durch Inkubation bei 65 °C fiir 20 min deaktiviert.

2.4.2.10 Transformation von Escherichia coli XL1-blue MRF’

Das Transformieren von Escherichia coli XL.1-blue MRF* Zellen mit Plasmid-DNA wurde mit

dem TransformAid Kit der Firma Fermentas nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.2.11 Transformation von Escherichia coli BL21 CodonPlus

Der Expressionsvektor pGEX-5X-3 zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurde nach
erfolgter Klonierung der entsprechenden Expressionskonstrukte in E.coli BL21-CodonPlus
Zellen der Firma Stratagene eingebracht. Die Transformation erfolgte nach Angaben des
Herstellers nach folgendem Protokoll.

50 pl kompetente BL21-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 ul XL10-Gold-2-
Mercaptoethanol versetzt. Es wurde 10 min auf Eis inkubiert, anschlieBend wurden 50-100 pg
der Plasmid-DNA zugefiigt und die Mischung 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation
erfolgte durch Hitzeschock bei 42 °C fiir 20 Minuten. Die Zellen wurden kurz auf Eis inkubiert,
dann mit vorgewarmtem SOC-Medium (900pul) versetzt und 1 h bei 37 °C auf dem Schiittler bei
220 rpm inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert, in 200 pl SOC-Medium resuspendiert und auf
LB-Agar Selektionsplatten mit Ampicillin (50 pg/ml) ausplattiert und bis zum Erscheinen von

einzelnen Kolonien bei 37 °C inkubiert.

SOB/SOC Medium: 20 g/ Pepton (tryptisch verdaut)
S5¢g/l Hefeextrakt
20 mM Magnesiumchlorid
10 mM Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid
200 mM Glukose (nur SOC Medium)
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2.4.2.12 Transformation von Synechocystis sp. PCC6803

Ein geeigneter Weg zu funktionellen Analyse eines unbekannten Proteins ist die Mutation des
entsprechenden codierenden Gens im Organismus und die anschlieBende Charakterisierung der
spezifisch durch die Mutation verursachten Defekte oder Unterschiede zum Wildtyp-
Organismus. Die natiirliche Transformationskompetenz von Synechocystis sp. PCC6803
erleichtert die gezielte Mutation von Genen im Vergleich zu hoheren Organismen deutlich und
macht dieses Cyanobakterium zu einem der am héufigsten fiir Knockout-Experimente

verwendeten Organismen.

Synechocystis sp. PCC6803 ist von Natur aus leicht durch exogene DNA zu transformieren
(Grigorieva und Shestakov, 1982). Zur Transformation von Synechocystis sp. PCC6803 wurde
ein modifiziertes Protokoll von Jianping Yu, 1993 und Williams, 1986 verwendet. Das Protokoll
eignet sich zur Integration durch homologe Rekombination eines in einem Plasmidvektor wie

z.B. pGEM-T vorliegenden Transformationskonstrukts in das Genom des Cyanobakteriums.

Eine in der logarhitmischen Wachstumsphase befindliche Fliissigkultur von Wildtypzellen mit
einer OD73¢ von 0,8-1,0 wurde mit frischem BG-11 Medium auf eine OD73¢ von 0,1 verdiinnt.
Die Kultur wurde 2-4 Tage unter Standardbedingungen bis zum Erreichen einer OD73p von 0,3
kultiviert. 35 ml der Kultur wurden bei 3000 g und Raumtemperatur fir 10 min im
Ausschwingrotor pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit BG-11
Medium auf eine OD73¢ von 3,0 eingestellt, zur genaueren Bestimmung der OD73( erfolgten die

Messungen in geeigneter Verdiinnung.

300 pl der Zellen wurden mit 15 pg der Plasmid-DNA, entweder in zirkuldrer oder linearisierter
Form vorliegend, versetzt und bei 30 °C fiir 2-4 Stunden unter reduzierten Lichtbedingungen und
gelegentlichem kurzen Schiitteln inkubiert. Die Transformationsmischung wurde im Anschlufl
auf BG-11 Agarplatten, jeweils 100 pl pro Platte, verteilt. Die Agarplatten wurden unter
reduzierten Lichtbedingungen 2-3 Tage nach Standardbedingungen kultiviert.

Zur Selektion der transformierten Zellen wurden die Kulturplatten mit 0,8 % Agar mit einem
Zusatz von 10 pg/ml Kanamycin iiberschichtet und weitere 2-3 Wochen bis zum Erscheinen
einzelner Kolonien inkubiert. Die Kolonien wurden in BG-11 Fliissigmedium mit 10 pg

Kanamycin {iberfiihrt und nach Standardbedingungen kultiviert. Nach mindestens 5
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Verdiinungszyklen bei steigender Antibiotika-Konzentration bis 50 pg/ml Kanamycin wurden
die Cyanobakterien auf BG-11 Agarplatten mit 50 pg/ul Kanamycin ausgestrichen und einzelne
entstandene Kolonien in Fliissigkultur iiberfiihrt, anschlieBend analysiert und als Glycerinkultur

bei -80 °C gelagert.

2.4.3 Biochemische Methoden

2.4.3.1 Proteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung des Proteingehalts von Proben wurde mit dem Roti-Nanoquant Kit
der Firma Roth nach einem modifizierten Protokoll nach Bradford, 1976 durchgefiihrt. Zur

Proteinbestimmung wurde das Protokoll des Herstellers befolgt.

2.4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine unterschiedlicher Grof3e konnten in einem Polyacrylamidgel nach einer Methode von
Laemmli, 1970 aufgetrennt werden. Als Grundsubstanz fiir das Polyacrylamidgel wurde eine
vorgefertigte Mischung aus Acrylamid und N,N'- Methylenbisacrylamid im Verhiltnis 30:0,8
eingesetzt (ROTIPHORESE Gel 30, Firma Roth). Die aufzutrennenden Proteine wurden fiir 10
Minuten in SDS-Probenpuffer aufgekocht, 5 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert
und der Uberstand auf das Gel aufgetragen. Nach Auftragen der Proben wurden diese mit einer
konstanten Stromstirke von 10-15 mA in das Sammelgel einlaufen gelassen und die

Elektrophorese mit 30-40 mA fortgesetzt.

Sammelgel: 125 mM Tris/HCl pH 6.8
3,9 % (W/v) Acrylamid
0,1 % (W/v) SDS
0,001% (v/v) TEMED
0,1 % (w/v) APS

Trenngel: 375 mM Tris/HCI pH 8.8
10-12 % (W/v) Acrylamid
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30 % (w/v)
0,1 % (W/v)
0,001% (v/v)
0,05 % (wW/v)

SDS-Probenpuffer: 62,5 mM

4 % (W/v)

4 % (v/Iv)

17,4 % (v/v)

0,002 % (w/v)

Elektrodenpuffer: 25 mM

192 mM
0,1 % (w/v)

2.4.3.3 Anfiarbung von SDS-Gelen

Saccharose
SDS
TEMED
APS

Tris/HCI pH 6.8
SDS
2-Mercaptoethanol
Glycerin

Bromphenolblau

Tris
Glycin
SDS

Die Anfarbung der durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine erfolgte durch 20 min

Inkubation des kurz mit Wasser gewaschenen Gels in einer Farbelosung mit Coomassie Brillant

Blue fiir 10 Minuten. AnschlieBend erfolgte die Entfirbung der Gelmatrix in einer

Entfarbeldsung, bis der Hintergrund ausreichend entférbt war.

Férbelosung: 50 % (v/v)
5% (v/v)
0,25 % (w/v)

Entfarbelosung: 28 % (v/v)
5% (v/v)

Methanol
Essigsdure

Coomassie Brillant Blue R-250

Isopropanol

Essigsdure

Alternativ wurde die Férbelosung RotiBlue der Firma Roth zusammen mit den entsprechenden

Entfarbelosungen nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Zur schonenden Anfarbung praparativer SDS-Gele fand eine Methode nach Prussak et al. (1989)

Verwendung. Durch Inkubation mit 0,1 M Kaliumchlorid bei 4 °C fiir 3 h oder langer wurden die
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Proteinbanden als weile Prizipitat-Banden sichtbar und konnten zur nachfolgenden

Elektroelution ausgeschnitten werden.

2.4.3.4 Elektroelution von Proteinen

Die Elution von Proteinen aus SDS-Gelen erfolgte durch Elektroelution. Die nach 2.4.3.3 mit
Kaliumchlorid angefarbten Banden wurden ausgeschnitten und in einer Elektroelutionskammer
Elutrap Electroelution System der Firma Schleicher & Schuell unter Verwendung von BT1 und
BT2 Biotrap Membranen der Firma Schleicher und Schuell eluiert. Die Elution erfolgte in SDS-
Elektrodenpuffer bei einer Spannung von 110 V und 25 mA tiiber Nacht und ergab ein auf etwa 1
ml Volumen eingeengtes Proteineluat, das mit geeigneten Mikrokonzentratoren bis zur

gewlinschten Konzentration weiter angereichert werden konnte.

2.4.3.5 Elektrochemischer Transfer von Proteinen (Westernblot)

Der elektrochemische Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen erfolgte im
Halbtrockenverfahren nach einer Methode von Kyhse-Andersen, 1984 (diskontinuierliches
System) oder einer Methode von Towbin et al., 1979 (kontinuierliches System).

Fiir den Transfer nach Towbin wurden 3 Lagen Filterpapier (Whatman 3MM) in Transferpuffer
getrankt und auf die Anode gelegt. Darauf wurden die mit Transferpuffer dquilibrierte Ni-
trocellulose- oder PVDF-Membran und das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Zum Abschluf3 folgten
weitere 3 puffergetrinkte Lagen Filterpapier und die Kathode.

Transferpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Fiir den Transfer nach Kyhse-Andersen wurden 2 Lagen Filterpapier in Anodenpuffer I getrinkt
und auf die Anode gelegt. Ein in Anodenpuffer II getrinktes Filterpapier und die in
Anodenpuffer II &dqulibrierte Transfermembran folgten, danach das in Kathodenpuffer
aquilibrierte Gel und zum Abschlu3 drei ebenfalls in Kathodenpuffer getrinkte Filterpapiere

sowie die Kathode.
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Anodenpuffer I: 0,3M Tris / HCI pH 10.4
20 % (v/v) Methanol
Anodenpuffer II: 25 mM Tris / HCl pH 10.4
20 % (v/v) Methanol
Kathodenpuffer: 25 mM Tris / HCI pH 9.4
20 % (v/v) Methanol
40 mM €-Aminocapronsiure

Der Transfer erfolgte fiir 45 min bis 1,5 h bei einer konstanten Stromstirke von 0,8 mA/cm?
Gelflache. Nach Abschluf3 des Blottens wurden die Proteine mit Farbelosung angefarbt und der
Hintergrund anschlieBend mit Wasser entfiarbt. Die Membran wurde mit 0,2 M NaOH entfarbt,
gewidssert und direkt weiterverwendet. Zur Lagerung wurden geblottete Transfermembranen aus
Nitrocellulose kurz luftgetrocknet und bei -20 °C aufbewahrt, Blots auf PVDF-Membranen

wurden zwischen zwei Lagen Filterpapier bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Férbelosung: 2% (v/v) Tinte Konigsblau Fa. Pelikan

1% (v/v) Essigsdure

2.4.3.6 Immunanfirbung mit Peroxidase

Die immunologische Identifikation von Proteinen erfolgte durch die Verwendung eines gegen
das zu detektierende Protein gerichteten primdren Antikorpers. An diesen primédren Antikorper
bindet spezifisch der mit dem Enzym Peroxidase aus Meerettich gekoppelte sekundire
Antikorper. Durch die Ausnutzung der enzymatischen Aktivitits des sekundidren Antikorpers ist
es moglich, mit dem ECL System die entstechende Phosphoreszens nachzuweisen und das

gesuchte Protein zu detektieren.

Freie Bindungstellen auf der Nitrocellulose- oder PVDF-Membran wurden durch einstiindige
Inkubation unter leichtem Schiitteln in Blocking-Puffer abgesittigt. Der primére Antikorper
wurde in Blocking-Puffer 1:1000 oder geringer verdiinnt und die Membran 1 h mit der

Antikorperlosung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 10 min in Puffer TBS-T zum
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Entfernen nicht gebundenen primdren Antikorpers wurde die Losung des ZweitantikOrpers in
Blocking-Puffer auf die Membran gegeben. Nach wiederum einstiindiger Inkubation wurde
durch dreimaliges Waschen mit Puffer TBS-T nicht gebundener sekundérer Antikorper entfernt
und abschlieBend die Membran 5 min mit Puffer TBS-T oder Wasser gewaschen.

Das ECL SuperSignal West Pico Kit der Firma Pierce wurde nach Angaben des Herstellers
verwendet, um die Enzymaktivitit des Zweitantikorpers durch Phosophoreszens nachzuweisen

und durch Schwirzung von Rontgenfilm zu dokumentieren.

Puffer TBS / TBS-T: 100 mM Tris / HCl pH 7.5

0,9 % (W/v) Natriumchlorid

0,1 % (v/v) Tween-20 (nur TBS-T)
Blocking-Puffer: 7 % (wW/v) Magermilchpulver in Puffer TBS-T

2.4.3.7 In situ Detektion von Proteinen in Guillardia theta (Fraunholz et al., 1998)

Die genaue Lokalisierung eines Proteins in der Zelle ist mithilfe verschiedener Mdoglichkeiten
durchfiihrbar. Eine bewidhrte Methode ist die Immunolokalisation, ausgehend von chemisch
fixierten Ultradiinnschnitten der zu untersuchenden Organismen. Mit spezifischen Antikorpern
gegen das zu lokalisierende Protein und einer elektronenmikroskopischen Detektion iiber
goldmarkierte Zweitantikdrper konnen gesuchte Proteine eindeutig identifiziert werden.
Voraussetzung fiir die Immunolokalisation ist das Vorhandensein eines spezifischen Antikdrpers

gegen das zu untersuchende Protein.

Zellen einer Kultur von Guillardia theta in der exponentiellen Wachstumsphase wurden durch
Zugabe von Glutaraldehyd bis zu einer Endkonzentration von 0,8 - 1% fixiert. Anschliefend
erfolgte die Entwésserung durch Inkubation in Ethanol in mehreren Schritten bis zum Erreichen
eines 100%-igen Ethanolgehalts. Die Zellen wurden in Lowicryl K4M Harz (Chemische Werke
Lowi) nach Protokoll des Herstellers eingebettet. Es wurden Ultradiinnschnitte angefertigt, diese
wurden mit dem Antiserum gegen das zu detektierende Protein in einer Verdiinnung von 1:300
bis 1:800 in PBS-Puffer inkubiert. Spezifisch gebundene Antikdrper wurden durch Inkubation
mit Gold-gekoppeltem Zweitantikorper (anti-Kaninchen IgG aus Ziege) in einer Verdiinnung von

1:60 nachgewiesen. Ungebundener Antikérper wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS-
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Puffer entfernt und die Ultradiinnschnitte mit Uranylacetat- und Bleicitrat-Losung
nachkontrastiert. Die Detektion erfolgte durch die elektronenmikroskopische Visualisierung der

Goldpartikel mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop.

2.4.3.8 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die 1bliche Methode zur Gewinnung rekombinanten Proteins besteht darin, die
Aminosduresequenz des Proteins zusdtzlich um ein Motif zu erweitern, das die Isolierung und
Aufreinigung erleichtert. In der Regel werden hierzu GST (Glutathion-Sepharose-Tag) oder 6-
fache Histidin-Motive verwendet, in beiden Fillen ist eine Aufreinigung iiber
Affinitidtschromatographie moglich. Zusétzlich kann durch spezifische Antikdrper gegen die

Motive eine immunologische Detektion des rekombinanten Proteins erfolgen.

Die Expression von rekombinantem GST-Fusionsprotein erfolgte nach der erfolgreichen
Transformation des das zu exprimierende Konstrukt enthaltenden Expressionsvektors pGEX-5X-
3 in Zellen von E. coli BL21 CodonPlus der Firma Stratagene nach dem Protokoll des
Herstellers. Das rekombinante Protein wurde als Fusionsprotein mit einer N-terminalen GST-

Doméne exprimiert (Abbildung 2.1).

Eine 200 ml Fliissigkultur des transformierten £.coli BL21 Stammes wurde bei 37 °C und 220
rpm auf einem Orbitalschiittler bis zum Erreichen einer optischen Dichte ODgy von 0,8
inkubiert. Die Expression des GST-Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von 2 mM IPTG
induziert und die Kultur weitere 2,5 Stunden bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Zellen
wurden durch 10 min Zentrifugation bei 5000 g und 4 °C geerntet und das Pellet in 5 ml kaltem
Puffer PBS mit geeigneten Proteaseinhibitoren resuspendiert. Es wurden 25 ul Lysozymlosung
(50 mg/ml) zugegeben und die Mischung unter gelegentlichem Riihren fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Anschlieend wurden 20 pl einer 200 mg/ml Natriumdesoxycholat-Losung zugegeben,
gefolgt von 5 pl einer 5 mg/ml DNAse-Losung. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir 30
min inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 9 Volumen Puffer PBS mit 1 % (v/v) Triton X-100 und 10 mM
EDTA resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde erneut wie zuvor
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 9 Volumen Puffer PBS resuspendiert.
Die einzelnen Fraktionen von Uberstand und resuspendiertem Pellet wurden durch SDS-

Gelelektrophorese analysiert oder direkt fiir die GST-Affinitdtschromatographie verwendet.
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Abbildung 2.1. Schema der Herstellung von GST-Fusionsprotein.
Das Konstrukt wurde in den Expressionsvektor kloniert und rekombinantes Protein als Fusionsprotein mit N-

terminalem GST exprimiert. N: N-Terminus des Konstrukts, C: C-Terminus des Konstrukts.

Die Aufreinigung rekombinantem GST-Fusionsproteins wurde mit Hilfe des Bulk and
ReadyPack GST-Purification Kits der Firma Amersham Biosciences (GE Healthcare) nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.3.9 Herstellung von Proteinextrakt aus Guillardia theta

Die Zellen einer einer 14 Tage alten Kultur (11 Kulturvolumen) von Guillardia theta wurden
durch Zentrifugation fiir 10 min bei 1000 g und Raumtemperatur im Ausschwingrotor pelletiert.
Das Pellet wurde in 1 ml Extraktionspuffer resuspendiert und 10 min bei 96 °C im Wasserbad
erhitzt. Die unloslichen Bestandteile wurden durch 5-miniitige Zentrifugation bei 14.000 rpm und
4 °C abgetrennt und der 18sliche Uberstand zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Fiir
die SDS-Gelelektrophorese vorgesehene Proben wurden direkt mit SDS-Probenpuffer versetzt

und erneut 5 min bei 96 °C denaturiert.

Extraktionspuffer: 125 mM Tris / HCI pH 6.8
3 % (w/v) SDS
0,2 % (w/v) Triton X-100
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2.4.3.10 Eisenimport in Synechocystis sp. PCC6803 Zellen

Fir die Analyse des Eisenimports in der As/r0076 Mutante und im Wildtyp wurden
Synechocystis Zellen in der spiten logarithmischen Wachstumsphase aus mehreren unter
identischen Bedingungen (Kapitel 2.4.1.1) kultivierten Fliissigkulturen verwendet. Die
Vorbereitung der Kulturen und der Import von radioaktivem *>Fe’" erfolgte nach einem Protokoll

von Katoh (Katoh et al., 2000).

Eisenfreies BG-11 Kulturmedium wurde angefertigt, indem bei der Herstellung von BG-11
Medium (Kapitel 2.1.14.3) Magnesiumsulfat durch Kaliumsulfat ersetzt wurde. Weiterhin wurde
Zitronensdure, Eisenammoniumcitrat, Calciumchlorid und die Spurenelemente-Mischung nicht
beigefiigt und das Medium durch Behandlung mit Chelex 100 Resin (Firma Bio-Rad) von
polyvalenten Metall-lonen befreit. Danach wurden die Spurenelemente sowie ultrareines

Magnesiumchlorid und Calciumchlorid zugefiigt.

Zur Vorbereitung von Synechocystis Zellen fiir den Eisenimport wurden die Zellen in normalem
BG-11 Medium bis zum Erreichen der spéten logarithmischen Wachstumsphase kultiviert. Die
Zellen wurden in 20 mM TES / KOH pH 8.0 gewaschen und {iber Nacht in eisenfreiem BG-11
Medium kultiviert.

Fiir den Eisenimport wurden die Zellen erneut in 20 mM TES / KOH pH 8.0 gewaschen und in
eisenfreiem BG-11 Medium auf eine Konzentration von etwa 2 x 10° Zellen / ml konzentriert.
Radioaktives Eisen wurde in Form von >’FeCl; zugegeben, die Proben mit 1 mM Ferrozine
(Sigma-Aldrich) versetzt und bei 30 °C und 200 rpm im Schiittler inkubiert.

Die Aufnahmereaktion wurde durch Inkubation auf Eis und Zentrifugation bei 4 °C gestoppt, das
Pellet zweimal mit 20 mM TES / KOH mit 10 mM EDTA gewaschen. AnschlieSend wurde die
inkorporierte Radioaktivitdt, die proportional zur Aufnahme von radioaktivem Eisen ist, am

Szintillationszéhler gemessen.

2.4.3.11 Bestimmung des Chlorophyllgehalts von Arabidopsisthaliana

Die Messung des Chlorophyllgehalts von Arabidopsis thaliana (Chl, und Chly) erfolgte durch die
Extraktion des Chlorophylls aus Blattbewebe mit DMF. 10 Proben von je 100 mg frisch
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geerntetem Blattgewebe wurden mit 10 ml DMF extrahiert. Die Extraktion erfolgte fiir 48 h bei
einer Temperatur von 4 °C im Dunklen. Die Absorption der Extraktionslosung jeder Probe
wurde bei 647 und 664 nm gemessen. Der Gehalt an Chlorophyll ergab sich aus folgender
Formel (Inskeep und Bloom, 1985):

Chlgesamt (mg/L) = 17.9 * Aga7 + 8.08 * Agea

2.4.4 Invivo Lokalisation von Arabidopsisthaliana ATNAP6

Die Beobachtung der in vivo Lokalisation eines Proteins in der Zelle bietet gegeniiber der
klassischen elektronenmikroskopischen Untersuchung immunologisch markierter Proteine
gewisse Vorteile. Die fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung notwendige Fixierung und
Einbettung der Zellen und die damit verbundenen potentiellen Probleme wie die mogliche
Zerstorung von Proteinkomplexen kann Entfallen. Nachteilig ist jedoch die Limitierung der
optischen Auflésung durch die bei der in vivo Beobachtung durch Lichtmikroskopie verwendete
Optik und die Wellenlidnge des Lichts, dies erschwert die Untersuchung feinster Strukturen, die
durch Elektronenmikroskopie zugénglich sind.

Eine neue Moglichkeit zur in vivo Markierung von Proteinen bot sich mit der Entdeckung des
Griin Fluoreszierenden Proteins (GFP) aus der Hydromeduse Aequorea victoria. Dieses Protein
von 238 Aminosduren kann mit blauem Licht angeregt werden und emittiert griines Licht mit
einem Maximum bei einer Wellenlénge von 510 nm. Voteilhaft ist die hohe thermische und pH
Stabilitdt des kompakten GFP.

Die Struktur besteht aus einer kompakten, FaB-dhnlichen antiparallelen Anordnung von 11 B-

Faltblittern und einer lingeren Helix, in deren Mitte die chromophore Gruppe enthalten ist.

Durch die Fusionierung von beliebigen Proteinen an den C- oder den N-Terminus von GFP lésst
sich dieses als gut geeigneter Marker flir in in vivo Beobachtungen einsetzen.

Die Klonierung eines Gensequenz in einen geeigneten GFP-Expressionsvektor wird dabei von
der Integration des Plasmids in das Wirtsgenom gefolgt. AnschlieBend kann die Expression des
Fusionsproteins durch die Anregung der GFP-Fluoreszenz durch Licht der entsprechenden

Wellenldange mikroskopisch detektiert werden.
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2.4.4.1 Transiente Transformation von Arabidopsisthaliana Mesophyllzellkulturen

Zur Protoplastierung und transienten in vivo Uberexpression von GFP-Fusionsproteinen in
Arabidopsis thaliana Zellkulturen wurde ein modifiziertes Protokoll von Altmann et al., 1992

verwendet.

2.4.4.2 Herstellung von Protoplasten

50 ml einer Arabidopsis Mesophyllzellkultur wurden bei 600 g und 22 °C fiir 5 min in einem
Ausschwingrotor pellettiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das
Zellpellet wurde in 35 ml Enzymldsung resuspendiert und die Suspension gleichméBig auf drei
sterile Petrischalen verteilt. Die Petrischalen wurden abgedichtet und im Dunkeln bei 22 °C und
40 rpm fiir 16 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen in ein steriles
ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bei 700 g und 22 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 10 ml Puffer W5 resuspendiert. In einer geeigneten Thoma-
Zihlkammer wurde die Zelldichte einer 1:20 verdiinnten Probe bestimmt. Die Zellen wurden fiir
mindestens 30 min auf Eis inkubiert und danach bei 600 g und 22 °C pelletiert, in Magnesium-
Mannitol-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Konzentration der Zellsuspension

wurde auf 1,7 x 107 Zellen/ml durch Verdiinnen oder Konzentrieren in Magnesium-Mannitol

Puffer eingestellt.
Enzymlosung pH 5.5: 0,4 M Mannitol
8 mM CaCl, x 2H,0
0,01 g/ml Cellulase Onozuka R-10
0,0025 g/ml Macerozym R-10
Puffer W5 pH 5.8: 0,15 M Natriumchlorid
0,125 M CaCl, x 2H,0
5 mM Kaliumchlorid
5mM Glukose
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Magnesium-Mannitol- 0,4 M Mannitol
Puffer pH 5.6: 15 mM Magnesiumchlorid
5mM MES

2.4.4.3 Transformation von Arabidopsisthaliana Protoplasten

Als Transformationsvektor wurde pAVA393 (von Arnim et al., 1998) verwendet, dieser Vektor
dient zur Expression von Fusionsproteinen mit einer am C-Terminus befindlichen GFP-

Proteindoméne.

Pro Transformationsansatz wurden 30 pg der entsprechenden Vektor-DNA verwendet. Diese
wurde in einem sterilen Zellkulturrohrchen mit 5 pl frisch denaturierter Carrier-DNA Losung (10
mg/ml Heringsperma-DNA) vermischt. Anschliefend wurden 300 pl der Protoplasten mit einer
Konzentration von 1,7 x 107 Zellen/ml zugegeben und mit der DNA vermischt. Es wurde 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert, danach wurden 300 pl PEG-CMS Losung zugegeben und durch
vorsichtiges Schiitteln gemischt. Die Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur autbewahrt. 8
ml Puffer W5 wurden durch tropfenweise Zugabe unter standigem vorsichtigem Mischen {iber
einen Zeitraum von 10 min zugegeben. Die Probe wurde bei 600 g und 22 °C fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml einer Mischung aus 4,5 ml
0,5 M Mannitol und 0,5 ml Puffer W5 resuspendiert und erneut abzentrifugiert. 12 ml B5
Medium wurden zugegeben, das Pellet wurde resuspendiert und der gesamte Ansatz in eine
sterile Petrischale gegeben. Die Zellen wurden iiber Nacht im Dunkeln bei 22 °C ohne Schiitteln
inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen aus der Petrischale in ein steriles Kulturréhrchen
iiberfiihrt, einmal bei 600 g und 22 °C 5 min pelletiert und in 2 ml frischem B5 Medium

resuspendiert. Direkt anschliefend wurde am KLSM die erfolgreiche Transformation tliberpriift.

PEG-CMS Losung: 0,4 M Mannitol
pH 8.0 0,1M Ca(NO3),
0,4 g/ml Polyethylenglykol 6000
B5 Medium pH 5.8: 3,2 mg/ml Gamborgs B5 + Vitamine
72,6 mg/ml Glukose
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2.4.4.4 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie zur Detektion von GFP-Fusionsproteinen

Transformierte Protoplasten wurden mit einem Leica TCS SP2 Konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (KLSM) der Firma Leica untersucht. Als Objektive wurden ein HCX PL APO
40x/1,25-0,75 Oil CS oder ein PL APO 63x/1,32-0,60 Oil Ph3 CS Ol-Immersions-Objektiv
verwendet. Die GFP- und Chlorophyll-Fluoreszenz wurde mit einem Argon/Krypton Laser bei
einer Wellenldnge von 488 nm angeregt. Ein Strahlteiler TD 488/543/633 und zwei verschiedene
Photomultiplier mit einer Bandbreite von 500-520 nm und 625-720 nm ermdoglichten die
Detektion von GFP- und Chlorophyll-Fluoreszenz.

Die Bilder wurden mit der Leica LCS Software aufgenommen und mit Microsoft Powerpoint in

die Abbildungen libernommen.

2.4.5 Genchip Microarray-Expressionsanalyse (Affymetrix)

Die Analyse von mRNA-Expressionsleveln mithilfe der Microarray Technologie beruht, &hnlich
wie die klassischen Techniken des Northern- und Southern-Blottings, auf der gegenseitigen
Bindung von komplementiren einzelstringigen Oligonukleotiden.

Zur Analyse einer groBen Anzahl von Genen finden sogenannte Genchip-Microarrays
Verwendung. Zur Expressionsanalyse von atnap6 wurde der ATH1 Microarray der Firma

Affymetrix verwendet (Abbildung 2.2).

AFFYMETRIX,
L

(et T
GeneChip’

Arabidopsis ATH1 Genome

Lot #. 4003140
Exp. Date: 07/26/05
For Aesearch Use Only

Abbildung 2.2. Affymetrix Arabidopsis ATH1 Genchip.

Der markierte Bereich kennzeichnet die eigentliche Chipfliche mit den aufgebrachten Oligonukleotid-Sonden.
Rechtes Bild: Chipfliche nach Hybridisierung mit Biotin-markierter cRNA von afnap6 und Detektion der

Fluoreszenz. Jeder Punkt reprisentiert eine probe cell.
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Bei der Herstellung dieses Genchips werden auf einem Glastriger fiir jedes zu untersuchende
Gen 11 verschiedene spezifische Sonden von 25 Nukleotiden Linge (,,probes ) in verschiedenen
Bereichen (,probe cells*) des Trigers synthetisiert. Jede probe cell enthdlt mehrer

hunderttausend Kopien des jeweiligen Oligonukleotids.

Der Genchip ATHI1 enthdlt Sonden, die etwa 24.000 verschiedene Gene von Arabidopsis
thaliana reprasentieren. Dies deckt den iiberwiegenden Teil der derzeit in der TIGR (The

Institute for Genome Research) Datenbank vorhandenen Gensequenzen von Arabidopsis ab.

Die Expressionslevel der auf dem Chip enthaltenene Gene wurden gemessen, indem ausgehend
von einer Gesamt-RNA Prédparation des zu untersuchenden Gewebetyps zunidchst cDNA und
anschlieBend Biotin-markierte cRNA unter Befolgung des Herstellerprotokolls (GeneChip
Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix 2004) hergestellt wurde.

Die cRNA wurde fraktioniert und mit dem Microarray hybridisiert. Mit einem Streptavidin-
Phycoerythrin-Konjugat wurde die cRNA immunologisch detektiert und anhand der Emission
des emittierten Lichts bei 570 nm Wellenldnge im zugehdrigen Scanner (Affymetrix)

quantifiziert (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix 2004).

Die nachfolgende Annotierung und statistische Auswertung der MeBdaten erfolgte mit der
Software dChip Ver. 1.3 (http://biosunl.harvard.edu/ complab/dchip/) und dem
Statistikprogramm R Ver. 2.0.1 (http://www.r-project.org).

2.4.6 Hefe 2-Hybrid Interaktionsanalyse

Zur Identifizierung potentieller Interaktionspartner von ORF467 aus Guillardia theta bzw.
ATNAPG aus Arabidopsis thaliana wurden Interaktionsanalysen mit dem Hefe 2-Hybrid System
durchgefiihrt. Das zugrunde liegende Prinzip (Abbildung 2.4) beruht auf der Expression des mit
einer DNA-bindenden Doméne fusionierten zu untersuchenden Proteins (,,Bait“) und der
Aktivierung der Transkription von Reportergenen bei der spezifischen Interaktion mit einem mit

einer Aktivierungsdoméne versehenen Protein aus einer cDNA Bibliothek (,,Prey*).

Die Interaktionsanalyse von ATNAP6 erfolgte nach dem Clontech Matchmaker GAL4 Two-
Hybrid System 2 nach den Protokollen des Herstellers. Die Baitkonstrukte wurden in den Vektor
pAS2-1 kloniert und dieser in den Hefestamm Y 190 (Clontech) transformiert.
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Prey

BD Transkription

(oA uas [Frencer N

Abbildung 2.3. Prinzip des 2-Hybrid Systems.

Die spezifische Interaktion von Bait- und Prey-Protein fithrt zur Transkription von Reportergenen. AD:
Aktivierungsdomine, BD: DNA-Bindungsdoméne, UAS: ,Upstream™  Aktivierungssequenz. (Quelle: BD-
Biosciences / Clontech Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual, Ausgabe Juni 1999).

Als Bibliothek wurde eine cDNA Bibliothek (ABRC-Code CD4-22) aus Arabidopsis thaliana
verwendet. Diese wurde usrpriinglich hergestellt von Jungmook Kim und Athanasios Theologis
und wurde tiber das Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC, www.biosci.ohio-
state.edu/~plantbio/ Facilities/abrc/ abrchome.htm) bezogen. Die cDNA wurde in den Vektor
pACT?2 kloniert.

Zur Identifikation von Interaktoren wurden der Hefestamm Y190 mit dem Baitplasmid
transformiert und anschlieBend eine Transformation mit dem Preyplasmid durchgefiihrt. Die
Klone mit potentieller Interaktion wurden durch die Aktivierung des Reportergens HIS3 auf
Selektionsmedium identifiziert und anschlieBend auf die Aktivierung des zweiten Reportergens
lacZ durch ein Filter-Lift-Assay {berpriift. Die Preyplasmide wurden isoliert und die

Nukleotidsequenzen der putativen Interaktoren durch Sequenzierung bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Guillardiatheta ORF467

3.1.1 ORF467 ist homolog zu Proteinen aus Cyanobakterien, Bakterien und Pflanzen

Die Analyse der Nukleotidsequenz von orf467 (open reading frame = offener Leserahmen)
zeigte, dass orf467 fiir ein Protein von 467 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 53,9
kDa kodiert.

Eine Datenbankanalyse zur Identifizierung von Proteinen mit homologer Sequenz in anderen
Organismen wurde mit BlastP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) durchgefiihrt. Ein
Alignment der homologen Proteine zeigte Proteine aus Bakterien und Pflanzen als nichste
Verwandte von ORF467. Der Sequenzvergleich von ORF467 mit ausgewihlten homologen
Proteinen aus Synechocystis sp. PCC6803, Escherichia coli und Arabidopsis thaliana (Abbildung
3.1) lieB vor allem in der C-terminalen Hailfte der Proteine eine hohe Homologie der
Aminosdure-Sequenzen erkennen. Gegeniiber den bakteriellen Homologen wiesen die
Aminosédure-Sequenzen von Guillardia theta und Arabidopsis thaliana einen verldngerten N-
Terminus auf.

Im Fall des homologen Proteins von Arabidopsis thaliana At1g32500 konnte durch ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP) und TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP)

ein topogenen Signals in Form eines Transitpeptids vorausgesagt werden.

Die N-terminale Extension von ORF467 zeigte bei der Analyse mithilfe der erwidhnten
computergestiitzten Algorithmen keine Merkmale von klassischen plastiddren Transitpeptiden.

Aufgrund der Ausrichtung dieser Algorithmen auf Pflanzen- und Griinalgenproteine und der
wenigen bekannten Sequenzen von plastidér lokalisierten und kernkodierten Rotalgenproteinen
ist die Vorhersage einer plastidiren Lokalisation fiir Nucleomorph-kodierte Proteine von

Guillardia theta erschwert.

Es wurde vermutet, dass es sich bei der N-terminalen Extension von ORF467 um ein Guillardia
theta spezifisches topogenes Signal fiir den Import in die Plastide handelt. Nucleomorph-kodierte
Proteine mit bekannter plastiddrer Lokalisation besitzen eine N-terminale Extension, die fiir den

Import in die Plastide notwendig ist (Wastl und Maier, 2000). Diese N-terminale Extension
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enthdlt sehr haufig ein Nucleomorph-spezifisches topogenes Signal in Form des

Aminosduremotivs MFXN (X: beliebige Aminosiure).

* 20 * 40 * 60
ORF467 : ----MFINCYIYDYRTNIKTSRRNKIEYKCSNENKVNMTNPMVQKQNIEIKWIESFIKTONSVED : 61
s1r0076 Do MTAAI DALTQKVHQTEIDKELQALKEQAMVS—GTED ¢ 37
Arabid.Suf : MAAATVLGRLSLIPNLSSKPKLKSNRRTTSTS|JSVRAQASFSDPF|JLQLAESWMADSLSAS-PSSS : 64
E.COLiSUED & =----mmmmmmm oo MAGHPNSSNAMOQWHHLF -EAFG : 22

* 80 * 100 * 120 *
ORF467 : MHESNWEKIGLKLEKNY TFEERNPEV AN Ky NLNENKHPSESD ILEFCEK- - - - INIENK : 122
s1r0076 : SIHVNKEQGAADLMGSLRLEHEEHER ORI ISEMKA I DEVAAGKVSLDVAAAENFY[PEAHQSR : 102
Arabid.Suf : LPEZRIEDSSAETLSTPWP&TSLRSSQIEPISTQQRNSILEN——TETQFTN ¢ 127
E.coliSufD : TKRSPQAQQHLQOMLRTGLEFIHENE P AEGHINSQVSIAG-EISPEQREALANTLDSVR- : 85
140 * 160 * 180 *
ORF467 : FWEENEKLVYFDK- TLSENKMEE I KK EMNSDENKKFLELSNSGECEISGGFPSIMYITSINE : 186
slr0076 : FFTPELSNTNELPSATCQSNEI;AHQEQ NYGQKTDN——E&SNTAGMTE : 165
Arabid.Suf : %FVSNLTIGPSE;PDGEYFGKGEEEELTNRSEFGNFDS———DWS?GMGAP : 189
E.coliSufD : BJERYVPALS - - - JATEG- - SGYEVSHNED - JOGHMPDAMOA - - - - - - - E\AJLHMTESLAQS)] : 137
200 * 220 * 240 * 260

ORF467 YIBK FNEDFTETNINWESHG - - - - ASNENQEIGF SKIPLGMMNK SEUKFNLIN- - - - - - - TST : 240
s1r0076 ¢ ANYWIEPANTEFK SEMHIMHFIN - - - - - VVDPTPIMVQPRMLAYNNAGYTIARSHGAISTNCIDR : 225
Arabid.Suf : MJMY\PEGCK\/EN/ZIYMRYFEGETGDRESKRLPVSNPRVFIYNEGGIRIGIVIEEY- - - - - - - VGK : 247
E.coliSufD : THMAJKRGORPAKIMLIBYHIEIOG- - - VAGEEVNTAHYJHHMDIMAEGAAT\TZHg- - - - - - - - v : 191

* 280 * 300 * 320
ORF467 : KKEDIFGERNSCINFY@KENSNBVLONENNSVGSENIUNT IHGDLNKGHFETFNSHSFEEDFERIY : 305
s1r0076 : PQEOPMENNIIVSERYMGENNOYTEIIRNQRDSGDEHFERIATTAMAQGKQSRMRLIDUNLEAKHSEEN : 290
Arabid.Suf : DEEGFYNTNPVLEYVIYQKNAKIK:ISYHOKESMA KWTFYRQEAESEMELVESTEEKIGREN : 312
E.coliSufD : LNDARHJTGARFTHNAA HLQHIKEAFENPL Hi; FAHNDMLLAEDATAFSHSFLLEEANLEEN : 256

* 340 * 360 * 380 *
ORF467 : @G DMNPEQCKNG FIINHQNK AT ZISJR IS HINF |2IN C KIS [O]F QI8N NF - SHE GINI®]T 6} 369
s1lr0076 HIT o]l TQQEEAKTEFLATLAGR ST ST INA LINHEHGAN O FizINCIRUD E Y - AQRNAR S € K\WUT.\YP 354
Arabid.Suf : |YH\UQQLEPDINLTENTTFHUCVNEWTLILIEKMI LIBHIZRGASRO)5:14C HSSGOMMIDENWYRWYN : 377
E.coliSufD : TSTQLNENTLRNSEAPVKN CITR) EHNKGFCNEROJE:INTIRYS DK - GRENAIN (€T, )N : 320

400 * 420 * 440 *
ORF467 : FCINENEENTIA TS Pids RIENE 1 B T N N E NSO A DD D E OB 7 I FhYeME KK I - 434
slr0076 oY\~ O TINAQOLINRINL. VIL EIKAI T NTK P21 O T WADN VK C SHGAT I i1 ok Ns|E v F Y ISR G L N4~ IEEERC]
Arabid.Suf : RFBOQMNAGONTIS MK PiUAT\GNT =N IMeR 1 N0 siadefc)zieI N~ i< DIE EDO)ARYE QA INEMD LETIN : 442
E.coliSufD : QHMIKWRIGEMTNNNIBAUGKLAE A0 Boly /s pkadel):(ey iy C R MDD E eh 4R C1tehd\i00DI : 385

460 * 480 *
ORF467 : QLEEKGEINGSHIPHE- LYMINSHEKKHFSLEE---- : 467
s1r0076 : RHEMADANIAG DQ LAS QGRRQC SCRTI---- : 453
Arabid.Suf : RRAMMSSHGSPNAIEKFSNREWIDOARNHYKGLME- - - - - : 475
E.colisufD : QOViMyAjgAAIITEAFRDEGHIQQNLARBMGORIIPGGAR : 423

Abbildung 3.1. Aminosiuren-Alignment von ausgewihlten ORF467-Homologen.

Vergleich der Aminosdure-Sequenzen von ORF467 aus Guillardia theta, SufD (ATNAP6) aus Arabidopsis thaliana,
SIr0076 aus Synechocystis sp. PCC6803 und SufD (YnhC) aus Escherichia coli. Konservierte Aminoséure-
Positionen sind dunkel hinterlegt (schwarzer Hintergrund: Aminoséduren mit identischen physiochemischen

Eigenschaften, grauer Hintergrund: Aminosduren mit dhnlichen physiochemischen Eigenschaften).
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Die Sequenzvergleiche der N-terminalen Extensionen von ORF467 und anderen Nucleomorph-
kodierten plastiddrer Proteinen wie Rubredoxin und FtsZ und den putativen plastiddren Proteinen
ORF467, ORF228 und ORF496 zeigte das Vorhandensein des MFXN Motivs bei ORF467,
ORF496 und Rubredoxin (Abbildung 3.2).

*** * 20 * 40 * 60
orf4e67 : . 56
orf228 : . 56
orf496 . 54
rub : -IVIYNL - LEDC - - o= . 57
ftsz - - -plcE- 03Dl - - - - - - - BY- - R TSR CEs osLls - - - - -\HSE- DSy - - - . a2

Abbildung 3.2. N-terminale Extensionen Nucleomorph-kodierter Proteine.

Aminosiuren-Alignment der N-terminalen Extensionen von ORF467, ORF228 und ORF496 mit den N-terminalen
Extensionen der nachgewiesenen plastidar lokalisierten Proteine Rubredoxin und FtsZ. Das MFXN Motiv ist durch
Pfeile gekennzeichnet. Roter Hintergrund: Basische Aminosdure (D, E); Hellgriiner Hintergrund: Saure Aminosaure
(H,R,K). Blau hinterlegte Aminoséuren sind durch AT-reiche Codons kodiert, grau hinterlegte durch GC-reiche

Codons.

Die Analyse der N-terminalen Sequenz von ORF467 mit dem PlasmoAP Algorithmus zur
Vorhersage von  Apicoplasten-lokalisierten  Proteinen in  Plasmodium  falciparum
(http://www.plasmodb.org/cgi-bin/plasmoap.cgi) sagte die Anwesenheit eines Transitpeptids zur
Translokation in den Apicoplasten voraus. Sowohl das Verhiltnis von sauren zu basischen
Aminosduren innerhalb der ersten 22 Aminosduren, wie auch die Anwesenheit einer etwa 40
Aminosduren umfassenden Region, die mit Lysin und Asparagin angereichert ist, entsprachen
dem fir Plasmodium falciparum typischen Erscheinungsbild eines Apicoplasten-gerichteten

Transitpeptids (Foth et al., 2003).

3.1.2 ORF467 ist ein exprimiertes Guillardia theta Protein

Fiir die Herstellung eines ORF467-GST-Fusionsproteins wurde die ORF467 kodierende
Nukleotidsequenz mit den Oligonukleotid-Primern ex467for und ex467rev durch PCR
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde durch Sequenzierung auf eventuelle Fehler iiberpriift. Das
fehlerfreie amplifizierte Produkt wurde anschlieBend iiber die Restriktionsschnittstellen EcoRI

und Sal/l in den Expressionsvektor pGEX-5X-3 kloniert. Der Expressionsvektor mit dem
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Konstrukt wurde in E.coli BL-21 Zellen transformiert (Kapitel 2.4.2.11) und rekombinantes
ORF467-GST-Fusionsprotein exprimiert. Die Isolierung und Aufreinigung des rekombinanten
GST-Fusionsproteins erfolgte nach Kapitel 2.4.3.8.

Das isolierte ORF467-GST-Fusionsprotein wurde zur Immunisierung eines Kaninchens durch
die Firma Eurogentec eingesetzt. Das gewonnene Antiserum wurde flir die immunologische

Detektion von ORF467 in Gesamtproteinfraktionen von Guillardia theta verwendet.

Proteinextrakt von Guillardia theta wurde nach Kapitel 2.4.3.9 isoliert und auf einem SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (Kapitel 2.4.3.2). Die Proteine wurden durch Western-Blotting
auf Nitrocellulose-Membran iibertragen. Mit Hilfe des Antiserums konnte durch immunologische

Detektion eine Proteinbande mit der zu erwartenden Masse von ORF467 nachgewiesen werden

(Abbildung 3.3).

M G.th. GST

-

4

| = 100kDag =——
W 73 KDQ — R T

,. _——— e 53 kD —
+ w— A48 kDa =—

A | N 37 kDo — [ B

—24 kDa =—

Abbildung 3.3. Immundetektion von ORF467.

A: Immundetektion von ORF467 in Guillardia theta. Proteinextrakt von Guillardia theta wurde durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Westernblot wurden mit Antiserum gegen
rekombinantes ORF467-GST-Fusionsprotein in Verdiinnung 1:1000 inkubiert, als Zweitantikdrper wurde anti-rabbit
IgG aus Ziege, gekoppelt mit Peroxidase verwendet. M: Markerspur (Anfarbung der 53 kDa Markerbande durch
sekundiren Antikorper verursacht), G.th: Guillardia theta Proteinextrakt.

B: Immundetektion von rekombinantem ORF467-GST-Fusionsprotein nach Aufreinigung. Immunanfirbung mit
anti-GST Erstantikoérper aus Maus in Verdiinnung 1:1000, Zweitantikdrper anti-Maus IgG aus Kaninchen,
Peroxidase-gekoppelt. GST: Rekombinantes GST-Fusionsprotein von ORF467.
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In der isolierten Gesamtprotein-Fraktion von Guillardia theta wird eine Bande mit einer
molekularen Masse von 53 kDa von dem Antiserum gegen ORF467 markiert. Da die berechnete
molekulare Masse von ORF467 in Guillardia theta 53,9 kDa betrigt, ist mit dem verwendeten
Antiserum somit vermutlich ORF467 in der Gesamtprotein-Fraktion von Guillardia theta

nachgewiesen worden.

3.1.3 ORF467 ist in der Plastide von Guillardia theta lokalisiert

Mit Hilfe des Antiserums gegen ORF467 konnten Ultradiinnschnitte von in Lowicryl-Harz
eingebetteten Guillardia theta Zellen immunologisch nach auf das Vorhandensein von ORF467
iiberpriift werden. Dazu wurden die Ultradiinnschnitte mit verdiinntem Antiserum gegen ORF467
inkubiert und anschlieBend mit Gold-gekoppeltem sekundidren Antikorper behandelt (Kapitel
2.4.3.7). Im Elektronenmikroskop konnten die elektronendichten Goldpartikel des sekundéren
Antikorpers detektiert werden und traten als schwarze Punkte in den Abbildungen hervor

(Abbildung 3.4).

a i——

Abbildung 3.4. In situ Lokalisation von ORF467 in Guillardia theta.

a: Immundetektion von ORF467 in Zellen von Guillardia theta. Ultradiinnschnitte von Guillardia theta wurden in
Lowicryl eingebettet und mit Antiserum gegen ORF467 in Verdiinnung 1:300 inkubiert. Goldmarkiertes anti-
Kaninchen IgG aus Ziege in Verdiinnung 1:60 wurde als Zweitantikorper verwendet, um den Erstantikoérper zu

detektieren. Elektronenmikroskopische Aufnahme, Pfeile zeigen ausgewéhlte Goldmarkierungen.Mafistab 1 pm.
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In Abbildung 3.4 a ist die eindeutige plastiddre Lokalisation von ORF467 zu erkennen. Die
Markierungen liegen innerhalb der Plastide. Nach Analyse zahlreicher weiterer
elektronenmikroskopischer Aufnahmen anderer Zellen fiel zudem eine Hiufung der

beobachteten Goldmarkierungen im Bereich der Plastidenspitzen auf.

3.1.4 ORF467 besitzt eine ungewohnliche Sekundérstruktur

Im Rahmen der Untersuchungen zu eventuellen Transmembrandominen von ORF467 fiel auf,
dass es sich bei ORF467 um ein Protein mit einer ungewdhnlichen Sekundirstruktur handelt.
Nach in silico-Analysen mit dem JPRED-Algorithmus (http://www.compbio.dundee.
ac.uk/~www-jpred/) wurde innerhalb der Proteinsequenz ein ausgedehnter Bereich von Beta-

Faltblattstrukturen vorausgesagt (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5. In silico Sekundérstrukturanalyse von ORF467.

Die Analyse der Aminosduresequenz erfolgte mit JPRED. Griine Zylinder zeigen a-helikale, gelbe Pfeile zeigen f3-

Faltblatt Doménen an. Blaue Balken geben Wert fiir die Zuverldssigkeit der Vorhersage an.
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Zwischen Aminosdure 185 und Aminosdure 415 ist eine ausschlieBlich aus B-Faltblattstrukturen
bestehende Sekundirstruktur vorhergesagt. Das zu SufB homologe Protein YCF24 von
Guillardia theta weist im entsprechenden Bereich eine fast vollstindig analoge Sekundérstruktur

zu ORF467 auf (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6. In silico Sekundéirstrukturanalyse von YCF24.

Die Analyse der Aminosauresequenz erfolgte mit JPRED. Griine Zylinder zeigen a-helikale, gelbe Pfeile zeigen f3-

Faltblatt Doménen an. Blaue Balken geben Wert fiir die Zuverlissigkeit der Vorhersage an.

Es sind zahlreiche Proteine mit ausgedehnten Beta-Faltblattstrukturen bekannt und untersucht,
héufige Vertreter dieser Art sind sogenannte -Barrel Proteine, die oft als Membranproteine in
der dufleren Membran von Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten vorliegen. Die bislang

untersuchten Vertreter dieser Proteinklasse sind an diversen Funktionen beteiligt, von
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Transportprozessen, der Bildung von Membranporen bishin zu Proteasen und Lipasen (Wimley,

2003).

Da sowohl ORF467 (SufD) als auch YCF24 (SufB) eine Proteindomine mit gleicher
Sekundérstruktur besitzen und SufC eine nachgewiesene ATPase Aktivitdt besitzt (Nachin et al.,
2003), war es naheliegend, auch ORF467 als mogliches B-Barrel Protein und potentielle
Membrankomponente des postulierten SufBCD ABC-Transporters anzusehen.

3.1.5 ORF467 ist kein p-Barrel Membranprotein

Die durchgefiihrten in silico-Analysen zur Vorhersage von a-helikalen Transmembran-Doméanen
in ORF467 mit den Algorithmen TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/), SOSUI
(http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuimenu0.html) und HMMTOP (http://www.enzim.hu/
hmmtop/) ergaben keine Hinweise auf ein Vorliegen von Transmembrandoménen.

Die Voraussage von B-Barrel Proteinstrukturen ausgehend von der Aminosduresequenz eines
Proteins ist mit zahlreichen Schwierigkeiten behaftet. Im Gegensatz zur Analyse von klassischen
a-helikalen Membranproteinen existiert kein allgemein giiltiger Algorithmus zur Identifikation

von (-Barrel Proteinen (Liu et al., 2002; Martelli et al., 2002).

In einer Kooperation im Rahmen des Transregio 1 (SFB TR1 der Deutschen
Forschungsgemeinschaft) wurden in Zusammenarbeit mit Enrico Schleiff Strukturberechnungen
fiir ORF467 unter Verwendung von auf Proteine der duBleren Chloroplastenmembran von

Arabidopsis thaliana optimierte Algorithmen durchgefiihrt.

ORF467 Grenzwert
Beta barrel score (BBS) 0,265 >=0,7
Beta barrel number (BBN) 10 >13
BBN / aa 0,021 >0,015 wenn BBN >13

Tabelle 3.7. In silico p-Barrel Vorhersage fiir ORF467.
Berechnungen wurden nach Schleiff et al., 2003 durchgefiihrt. BBS: Beta barrel score, BBN: Beta barrel number.

Grenzwerte fiir B-Barrel Proteine nach Kriterien von Schleiff et al.
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Die fiir ORF467 durchgefiihrten Berechnungen ergaben jedoch, dass es sich bei ORF467 mit
hoher Wahrscheinlichkeit nicht um ein B-Barrel Protein handelt (personliche Kommunikation,

Enrico Schleiff), da die erforderlichen Grenzwerte bei den Modellrechnungen nicht erreicht

wurden (Tabelle 3.7).

3.1.6 ORF467 besitzt eine p-Helix Struktur

Analysen zur Vorhersage der tertidren Proteinstruktur von ORF467 wurden mit dem Programm
3D-PSSM  (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/) durchgefiihrt. Anhand von Sequenz-
homologien zu Proteinen mit bekannter Kristallstruktur wurden fiir ORF467 Struktur-
dhnlichkeiten zu Concanavalin A (PDB Nummer: 3cna) aus Jackbohne (Canavalia ensiformis)
berechnet. Die Struktur dieses Proteins weist eine antiparallele B-Faltblatt Konformation auf, die

Homologien zu dem vorhergesagten -Faltblatt von ORF467 besitzt.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde die Kristallstruktur des ORF467 Homologen SufD aus
Escherichia coli veroffentlicht (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8. Kristallstruktur von SufD aus E.coli.

Dargestellt ist jeweils ein Dimer, bestehend aus zwei monomeren Proteinen (violett bzw. rot). B-Faltblatt Strukturen
sind durch Pfeile, a-Helix Strukturen durch Zylinder dargestellt. Der C-Terminus eines Proteins ist durch einen

schwarzen Pfeile gekennzeichnet. PDB Nummer: 1vh4.
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Die ermittelte Kristallstruktur bestitigte die meisten der hier durchgefiihrten Strukturanalysen.
Die einzige Abweichung zu den hier beschriebenen Daten bestand im Vorliegen einer parallelen
B-Faltblattstruktur anstelle der vorhergesagten antiparallelen Struktur.

Die durchgefiihrten Sekundirstrukturanalysen zeigten eine hohe Ubereinstimmung (siehe
Abbildung 3.5 und 3.6) mit der gemessenen Kristallstruktur. Die Monomere des Proteins sind
mit dem C-terminalen Ende des parallelen B-Faltblatts zu Dimeren verbunden, die drei a-Helices
des C-Terminus ragen aus der Struktur hervor (Abbildung 3.8, siehe Pfeil).

Aufgrund der hohen Sequenzhomologien von G.theta ORF467 und E.coli SufD (siehe Abbildung
3.1) ist davon auszugehen, dass ORF467 ebenfalls eine parallele B-Faltblattstruktur aufweist und
die Kristallstruktur des E.coli SufD ein gutes Abbild der Struktur von G.theta ORF467 darstellt.

3.1.7 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ORF467 aus Guillardia theta

Fiir die 2-Hybrid-Analyse wurden zwei verschiedene Konstrukte von orf467 (sufD) als Bait
verwendet (Abbildung 3.9). Die Konstrukte deckten den Bereich der B-helikalen Doméne und
des C-Terminus von ORF467 ab. Die Konstrukte wurden jeweils in den Vektor pGBKT7
(Clontech / BD Biosciences) kloniert, diese wurden in den Hefestamm AHI109 (Clontech)
transformiert. Als Prey-Bibliothek stand eine cDNA-Bibliothek aus Guillardia theta zur
Verfiigung, die cDNA dieser Bibliothek wurde als Fusionskonstrukte mit der AD-Doméne in den
Vektor pGADT?7 kloniert und in den Hefestamm Y 187 transformiert.

Die Interaktionsanalyse erfolgte nach Kapitel 2.4.6. und Protokollen des Herstellers. Putative
positive Interaktoren wurden identifiziert, indem aus Klonen, die alle drei Reportergene aktiviert
hatten, die Prey-Plasmide isoliert und und die Nukleotidsequenzen durch Sequenzierung

festgestellt wurden.

Guillardia theta ORF467

NEX N-Terminus | g-Heix  [NGH

B

C

Abbildung 3.9. Konstrukte zur 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ORF467.

Konstrukte B und C zur Interaktionsanalyse von ORF467 (SufD) aus Guillardia theta. Die Konstrukte enthalten die
kodierenden Nukleotidsequenzen der durch die schwarzen Balken angedeuteten Bereiche von ORF467 NEx: N-

terminale Extension von ORF467, C: C-terminale Doméne.
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In der folgenden Tabelle sind die identifizierten putativen Interaktionspartner aufgelistet.

Bait Guillardia theta 2-Hybrid System
B C BLAST-Ergebnis

xxx | calreticulin 2 Arabidopsis calcium binding protein

X xxx | Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase, chloroplast precursor

xx | N-acetylornithine deacetylase-like protein

X casein kinase 1 (Chlamydomonas r.)

X xxx | cathepsin / cathepsin H

XX thiol methyltransferase (Arabidopsis th.)

XX X adaptor protein complex AP-1 large subunit, gamma adaptin 2 (Arabidopsis th.)
XX X 6-phosphogluconolactonase (Arabidopsis th.), putative
X XX plastid-lipid associated protein PAP

X glutathione s-transferase related protein

X AhpC / TSA family protein, peroxiredoxin

X Response regulator containing a CheY-like receiver domain
X H+-transporting ATPase protein - related (Arabidopsis th.)
X phosphoglucomutase

X cyclic AMP receptor protein (Haemophilus ducreyi)

X light-harvesting protein (Galdieria sulphuraria)

X phycoerythrin alpha-3 chain, chloroplast precursor

X Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, chloroplast precursor

X transcription initiation factor TFIID (TATA-sequence binding protein)

X PP2A regulatory subunit (TAP46)

Tabelle 3.10. Hefe 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ORF467.

Die Anzahl der identifizierten Klone ist in den Spalten B und C durch Kreuze dargestellt.

Die Interaktionsanalyse mit dem Hefe 2-Hybrid System lieferte eine Anzahl von putativen
Interaktionspartnern von ORF467 aus Guillardia theta. Erschwert wurde die Analyse der
ORF467 Interaktoren durch die sehr kurze durchschnittliche Lange der isolierbaren
Interaktorsequenzen, hervorgerufen durch die kurze durchschnittliche Transkriptldnge in der als
Basis dienenden cDNA Bibliothek. Dies erschwerte in vielen Fillen die exakte Identifizierung

von Interaktoren, da hiufig nur kurze C-terminale Aminoséuresequenzen ermittelt wurden.
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3.1.8 Guillardiatheta besitzt ein im Kern lokalisiertes Gen fiir SufS

Als wichtiger Bestandteil des SUF-Systems ist die putative Selenocysteinlyase SufS in den

meisten Organismen mit einem SUF-System anzutreffen. In Guillardia theta ist weder im

Nucleomorph-Genom noch im Plastiden- oder Mitochondriengenom ein Gen fiir SufS lokalisiert.

Durch die Auswertung von Sequenzdaten des in Arbeit befindlichen Guillardia theta EST-

Projekts konnte ein sufS-Gen in Guillardia theta identifiziert werden. Die Aminosduresequenz

weist hohe Homologien zu SufS aus Pflanzen, Rotalgen und Cyanobakterien auf (siche

Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11. Alignment von SufS Aminosiuresequenzen.
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Alignment von Guillardia theta SufS (gt19all) mit SufS Sequenzen aus Synechocystis sp. PCC6803 (slr0077),

Arabidopsis thaliana (At1g08490) und Cyanidioschyzon merolae (cmh014c).
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Der isolierte EST-Klon gt19all aus Guillardia theta enthielt eine Sequenz, die im Vergleich zu
SufS aus Synechocystis, A. thaliana und C. merolae einen verkiirzten N-Terminus aufweist. Der
Unterschied zu SufS aus Synechocystis betragt 125 Aminoséduren, SufS aus Arabidopsis thaliana

weist einen 169 Aminosduren lingeren N-Terminus auf.

Guillardia theta ist mit der Identifizierung von SufS im Genom des Nucleus der erste bekannte

Organismus, der ein iiber drei verschiedene Genome verteiltes plastiddres SUF-System besitzt.

3.2 SufD in Synechocystis sp. PCC6803

Zur weiteren Charakterisierung der Eigenschaften und moglichen Funktionen von SufD-
Proteinen wurde das cyanobakterielle SufD aus Synechocystis sp. PCC6803 untersucht. Dieses
Cyanobakterium ermoglicht es, durch die Ausnutzung seiner natiirlichen Transformations-
kompetenz durch Integration von externer DNA gezielte Genmutationen herzustellen. Somit
konnen durch Genmutation und anschlieBende Analyse von Phénotypen Riickschliisse auf eine
mogliche Funktion des mutierten Gens erzielt werden. Vergleichbare Moglichkeiten zur
effektiven Ausschaltung einzelner Gene bietet die Cryptomonade Guillardia theta derzeit nicht.
Da SufD (SIr0076) aus Synechocystis sp. PCC6803 eines der nidchsten cyanobakteriellen
Homologen zu Guillardia theta ORF467 ist, erlaubt die Charakterisierung des cyanobakteriellen
SufD Homologen Riickschliisse auf die Funktion von ORF467.

3.2.1 Synechocystissp. PCC6803 enthilt ein suf-Operon

Die Gene sufB, sufC, sufD und sufS liegen in Synechocystis in Form eines Operons vor. Dieses
suf-Operon ist in Cyanobakterien hoch konserviert. Die weiteren suf-Gene suf4 und sufE sind
auBBerhalb dieses sufBCDS-Operons lokalisiert (slri417 und slri419 in Symechocystis sp.
PCC6803), wihrend in E.coli und bestimmten anderen Bakterien alle suf-Gene von sufA4 bis sufE
in einem Operon zusammengefasst sind.

Von Wang et al. (2004) wurde das Genprodukt von s//0088 als transkriptioneller Repressor des
suf-operons identifiziert und sufR benannt. Das sufR-Gen ist am 5’-Ende des suf-Operons

lokalisiert und wird in entgegengesetzter Richtung transkribiert (Abbildung 3.12).

70



Ergebnisse

sIr0074 >{sIr0075>| sIr0076 >| sIr0077 >

<sll0088

Abbildung 3.12. Das suf-Operon von Synechocystis sp. PCC6803.

Die Gene slr0074 (sufB), slr0075 (sufC), sir0076 (sufD) und sir0077 (sufS) bilden ein Operon. Das Gen s/[0088
(sufR) wird in entgegengesetzter Richtung transkribiert.

3.2.2 Mutation von Slr0076 in Synechocystis sp. PCC6803

Synechocystis sp. PCC6803 integriert exogene DNA mit hoher Effizienz durch homologe
Rekombination in das Genom. Im Fall von sir0076 (sufD) wurde das Wildtyp-Gen durch das
Einfiigen eines Gens fiir Kanamycin-Resistenz in die codierende Sequenz mutiert (Abbildung
3.13). Fiir die Klonierung des Konstrukts wurden die Primer slr0076 a for, slr0076 a rev,
slr0076 b _for und slr0076 b rev verwendet. Die Transformation und anschlieBende Isolierung

von Mutanten erfolgte wie in Kapitel 2.4.2.12 beschrieben.

C D
_> 4_
slr0076 + Kan
_> <_
A B

slrO Kan 076

}

Transformation von Synechocystis sp. PCC6803

Abbildung 3.13. Schema der gezielten Mutation von slr0076 in Synechocystis sp. PCC6803.

Durch Einfiigen eines Gens fiir Kanamycin-Resistenz in die Sequenz von slr0076 (sufD) wurde ein
Transformationskonstrukt kloniert. Verwendete Primer sind durch Pfeile dargestellt, A: Primer slr0076_a for, B:

Primer slr0076_a_rev, C: Primer slr0076_b_for, D: Primer slr0076_b_rev.
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3.2.3 Eine vollstindige slr0076 Knock-out Mutation in Synechocystis ist lethal

Die nach Kapitel 2.4.2.12 selektierten Transformanten wurden in Flissigkultur mit 50 pg/ml
Kanamycin kultiviert. Zur Analyse der Mutation wurde genomische DNA aus den Zellen isoliert.
Die slr0076 (sufD) Mutanten wurden durch eine PCR-Reaktion mit genomischer DNA und den
Primern slr0076_a for und slr0076 b rev analysiert (Abbildung 3.14 A).

Durch die Insertion der Kanamycin-Resistenz in das s/r0076 Gen war in der Mutante ein im

Vergleich zum Wildtyp um etwa 1000 Basenpaare grof3eres PCR-Produkt zu erwarten.

bp M WT  Aslr0076 bp M WT Aslr0076
Auftrag =—— g . -
N— 5148 —
2027 =
2027— 1584 — ‘”
A 1584 — - ’ B
947—
947— 831—
831—
Hindlll
—>
Knockout | slr0| Kan |076’=‘ | siro| Kan |076 |

Wildtyp sIr0076 | sl0076 |

Abbildung 3.14. Analyse der Mutation von slr0076 (sufD).
A: PCR-Analyse von genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC6803 Wildtyp- und Aslr0076-Kulturen mit den

fiir slr0076 spezifischen Primern slr0076a for und slr0076b_rev. Darunter: Schema der zu erwartenden PCR-
Produkte.

B: Southern-Blot von genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC6803 Wildtyp- und As/r0076-Kulturen. Je 10ug
DNA wurde mit HindIII restringiert und in einem Agarosegel aufgetrennt. Die Markierung erfolgte durch Inkubation
mit einer DIG-markierten spezifischen Oligonukleotidsonde fiir sir0076. M: Markerspur, WT: Wildtyp-DNA,
Aslr0076: Aslr0076-DNA. Schema: HindIIl restringiert innerhalb des Kanamycin-Resistenzgens.

Die Analyse der PCR-Produkte zeigte, dass eine Mutation von s/#0076 nur in einem Teil der in
der Zelle vorliegenden Kopien des Genoms erfolgt war. Deutlich war das Vorliegen des
Wildtypgens s/r0076 ohne Insertion der Kanamycin-Resistenz in den As/r0076 Zellen

nachzuweisen.
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Auch durch Versuche, durch stringentere Selektion auf Medium mit Kanamycin-
Konzentrationen bis 100 pg/ml und zusitzliche erneute Transformationsversuche konnte keine
vollstindige Eliminierung des Wildtyp-Gens erreicht werden. Es musste davon ausgegangen
werden, dass ein s/r0076 (sufD) Knockout fiir Synechocystis sp. PCC6803 in allen 10
Genomkopien, die in Synechocystis sp. PCC6803 pro Zelle vorliegen, lethal ist.

Durch einen Southern-Blot mit genomischer DNA der As/r0076 Mutante von Synechocystis und
einer fiir slr0076 spezifischen DIG-markierten Oligonukleotidsonde wurde das Ergebnis der
PCR-Analyse bestitigt (Abbildung 3.14 B).

Genomische DNA von Aslr0076- und Wildtyp-Zellen wurde isoliert und durch Restriktion mit
der Restriktionsendonuklease HindIll fragmentiert. Der Southern-Blot wurde mit einer fiir
slr0076 spezifischen Sonde inkubiert. Der Auswertung des Southern-Blots zeigte deutlich zwei
Banden in der Spur der Aslr0076 DNA. Zusitzlich zur Wildtyp-Bande (obere Bande Spur
Aslr0076) war die Bande des As/r0076 Knockouts als Bande geringerer Grof3e, verursacht durch
die Restriktion mit HindIIl innerhalb der Kanamycin-Resistenz, in anndhrend gleicher Intensitét
markiert.

Somit war das Vorliegen einer heterogenomischen As/r0076 Mutante eindeutig nachgewiesen.

3.2.4 ASr0076 Zellen von Synechocystis sp. PCC6803 zeigen einen spezifischen Phinotyp

Die Kulturen der heterogenomischen Knockout-Mutante zeigten im Vergleich zur Wildtyp-Linie
bei lichtmikroskopischer Betrachtung zunéchst keine sichtbaren Unterschiede. Die Umstellung
der Kultivierung von photoautotrophen auf mixotrophe Bedingungen durch Zusatz von 10 mM
Glukose zum Kulturmedium, zunichst mit dem Ziel, die Uberlebensfihigkeit einer
homogenomische Mutante zu erhohen, zeigte bereits nach wenigen Tagen Kultivierung einen

spezifischen Phéanotyp der Aslr0076 (sufD) Knockout-Mutante.

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der Synechocystis Knockout-Kultur war zu beobachten,
dass die Zellen der Aslr0076 Mutante charakteristische aus zwei Zellen bestehende
Teilungsstadien bildeten. Gelegentlich waren auch Teilungsstadien aus drei und selten aus vier

Zellen zu beobachten (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15. Phinotyp von Asir0076 Zellen von Synechocystis sp. PCC6803.
Die weillen Pfeile markieren aus jeweils 2 Zellen bestehende Teilungsstadien. Kultivierung erfolgte in BG-11
Kulturmedium mit 50 pg/ml Kanamycin und 10 mM Glukose. Lichtmikroskopische Aufnahme in 100-facher

Vergroferung.

Genaueren Aufschluf3 {iber die Art der Verbindung der Zellen untereinander, ob durch Adhision
oder direkte Verbindung mit Membranen, konnte eine elektronenmikroskopische Untersuchung
der Synechocystis Zellen geben.

Bei der Kultivierung der As/r0076 Mutante war nach 10-14 Tagen eine nicht quantifizierte
gelblich-braune klare Verfarbung des Kulturmediums zu beobachten, die Ursache dieser

Verfarbung blieb unklar.

3.2.5 Elektronenmikroskopische Untersuchung von AslrO076 Zellen

Zellen von Symechocystis sp. PCC6803 Aslr0076 Kultur und Wildtyp-Kultur wurden mit
Osmiumoxid fixiert und in Epon-GieBharz eingebettet. Ultradiinnschnitte wurden angefertigt und

elektronenmikroskopisch untersucht.
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Die Knockout-Kultur zeigte ein ungewohnliches Teilungsbild (Abbildung 3.16 a, c, d). Die zwei
sich teilenden Zellen sind noch iiber die dulere Membran miteinander verbunden (siche Pfeile),
wihrend die Abschniirung der inneren Membran vollstdndig abgeschlossen ist. Beide Zellen
beginnen jedoch bereits mit dem néchsten Zellteilungszyklus, die Abschniirung der inneren
Membran ist deutlich zu erkennen. Der Raum zwischen duflerer und innerer Membran ist mit

elektronendichtem Material (im elektronenmikroskopischen Bild schwarz) gefiillt.

— d

Abbildung 3.16. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Synechocystis sp. PCC6803
ASIr0076 Zellen.

a, ¢, d: Aslr0076 Zellen in Teilung. Schwarze Pfeile markieren Septationsstellen. Weille Pfeile in ¢) und d) zeigen

Einschniirung der inneren Membran im darauffolgenden Teilungszyklus. b: Wildtyp-Zellen. MaBistab 1 pm
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Im Vergleich zu dem iiblichen Teilungsvorgang im Wildtyp (Abbildung 3.16 b) ist keine
gleichméfige korrespondierende Einschniirung von &duBlerer und innerer Membran zu
beobachten. Desweiteren ist keine regelmédBige rdumliche Anordnung der Septationsstelle des

zweiten Teilungszyklus in Bezug zur primdren Einschniirungsstelle zu beobachten.

3.2.6 UV-VIS Absorptionsspektren von Aslr0076 Zellen

Zur eventuellen Identifizierung von Unterschieden in der Pigment-Zusammensetzung des
Photosynthese-Apparats von Aslr0076 Zellen wurde ein UV-VIS Spektrum der Fliissigkultur
gemessen und mit dem Spektrum einer Wildtyp-Kultur verglichen. Die geringfiigig weniger
intensive griine Fiarbung der Mutanten-Kulturen im Vergleich zu Wildtyp-Kulturen lie3 auf
einen verringerten Gehalt an Chlorophyllen schlieen und sollte durch eine spektroskopische

Untersuchung verifiziert werden.
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Abbildung 3.17. UV-VIS Absorptionsspektrum von Asir0076 und Wildtyp Zellen.
Die Spektren von Wildtyp und Aslr0076 Mutante wurden nach der Messung auf der y-Achse gegeneinander

verschoben, um einen besseren Vergleich zu ermdglichen. Senkrechte Hilfslinien zum Vergleich der Absorptions-

Peaks sind eingezeichnet.
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Die UV-VIS Absorptionsspektren der Synechocystis Aslr0076 und Wildtyp-Kulturen wurden im
Wellenldngenbereich von 350 nm bis 750 nm aufgenommen. Das Primédrspektrum der Mutante
(Abbildung 3.17) zeigt keine signifikanten Abweichungen in der Lage der Absorptionsmaxima-
und Minima im Vergleich zum Spektrum der Wildtyp-Kultur.

Die zweite Ableitung des UV-VIS Spektrums (Abbildung 3.18) lieB ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in der Lage und Intensitit der Absorptionspeaks hervortreten. Die
Absorptionseigenschaften der Wildtyp- und Mutantenkultur unterscheiden sich im Wesentlichen
nicht. Lediglich die Absorptionswerte im Bereich der Phycobiliproteinen bei etwa 640 nm
unterschieden sich geringfiigig. Jedoch war durch die gemessenen geringen Unterschiede nicht

auf einen Defekt oder ein Fehlen von Chlorophyll oder Phycobiliproteinen zu schliefen.
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Abbildung 3.18. UV-VIS Ableitungsspektrum Aslr0076 und Wildtyp Zellen.
Zweite Ableitung der Absorption von As/r0076 Mutante und Wildtyp, gemessen in einer Zellsuspension im Bereich
von 350-750 nm.
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3.2.7 Synechocystis ASlr0076 Zellen zeigen eine erhohte Eisenaufnahme

Aus Untersuchungen von Nachin et al. (2001) ist bekannt, dass in Mutanten des suf~-Operons von
Erwinia chrysanthemi ein erhohter Eisenspiegel nachweisbar ist. Die Regulation des suf~-Operons
erfolgt unter anderem durch den Fur-Repressor (Ferric uptake repressor). Dieses DNA-bindende
Protein kontrolliert in zahlreichen Bakterien ebenfalls die Expression von Genen, die fiir die
Eisenaufnahme notwendig sind (Hantke, 1981; Tolmasky et al., 1994; Xiong et al., 2000). Um
eine Bedeutung von SufD fiir die Aufnahme von Eisen in Synechocystis-Zellen zu klaren, wurde
ein Importexperiment mit radioaktivem *°Fe durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung des Eisenimports erfolgte nach Kapitel 2.4.6. Zellen von Aslr0076 und
Wildtyp wurden in eisenfreiem Medium kultiviert und anschlieBend mit radioaktivem > FeCls
versetzt. Die Quantifizierung der aufgenommenen Menge radioaktiven Eisens erfolgte durch

Messung mit einem Szintillationszéhler.

Die Auswertung der Messungen zeigte eine erhohte Aufnahme von radioaktivem Eisen in den

verwendeten As/r0076 Kulturen (Abbildung 3.19).

Aufnahme von *°Fe

16000
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S a000 L o— ——WT_2
2000 -
0 \ \
0 5 10
Zeit [min]

Abbildung 3.19. Eisenimport in Synechocystis Aslr0076 und Wildtyp Zellen.
Eine gleiche Anzahl von Zellen aus jeweils zwei parallel kultivierte Fliissigkulturen von Wildtyp und As/r0076
Mutante wurden mit radioktivem >*FeCl; versetzt, die Reaktion nach der auf der x-Achse angegebenen Zeit gestoppt

und die inkorporierte Radioaktivitét im Szintillationszéhler gemessen.
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3.3 SufD in Arabidopsisthaliana

Im Genom von Arabidopsis thaliana finden sich Homologe fiir suf4 bis sufE (siche auch Tabelle
4.1). Alle diese Gene codieren fiir Proteine mit einem vorhergesagten plastiddren Transitpeptid.
Auch das zu ORF467 (SufD) homologe Protein Atlg32500 (ATNAP6) besitzt ein solches
Transitpeptid von 36 Aminosduren Linge (Tabelle 3.20).

Name Length cTP mTP SP other Loc. RC TPlen

SufD 475 0.897 0.168 0.008 0.025 c 2 36

Tabelle 3.20. Vorhersage der plastidiren Transitpeptid-Sequenz.

Die Analyse wurde mit TargetP (www.cbs.dtu.dk /services/TargetP/) durchgefiihrt. ¢cTP: chloroplast Transit
Peptide, mTP: mitochondrial Targeting Peptide, SP: Secretory Pathway, Loc.: Localization, RC: Reliability Class.
TPlen: Transitpeptide Lénge. Hohe Werte (<1) fiir die Lokalisierung zeigt hohere Wahrscheinlichkeit an. Niedrige
Werte (von 1 bis 5) fiir RC zeigen hohere Genauigkeit an.

Die bereits in Kapitel 3.1.4 beschriebenen durchgefiihrten Analysen zur Protein-Sekundérstruktur
von ORF467 ergaben eine hohe Ubereinstimmung mit den ermittelten Daten aus den
entsprechenden Analysen des Arabidopsis SufD-Homologen At1g32500. Auch fiir At1g32500
(ATNAP6) wurde eine B-Faltblattstruktur vorhergesagt, gefolgt von drei a-Helices am duf3eren
C-Terminus des Proteins (Abbildung 3.21). Die Topologie des Proteins zeigte somit weitgehende
Ahnlichkeit zum Guillardia theta SufD Protein.

RS N S S PR SN RS IS VSR 2 02 SFSDPFVLQLAESLEDSLSASPSSSLPLQRIRDSSAETL

LSTPWPSRKDEPFRFTDTSLIRSSQIEPISTQORNSEILDNLTETQFTNAVIIDGFVSNLTIGPSDLPDGVYFGKYSG
LPDELTNRISEFIGNFDSGDLFWSINGMGAPDLMVIYVPEGCKVENPIYLRYFSGETGDRESKRLPVSNPRVFVLVEE
GGEIGIVEEFVGKDEEGFYWTNPVLEVVVQKNAKLKHSYLQKESMASAHIKWTFVRQEAESEYELVEVSTGGKLGRHN
VHVOQLGPDTLTELTTFHMCVNEQTLDLHSKITILDHPRGASRQLHKCIVAHSSGQAVFDGNVRVNRFAQQTNAGQLTR

SLLLKPRATVNTKPNLQTTADDVKCSHGAAT DO QARG SRS S S B BNRS SRD O

Abbildung 3.21. Proteindoménen von Arabidopsis thaliana ATNAP6 (At1g32500).
Aminosiuresequenz von ATNAP6 (At1g32500) mit gekennzeichneten Dominen. Magenta: Transitpeptid, Gelb: B-
Helix Doméne, Blaugriin: Dreifache o-Helix Doméne am C-Terminus. Vorhersage der Sekundirstruktur durch

JPRED.
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3.3.1 Invivo Lokalisation eines ATNAP6-GFP Fusionsproteins

Zur Analyse der in vivo Lokalisation von ATNAP6 wurde die vollstindige kodierende Sequenz
von ATNAP6 als Fusion an den N-Terminus von GFP kloniert. Durch diese Art der Fusion war
zum einen das vorhandene putative plastiddre Transitpeptid frei zugidnglich und zum anderen war
eine Kontrolle der korrekten Expression des kompletten Fusionsproteins mdoglich. Mdogliche
Probleme wie sie bei der N-terminalen Positionierung von GFP im Konstrukt durch die

Expression von partiellen Fusionsproteinen auftreten konnen, wurden so verhindert.

Der Transformationsvektor pAVA393 (von Arnim et al., 1998) wurde in Protoplasten aus
Arabidopsis thaliana Blattgewebe transfiziert (Kapitel 2.4.4.3). Die Expression des GFP-
Fusionsproteins wurde mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (KLSM) durch

Anregung mit blauem Licht anhand der Emission von griinem Licht detektiert.

3.3.2 Ein Arabidopsis ATNAP6-GFP Fusionsprotein ist plastidenlokalisiert

Die kodierende Sequenz fiir das vollstindige ATNAP6-Protein wurde vor die GFP-Sequenz
fusioniert. Nach Transfektion in Protoplasten aus Arabidopsis wurde die mikroskopische Analyse
mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop durchgefiihrt. Die Aufnahme der Abbildungen
erfolgte getrennt fiir den griinen und roten Bereich des Spektrums, fiir die GFP-Fluoreszenz und
zur Detektion der Autofluoreszenz der Chloroplasten. Durch Uberlagerung der Daten aus beiden

Aufnahmekanilen konnte die genaue Lokalisierung bestimmt werden.

Das iiberexprimierte ATNAP6-GFP Fusionsproteins zeigte eine plastiddre Lokalisation
(Abbildung 3.22). Die detektierte GFP-Fluoreszenz war nicht gleichméBig {liber das Stroma der
Chloroplasten verteilt, sondern zeigte eine punktuelle Verteilung. In Abbildung 3.23 ist eine
vergoferte Aufnahme eines einzelnen Chloroplasten dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die
Fluoreszenz des GFP in Bereichen des Chloroplasten detektiert wird, in denen keine
Autofluoreszenz des Chlorophylls auftritt.

Diese Dominen der GFP-Fluoreszenz lagen in den durchgefiihrten Experimenten immer am
Rand der Chloroplasten und waren in keinem Experiment als mittige Einbettungen der GFP-

Domine im Chloroplasten zu beobachteten.
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GFP

GIBl N-Terminus | 6-Helix
A

ATNAPG6

Abbildung 3.22. Plastidire Lokalisation von ATNAP6-GFP Fusionsprotein in Arabidopsis

thaliana Protoplasten.
A: Der Aufbau des Fusionsproteins ist schematisch dargestellt. B: Aufnahmen des konfokalen Lasescanning
Mikroskops. a: GFP-Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz der Chloroplasten, ¢: Uberlagerung von a und b, d:

Phaseninterferenzkontrast Aufnahme des untersuchten Protoplasten.

Pro Chloroplast war nur eine Fluoreszenz-Doméne zu identifizieren, durch nahe beinander
liegende Plastiden war in einigen Zellen eine Zuordnung der Fluoreszenz-Dominen zu einzelnen
Chloroplasten nur durch Analyse von mehreren Aufnahmen entlang der z-Raumachse mdglich.
Die subplastidire Lokalisation des ATNAP6-GFP Fusionsproteins in klar abgegrenzten
Bereichen (,,Spots®) erinnerte an die fiir Guillardia theta ORF467 beobachtete Signalverteilung
bei der Immunogold-Detektierung (Abbildung 3.4).
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GFP
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Abbildung 3.23. Plastidiire Lokalisation von ATNAP6-GFP Fusionsprotein.
VergroBerung eines Chloroplasten. A: Aufbau des Fusionsproteins. B: Aufnahmen des konfokalen Lasescanning
Mikroskops. a: GFP-Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz, ¢: Uberlagerung von a und b, d: Phaseninterferenzkontrast-

aufnahme. Weille Pfeile zeigen Stelle der GFP-Fluoreszenz.

In weiteren Analysen wurden die fiir diese Lokalisierung verantwortlichen Doménen des Proteins
ermittelt. Ziel war hierbei, einen Einflul der ungewohnlichen Sekundéarstruktur von ATNAP6
(SufD), insbesondere der B-helikalen Domine, auf die beobachtete subplastididre Lokalisierung

zu ermitteln.

Durch gezielte Deletion einzelner Doménen von Arabidopsis ATNAP6 (SufD) konnte die
Bedeutung der einzelnen Bereiche des Proteins fiir die beobachtete Lokalisierung ermittelt
werden. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf dem Vergleich der Lokalisierungen von GFP-

Fusionsproteinen mit der B-helikalen Doméne von ATNAP6 (SufD) und Fusionsproteinen, die
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diese Doméne nicht enthielten. Zusétzlich wurden weitere Konstrukte angefertigt, um einen

Einfluf der {ibrigen Proteindoménen von ATNAP6 (SufD) zu iiberpriifen.

3.3.3 Die p-Helix Domiine von ATNAPG6 aus Arabidopsis thaliana verursacht eine

subplastidiire Lokalisation

Durch die Deletion des gesamten B-helikalen Bereichs aus ATNAP6 wurde ein modifiziertes
ATNAP6-GFP Konstrukt kloniert und das Fusionsprotein in Protoplasten exprimiert (Abbildung
3.24).

6P N-Terminus NG GFP

A

ATNAPG6 AB-Helix

Abbildung 3.24. Plastidire Lokalisation von ATNAP6 Ap-Helix -GFP Fusionsprotein.

Die Abbildung zeigt zwei transformierte Protoplasten. A: Aufbau des Fusionsproteins. B: Aufnahmen des KLSM. a:

GFP-Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz, c: Uberlagerung von a und b, d: Phaseninterferenzkontrast-Aufnahme.

83



Ergebnisse

In der Abbildung 3.24 ist deutlich zu erkennen, dass ein Fusionsprotein aus ATNAP6 und GFP,
in dem die B-helikale Doméne von ATNAP6 gezielt deletiert worden war, im Stroma der
Chloroplasten lokalisiert war. Die zuvor beobachtete subplastiddre Lokalisation (vergleiche
Abbildung 3.22 und 3.23) trat nicht mehr auf. ATNAP6 ohne B-helikale Doméne zeigte das

klassische Lokalisierungsbild eines 16slichen, plastidér lokalisierten Proteins.

Weitere Modifikationen von ATNAP6 wurden als Fusionsproteine mit GFP exprimiert. In der

Abbildung 3.25 sind die weiteren durchgefiihrten Lokalisationsexperimente zusammengefasst.

A - N-Terminus B-Helix GFP

' ATNAP6 AC-Term '

B - N-Terminus GFP

ATNAP6 AC, AB-Helix

Abbildung 3.25 A und B. Plastidire Lokalisierung von ATNAP6 AC-Term und ATNAP6

AC-Term, AB-Helix GFP Fusionsproteinen.
A: Deletion des C-Terminus von ATNAP6. B: Deletion von B-Helix und C-Terminus. KLSM-Aufnahmen: a: GFP-

Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz, c: Uberlagerung von a und b, d: Phaseninterferenzkontrast-Aufnahme. Mal3stab 8

pm.
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Es wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem die C-terminale Doméne deletiert wurde, eines mit
einer Deletion von B-helikaler und C-terminaler Doméne, sowie ein nur aus dem Transitpeptid
von Cpn60 bestehendes Konstrukt. Dabei bestétigte sich in allen Féllen, dass die B-helikale

Domine fiir die Lokalisierung von ATNAP6 in subplastiddren Bereichen notwendig ist.

Die Deletion des C-Terminus beeinflusste die subplastididre Lokalisation des ATNAP6-GFP
Fusionsproteins nicht (Abbildung 3.25 A). Bei Deletion der B-helikalen Doméne und der C-
terminalen Doméne von ATNAP6 war kein Lokalisierung des ATNAP6-GFP Fusionsproteins in
subplastidiren Doménen zu beobachten. Die GFP-Fluoreszenz erschien gleichmiBig iiber das

Stroma der Plastiden verteilt (Abbildung 3.25 B).

B-Helix | GFP |

C

"ATNAPG6 B-Helix

8,00 pm 5.00 pm

GFP |

|
Cpn60 Transitpeptid

Abbildung 3.25 C und D. Plastidire Lokalisierung von modifizierten ATNAP6-GFP

Fusionsproteinen.
C: Cytosolische Expression der B-Helix Doméne von ATNAP6 ohne Transitpeptid. D: Kontrollexperiment mit
plastiddrem Transitpeptid von Cpn60 aus Arabidopsis thaliana. KLSM-Aufnahmen: a: GFP-Fluoreszenz, b:

Autofluoreszenz, ¢: Uberlagerung von a und b, d: Phaseninterferenzkontrast-Aufnahme. MaBstab C 8 um, D 16 um.
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E BIF  B-Helix | GFP |

| |
Cpn60 Transitpeptid + ATNAPG6 -Helix

8.00 pm 8.00 pm 8.00 pm

F GFP

Abbildung 3.25 E und F. Plastidiare Lokalisierung von modifizierten ATNAP6-GFP

Fusionsproteinen.

E: Fusionsprotein aus der f-Helix Doméne und dem Cpn60 Transitpeptid. F: Kontrollexperiment zur Expression
von GFP in Protoplasten von Arabidopsis thaliana. KLSM-Aufnahmen: a: GFP-Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz, c:

Uberlagerung von a und b, d: Phaseninterferenzkontrast-Aufnahme. MaBstab 8 um.

Bei der Expression der B-Helix Doméine von ATNAP6 im Cytosol der Protoplasten (Abbildung
3.25 C) war eine iiber das Cytosol verteilte GFP-Fluoreszenz zu beobachten, diese erschien
ungleichmédfig (vergleiche Abbildung 3.25 G fiir GFP im Cytosol) und deutete eine teilweise

Aggregation des Fusionsproteins im Cytosol an.

Ein GFP-Fusionsprotein aus dem Transitpeptid des plastiddren Chaperons Cpn60 und der B-
Helix von ATNAP6 unterschied sich in der Lokalisierung nicht von dem vollstindigen
ATNAP6-GFP Fusionsprotein (Abbildung 3.25 E) und zeigte, dass das Transitpeptid von
ATNAP6 ein funktionsfahiges topogenes Signal ist.
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3.3.4 ORF467 (SufD) aus Guillardia theta wird in Arabidopsis Chloroplasten importiert

Ein Fusionsprotein aus dem vollstindigen ORF467 (SufD) aus Guillardia theta und GFP wurde
in Protoplasten aus Arabidopsis thaliana exprimiert (Abbildung 3.26). In diesem Experiment
wurde gezeigt, dass die N-terminale Extension des Nucleomorph-kodierten ORF467 aus
Guillardia theta in Arabidopsis thaliana ein funktionelles topogenes Signal fiir den Import in die

Plastide darstellt.

ORF467 G.theta GFP

ORF467 aus Guillardia theta

Abbildung 3.26. Plastidire Lokalisation ORF467-GFP Fusionsprotein.

Expression eines GFP-Fusionsproteins von ORF467 (SufD) aus Guillardia theta in Arabidopsis thaliana
Protoplasten. KLSM-Aufnahmen: a: GFP-Fluoreszenz, b: Autofluoreszenz, ¢: Uberlagerung von a und b, d:

Phaseninterferenzkontrast-Aufnahme. Maf3stab 8 um.

Die Experimente mit ORF467-GFP Fusionsprotein zeigten jedoch nicht die gleiche subplastidare
Verteilung der GFP-Fluoreszenz wie im Falle von ATNAPG6 aus Arabidopsis thaliana. Es war
eine gleichmiBig iiber das Stroma verteilte Fluoreszenz zu beobachteten und keine Fluoreszenz

in subplastidédren Doménen.

3.3.5 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ATNAP6

Die Interaktionsanalyse von ATNAPG6 erfolgte nach Kapitel 2.6. Die Baitkonstrukte (Abbildung
3.27) wurden als Fusion mit der BD-Doméne (Abbildung 2.3) in den Vektor pAS2-1 kloniert und
dieser in den Hefestamm Y190 (Clontech) transformiert. Als Prey-Bibliothek wurde eine cDNA
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Bibliothek (ABRC-Code CD4-22) aus Arabidopsis thaliana verwendet, die cDNA wurde als

Fusionskonstrukt mit der AD-Doméne in den Vektor pACT2 (Clontech) kloniert.

Abbildung 3.27. Konstrukte zur 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ATNAP6.

Arabidopsis thaliana ATNAPG6

O N-Terminus |  p-Helx  [NGH

NB

BC

Konstrukte NB und BC zur Interaktionsanalyse von ATNAP6 (SufD) aus Arabidopsis thaliana. Die Konstrukte

enthalten die kodierenden Nukleotidsequenzen der durch die schwarzen Balken gekennzeichneten Bereiche von

ATNAPG. cTP: Transitpeptid, C: C-terminale Doméne.

Die Identifikation von putativen Interaktoren erfolgte durch Kotransformation des Hefestammes

Y190 mit dem Bait- und Preyplasmiden. Die Klone mit potentieller Interaktion wurden durch

die Aktivierung des Reportergens HIS3 auf Selektionsmedium identifiziert und anschlieBend auf

die Aktivierung des zweiten Reportergens /acZ durch ein Filter-Lift-Assay tiiberpriift. Die

Preyplasmide wurden isoliert und die Interaktoren durch Sequenzierung analysiert.In der Tabelle

3.28 sind die identifizierten putativen Interaktionspartner aufgelistet.

Bait Arabidopsis 2-Hybrid System
NB BC Accession BLAST-Ergebnis
X At5g43060 Cysteine proteinase RD21A precursor
X At4g11320 Cysteine proteinase, putative
X At3g21150 Zinc-finger (B-box type) family protein
X Atl1g28660 Lipase, carboxylic ester hydrolase
X Atlg73260 Trypsin and protease inhibitor family protein
X At2g42500 Serine/Threonine Protein phosphatase PP2A-4/A-3
X At2g05920 Subtilase family protein
X At3g169010 | AMP-dependent synthetase and ligase family protein

Tabelle 3.28. Hefe 2-Hybrid Interaktionsanalyse von ATNAP6.

Die Anzahl der identifizierten Klone ist in den Spalten B und C durch Kreuze dargestellt.
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Die Interaktionsanalyse lieferte eine Anzahl von putativen Interaktionspartnern von ATNAP6
aus Arabidopsis thaliana. Die erhaltenen Interaktor-Sequenzen konnten uneingeschrankt
zugeordnet werden, jedoch blieb die Anzahl der analysierbaren positiven Klone trotz mehrfacher
Wiederholung der Interaktions-Screenings geringer als im Guillardia theta System mit ORF467
(Kapitel 3.1.7).

3.4 Charakterisierung einer at1g32500 (sufD) T-DNA Insertionsmutante von Arabidopsis
thaliana

Durch die vollstindige Sequenzierung des Arabidopsis thaliana Genoms (The Arabidopsis
Initiative, 2000) und die unter anderem vom Salk Institut durchgefiihrten Projekte zum Aufbau
einer das vollstindige Genom abdeckenden Generierung von T-DNA Insertionslinien (Alonso et
al., 2003) ist es moglich geworden, Zugang zu einer grolen Zahl von Arabidopsis Linien mit

lokalisierbaren T-DNA Insertionen zu erhalten.

Die Arabidopsis T-DNA Insertionslinien des Salk Instituts wurden durch Transformation von
Arabidopsis thaliana Ecotype Columbia-0 mit dem T-DNA Transformationsvektor pROK2
(Baulcombe et al., 1986) hergestellt. Die Bestimmung der Insertionsstelle im Genom von
Arabidopsis erfolgte durch Sequenzierung eines vom linken Rand der T-DNA (,,Left border®) in
die genomische DNA von Arabidopsis iibergehenden DNA-Bereichs, der durch PCR amplifiziert

wurde.

3.4.1 Die Salk T-DNA Insertionslinie N55595 enthiilt eine Insertion in at1g32500

Durch eine Datenbankanalyse der vorhandenen Salk T-DNA  Insertionslinien
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) konnte eine Linie identifiziert werden, deren
vorhergesagte Insertionsstelle der T-DNA innerhalb des ersten Exons von at/g32500 (sufD) lag.
Die erhaltenen Samen der T3 Generation dieser Arabidopsis-Linie wurden kultiviert und die
Pflanzen auf das Vorhandensein einer Insertion an der angegebenen Stelle des Chromosoms

iiberpriift.

Zur Analyse der Pflanzen wurde genomische DNA aus Blattgewebe isoliert (Kapitel 2.4.2.3). In

einer PCR mit drei Primern, zwei davon spezifisch fiir die flankierenden Bereiche um die
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erwartete Insertionsstelle im Arabidopsis Chromosom I, einer spezifisch fiir den linken Rand der
T-DNA, wurden die entsprechenden Bereiche der DNA amplifiziert und auf einem Agarosegel
analysiert (Abbildung 3.29 A).

Bei Vorliegen einer T-DNA Insertion innerhalb des durch die flankierenden Primer LP und RP
begrenzten Bereichs des Chromosoms war ein PCR-Produkt durch den T-DNA spezifischen
Primer LB und den flankierenden Primer RP zu erwarten, das eine geringere Grofe als das PCR-

Produkt der Primer LP und RP aufweisen sollte (Abbildung 3.29 B).

[ ]  PCR-Produkt KO
4_

I ]  PCR-Produkt WT
<4—

Abbildung 3.29. PCR-Analyse von Arabidopsis thaliana T-DNA Insertionsmutanten der

Linie Salk N55595.

A: Analyse der PCR-Produkte aus genomischer DNA, durchgefiihrt nach dem in B dargestellten Schema. WT:
Wildtyp-DNA, M: Markerspur, 1-12: DNA der Pflanzen 1 bis 12. Pfeil markiert homozygote Mutante Nr. 5.
B: Schema der Primerkombinationen fiir die PCR-Analyse. LP: Linker genomischer Primer, RP: Rechter
genomischer Primer, LB: ,Left Border Primer der T-DNA, Flankierender Bereich: In Salk Datenbank durch
Sequenzierung aus dem linken Rand der T-DNA (L) enthaltene Sequenz. Abbildung B nicht mafstabsgetreu.
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Eine vollstdndige homozygote Mutante sollte demnach bei einer PCR-Reaktion mit genomischer
DNA mit den drei Primern LP, RP und LB ein PCR-Produkt von geringerer Grof3e als bei einer
PCR-Reaktion mit Wildtyp DNA ergeben. Das Auftreten beider Banden deutet dementsprechend

auf das Vorliegen einer heterozygoten Mutante hin.

Nach Auswertung der PCR Reaktion (Abbildung 3.29 A) konnte Pflanze Nr. 5 als homozygote
T-DNA Insertionsmutante identifiziert werden. Fiir die weiteren Analysen wurden Proben dieser
Pflanze verwendet und deren Samen fiir die nachfolgende Kultivierung homozygoter Mutanten

verwendet.

3.4.2 Lokalisierung der T-DNA Insertionsstelle

Das durch eine PCR mit genomischer DNA und den Primern LB und RP amplifizierte Fragment
der homozygoten Arabidopsis thaliana Mutante (Planze Nr.5, siche Abbildung 3.25) wurde in
den Klonierungsvektor pGEM-T ligiert und die Basensequenz durch Sequenzierung ermittelt.
Nach Auswertung der Sequenzdaten ergab sich, dass die tatsdchliche Insertion des linken Rands
(Left border) der T-DNA 8 Basenpaare vor dem ATG Startcodon des sufD Gens (at/g32500) lag
(Abbildung 3.30).

L [
Iatlg32505 | I 1

at1g32500 (sufD)

Abbildung 3.30. T-DNA Insertion in Arabidopsisthaliana Salk Linie N55595.

Schematische Darstellung der Insertionsstelle der T-DNA in Chromosom I. Das in 5’-Richtung auf Chromosom I
vor sufD lokalisierte Pseudogen at/g32505 wurde in einer Analyse durch eine PCR mit spezifischen Primern

amplifiziert und in einer nachfolgenden Sequenzierung des PCR-Produkts intakt vorgefunden.

Nur in wenigen Féllen erfolgt die Insertion von T-DNA in das Pflanzengenom ohne Verlust von
chromosomaler DNA. In der Regel sind jedoch nur kleinere Deletionen von 30-100 Basenpaaren
zu beobachten. Da jedoch Fille beschrieben wurden, bei denen durch das Insertionsereigniss

groBBere Bereiche bis hin zur Deletion von 10 und mehr kompletten Genen nachgewiesen wurden,
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war eine Uberpriifung der Insertionsstelle am rechten Rand der T-DNA erforderlich. Hierfiir
wurden durch PCR die auf dem Chromosom I in 5’-Richtung vor at/g32500 (sufD) lokalisierten
Gene amplifiziert und durch Sequenzierung iberpriift. Dabei wurden alle Gene intakt
vorgefunden. Die Insertion der T-DNA in Linie N55595 erfolgte somit ohne die Beeinflussung
anderer Gene auller at/g32500.
Bei der Insertion von T-DNA in das Genom von Arabidopsis thaliana wurde in den
Insertionslinien in vielen Féllen eine Insertion an mehr als einer Stelle im Genom nachgewiesen.
Um im vorliegenden Fall auschlieBen zu konnen, dass eine weitere unidentifizierte T-DNA in
das Genom der Linie N55595 integriert worden war, wurde ein Southern Blot von genomischer
DNA mit einer T-DNA spezifischen Oligonukleotidsonde auf das Vorliegen einer weiteren
Insertion hin untersucht. Genomische DNA wurde nach Kapitel 2.4.2.3 isoliert und durch die
Behandlung mit jeweils einer der drei Restriktionsendonukleasen EcoRI, BamHI und HindIII
fragmentiert. Die fragmentierte DNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und anschlieSend
durch  Southern-Blotting auf Nylonmembran iibertragen. Eine T-DNA spezifische
Oligonukleotidsonde wurde hergestellt, indem durch eine PCR mit genomischer DNA der Linie
N55595 und den Primern NPTII for und NPTII rev ein Bereich der T-DNA amplifiziert wurde.
Nach erfolgter Uberpriifung des amplifizierten Fragments durch Sequenzierung wurde das DNA-
Fragment mit Digoxygenin markiert und als Oligonukleotidsonde zur Detektion der T-DNA
verwendet (Abbildung 3.31).

3 4
— —

1 2
— —

4kbp' R —

2 kbp -

Abbildung 3.31. Die Salk Linie N55595 enthilt nur eine T-DNA Insertion im Genom.

Southern Blot von genomischer DNA der homozygoten Mutante N55595, inkubiert mit einer DIG-markierten
Oligonukleotidsonde gegen den NPT-Bereich der T-DNA. Spur 1: WT-DNA, Spur 2: N55595 DNA restringiert mit
EcoRI, Spur 3: N55595 DNA restringiert mit BamHI, Spur 4: : N55595 DNA restringiert mit HindIIl. Detektion
erfolgte durch Schwirzung von Rontgenfilm durch Chemilumineszens nach Inkubation des Blots mit anti-DIG

Antikdrper, gekoppelt an Alkalische Phosphatase und nachfolgender Behandlung mit CDP-Star Reagenz.
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Durch die Detektion von jeweils nur einer Bande durch die T-DNA spezifische Sonde im
Southern-Blot konnten mehrfache T-DNA Insertionen im Genom der Linie N55595
ausgeschlossen werden. Somit besall die untersuchte Arabidopsis Linie eine einzige T-DNA
Insertion unmittelbar vor dem Startcodon von at/g32500 (sufD), so dass beobachtbare
Unterschiede der Mutante im Vergleich zum Wildtyp Hinweise auf ein Fehlen des Genprodukts
von atl1g32500 zuriickgefiihrt werden kdnnen.

In Ubereinstimmung mit der Nomenklatur von Magller et al. (2001) wird die sufD Mutante (Salk

Linie N55595) im Folgenden als atnap6 bezeichnet.

3.4.3 Phinotypische Analyse der Arabidopsis sufD Mutante athap6

Die Kultivierung der homozygoten T-DNA Insertionsmutante zeigte wahrend des gesamten
Entwicklungszyklus der Pflanze gegeniiber dem vergleichbaren Wildtyp ein insgesamt
langsameres Wachstum mit kleineren Bléttern, eine spitere Entwicklung der Bliite und eine

reduzierte Hohe des Hypokotyls (Abbildung 3.32).

atnap6 Wildtyp

Abbildung 3.32. Vergleich von atnap6- und Wildtyp-Pflanzen.
Die Pflanzen wurden unter exakt gleichen Bedingungen kultiviert. Die atnap6 Pflanzen zeigten eine hellere

Griinfarbung der Blatter und verspétet einsetzendes Hypokotyl-Wachstum.
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Neben einer helleren Griinfairbung des Blattgewebes der Mutante war mit fortschreitender
Kultivierungsdauer eine deutlich frither auftretende Anthocyanin-Verfarbung der Blitter zu

beobachten.

3.4.3.1 Die Mutante atnap6 zeigt ein reduziertes Wurzelwachstum

Besonders deutlich ausgepragte Wachstumsunterschiede zwischen Wildtyp und atnap6 traten bei
Betrachtung der in Fliissigmedium (Kapitel 2.4.1.3) kultivierten Wurzelkulturen in Vorschein.
Das Wurzelwachstum der Mutante atnap6 war stark reduziert, wie eine Vergleichskultur des

Wildtyps schon bei allgemeiner Beobachtung zeigte (Abbildung 3.33).

Abbildung 3.33. atnap6 und Wildtyp Wurzelkultur in Fliissigmedium.

Eine gleiche Anzahl von Samen wurde in MS-Flissigmedium (Kapitel 2.4.1.3) fiir 28 Tage unter identischen
Bedingungen kultiviert.

Fiir eine ndhere Bestimmung wurden Samen von atnap6 und WT in Petrischalen auf feuchtem
Filterpapier ausgesit und die Wurzelldnge der ausgekeimten Samen nach 7 Tagen vermessen
(Abbildung 3.34).

Die Ausbildung normal langer Wurzeln war in der Mutante beeintrachtigt. Diese Messung der

Wurzelldnge bestdtigte den bereits optisch auffilligen Phianotyp der Wurzelkultur.
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Abbildung 3.34. Vergleich der durchschnittlichen primiren Wurzellinge von atnap6 und
Wildtyp.

Es wurden jeweils 60 Messungen zur Bildung des Durchschnittswerts durchgefiihrt. Der ermittelte Standardfehler ist

im Diagramm angegeben.

3.4.3.2 atnap6 bildet zahlreiche defekte und nicht keimfiihige Samen aus

Ein hoher Prozentsatz der isolierten Samen der atnap6 Pflanzen zeigte ein ungewohnliches

Erscheinungsbild, vielfach waren missgebildete und geschrumpfte Samen zu erkennen
(Abbildung 3.35).

Abbildung 3.35. Reife Samen von Wildtyp und atnap6 Pflanzen.

WT: ovale Wildtyp-Samen mit glatter Oberfliche. atnap6: geschrumpfte und missgebildete atnap6-Samen. Sterne

markieren abortive Samen.
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Die Untersuchung von mehreren Tausend Samen von atnap6 und Wildtyp zeigte eine
signifikante Haufung von embryonalen Defekten bei den atnap6 Samen. Wihrend
Wildtyppflanzen {iberwiegend keimfdhige Samen mit normal entwickelten Embryonen
enthielten, waren atnap6 Samen von einem Auftreten zahlreicher fehlentwickelter Embryonen

gekennzeichnet (Abbildung 3.36).

B
% %

WT atnap6

Abbildung 3.36. Samen-Phiinotyp von Wildtyp und atnap6 Pflanzen.

Eine Gesamtzahl von 1834 (Wildtyp) und 2182 (atnap6) Samen wurde analysiert. Von diesen Gesamtzahlen waren
abortive Embryonen: 52 (Wildtyp), 619 (atnap6). Weitere 203 Samen von atnap6 enthielten missgebildete, nicht

lebensfahige Embryonen. Fehlerbalken geben die ermittelten Relativen Abweichungen an.

3.4.3.3 Embryonaldefekte von atnap6

Die lichtmikroskopische Untersuchung der atnap6 Embryonen zeigte eine Anzahl von
Entwicklungsdefekten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung. Am
hiufigsten war ein Verbleiben des Embryos im globulidren Stadium zu beobachten (Abbildung
3.37 a). Andere Embryonen waren im Torpedostadium oder zu anderen Punkten der Entwicklung

arretiert und zeigen ein verdicktes Hypokotyl und kleine Kotyledonen (Abbildung 3.37 ¢ und d).
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Abbildung 3.37. Lichtmikroskopische Aufnahmen von atnap6 und WT Embryonen.

a-d: isolierte atnap6 Embryos aus abortiven Samen. a: im globuldren Stadium arretierter Embryo. b: Langlicher
Embryo mit Arretierung in frither Phase der Strukturierung. ¢ und d: Embryonen mit Arretierungen im Torpedo- und
,.Bent-Cotyledon* Stadium, erkennbar sind verdickte Hypokotyle und kleine Kotyledonen.

e: WT Samen mit normal entwickeltem, reifen Embryo im Bent-Cotyledon Stadium. f: freigelegter WT Embryo im
gleichem Stadium wie e.

HY: Hypokotyl, COT: Kotyledon, EP: eigentliches Embryo, SC: Samenhiille. Differential-Interferenz-Kontrast
(Nomarski) Aufnahmen. Mal3stab 100 pum.
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3.4.3.4 atnap6 Pflanzen weisen einen reduzierten Chlorophyllgehalt auf

Der Vergleich von atnap6 und Wildtyp Pflanzen zeigte eine erkennbare hellere Griinfarbung der
Blatter der atnap6 Mutante (Abbildung 3.32). Dies war ein Hinweis auf einen moglichen
reduzierten Chlorophyllgehalt der Mutante. Durch eine Bestimmung des Chlorophyllgehalts
(Kapitel 2.4.3.12) in Proben von Blattgewebe von jeweils 10 Pflanzen von Wildtyp und atnap6
wurde diese Vermutung bestétigt. Die atnap6 Mutante zeigte einen um 30 % reduzierten Gehalt

an Chlorophyll im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.38. Chlorophyllgehalt von atnap6 und Wildtyp.

Je 10 unabhidngige Messungen wurden zur Bestimmung des Durchschnittswertes durchgefiihrt. Der jeweilige

Standardfehler ist im Diagramm dargestellt.

3.4.3.5 Plastiden von atnap6 zeigen eine verinderte Thylakoidstruktur

Da ATNAPG6 ein plastidir lokalisiertes Protein ist, wurde im néchsten Schritt eine eventuelle
Beeintrachtigung auf der Ebene der Plastiden in der Mutante untersucht. Durch die

elektronenmikroskopische Untersuchung von Ultradiinnschnitten aus Blattgewebe von atnap6
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Pflanzen wurden strukturelle Verdnderung in den Plastiden der Mutante atnap6 identifiziert
(Abbildung 3.39).

Abbildung 3.39. Vergleich von atnap6 und Wildtyp Plastiden.
a: Plastide von atnap6. Pfeile zeigen ungleichméfige Granastapelung der Thylakoide.b: Wildtyp Plastide.
Malfstab 2 pm.

Die Thylakoide der Mutante atnap6 wiesen gegeniiber dem WT eine unregelmiBigere
Granastapelung auf. Die Thylakoide erschienen ungeordneter in der Anordnung und kiirzer als

im Wildtyp. Die GroB3e und Anzahl der Plastiden pro Zelle war nicht verdndert.

3.4.3.6 Zusammenfassung der phinotypischen Analyse von atnap6 Pflanzen

Die T-DNA Insertionsmutante N55595 trigt eine Insertion unmittelbar vor dem Startcodon des
fiir SufD kodierenden Gens at/g32500. Diese Mutation verursachte einen ausgepragten Defekt

der Embryonalentwicklung. Ein hoher Prozentsatz der Samen enthielt abortive oder
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missgebildete und nicht lebensfahige Embryonen. Das Wachstumsverhalten der Pflanzen war im
Vergleich zu Wildtyppflanzen generell verzogert, die Lénge der Primdrwurzeln war stark
reduziert und die Wuchshohe der Pflanzen war deutlich verringert. Das Blattgewebe zeigte eine
hellere Griinfiarbung als der Wildtyp. Dies wurde durch einen reduzierten Chlorophyllgehalt des
Blattgewebes bestitigt. Eine frither einsetzende Verfarbung des Blattgewebes (Anthocyanin
Rotverfarbung) deutete auf eine moglicherweise frither als im Wildtyp beginnende Seneszens der
atnap6 Mutante hin. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten eine Verdnderung der Thylakoide
in den Chloroplasten, hierbei war eine ungleichmifBige und ungeordnete erscheinende Stapelung

der Grana auffillig.

3.5 Genchip Expressionsanalyse von WT und atnap6 Pflanzen

Zur Aufklarung der Funktion eines unbekannten Proteins ist es hilfreich, die Gene zu kennen,
deren Expression gleichzeitig mit dem Gen des zu analysierenden Proteins reguliert wird. Im
Falle einer Knock-out Mutation kann der direkte Vergleich der im Wildtyp vorhandenen
globalen Expressionsmuster mit den Expressionsmustern, die in der Mutante vorliegen,

potentielle Hinweise auf die mogliche Funktion des ausgeschalteten Gens liefern.

Zur Erhaltung aussagekréftiger Vergleichsdaten wurden Wildtyp und atnap6 Pflanzen unter
identischen Wachstumsbedingungen kultiviert. Nach 12 Tagen wurde Blattgewebe von jeweils
30-50 Pflanzen geerntet und die Gesamt-RNA nach Kapitel 2.4.2.5 isoliert. Durch die
Verwendung von vereinigtem Blattgewebe von zahlreichen Pflanzen wurden statistische
Variationen aufgrund unterschiedlichen Pflanzenwachstums einzelner Pflanzen ausgemittelt.

Die Qualitdt der isolierten RNA wurde durch die Analyse mit dem Bioanalyzer-System der
Firma Agilent iiberpriift, eine erneute Uberpriifung wurde nach der Synthese der Biotin-
markierten cRNA aus der cDNA und erneut nach deren Fraktionierung unmittelbar vor der

Hybridisierung der Microarrays durchgefiihrt (Abbildung 3.40).
Aus den Elektropherogrammen in Abbildung 3.40 B lieB sich die Ausbeute und die

GroBenverteilung der Biotin-markierten cRNA-Transkripte bestimmen, die durchschnittliche

GroBe der Transkripte betrug etwa 1500 Nukleotide.
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In der nachfolgenden Fragmentierung wurden die Transkripte durch Hydrolyse in 35-200
Nukleotide groBBe Fragmente iiberfiihrt. Die durchschnittliche Grof3e der Fragmente betrug nach
der elektrophoretischen Analyse ungefiahr 100 Nukleotide (Abbildung 3.40 C). Die fragmentierte
cRNA der WT und atnap6 Proben wurde anschlieBend fiir die Hybridisierung der Microarrays

verwendet.

Die Hybridisierung der markierten cRNA auf den Microarray-Chip erfolgte nach den Protokollen
des Herstellers iiber einen Zeitraum von 16 Stunden bei 45 °C und 60 rpm. Die anschlieSenden
Waschschritte wurden in der Affymetrix Fluidics Station automatisiert nach einem vorgegebenen

Programm durchgefiihrt. Direkt im Anschluf} erfolgte die Detektion der Fluoreszenz bei 570 nm

Wellenlidnge im Fluoreszenz-Scanner.
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Abbildung 3.40. Kontrolle der RNA-Priparationen.

A: Gesamt-RNA aus WT und atnap6 (KO) Blattgewebe,

M: Marker (Nukleotide angegeben). B:

Elektropherogramm der Biotin-markierten cRNA nach Analyse mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer, y-Achse:

Fluoreszenz [FU], x-Achse: Zeit [s]. C: Elektropherogramm der cRNA nach Fragmentierung, Achsen siche B.
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Die von dem Scanner gelieferten Rohdaten der Fluoreszenzmessungen der Wildtyp- und atnap6-
Microarrays wurden mit dem Computer-Programm dChip Ver. 1.3 (http://biosunl.harvard.edu/
complab/dchip/) und der Statistiksoftware R (Ihaka und Gentleman, 1996; http://www.r-

project.org/) normalisiert.

Diese Normalisierung der absoluten MeBwerte mithilfe von auf dem Microarray enthaltener
Kontrollfelder ermoéglichte den spiteren Vergleich der Expressionsdaten von verschiedenen
Arrays untereinander. Es wurde die Methode der ,Invariant Set Normalization® von Li und

Wong (Li und Wong, 2001) verwendet.
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Abbildung 3.41. Korrelation der Microarray-Expressionsdaten.

Linkes Diagramm: Korrelation vor Normalisierung. WT-Array als Basislinie. Rote MeBpunkte zeigen die fiir die
Normalisierungsberechnung verwendeten ,invarianten Sonden an (siche Li und Wong, 2001). Die Abweichung
(griine Ausgleichsgerade) der Mefwerte von der Gerade y = x (blau) beruht auf den unterschiedlichen Fluoreszenz-
Intensitdten der Wildtyp- und atnap6-Microarrays.

Rechtes Diagramm: Korrelation nach Normalisierung. cor = Korrelationskoeffizient. Die Ausgabe der Diagramme

erfolgte mit der Software R, Version 2.0.1 (http://www.r-project.org) iiber das Programm dChip.

3.5.1 Vergleich der Expressionsmuster von atnap6 und WT

Nach der Normalisierung der Expressionsdaten wurden Gene, deren Expressionswerte sowohl in
WT und atnap6 unterhalb von eines Wertes von 250 lagen, herausgefiltert. Dies erfolgte, um

eine Beeitrachtigung der Auswertung durch nicht exprimierte Gene (Gene mit ,,Absent Call*“ in
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Affymetrix-Datenanalyse), deren Expressionswerte zudem héufig einen rein rechnerisch hohen

Anderungsfaktor zwischen WT und atnap6 aufwiesen, zu vermeiden.
Gene mit einer sich um mindestens den Faktor 3 unterscheidenden Expression zwischen Wildtyp

und atnap6 und einer Expression oberhalb des Cut-Off-Werts von 250 wurden fiir die
Auswertung verwendet (Tabellen 3.42 und 3.43).

3.5.1.1 atnap6 Gene mit verinderter Expression

Alle Gene von atnap6, deren Expression mindestens um den Faktor 3 gegeniiber dem Wildtyp

erhoht war, sind in Tabelle 3.42 aufgefiihrt.

Anderung Accession Gen WT KO

x-fach

5476  At5g54060 glycosyltransferase family protein 32.15 1760.49

51.37  At4g22870 leucoanthocyanidin dioxygenase, putative 59.45 3054.43

47.85  At5g42800 dihydroflavonol 4-reductase (dihydrokaempferol 4-reductase) 54.34 2599.84
(DFR)

453 At5g17220 glutathione S-transferase, putative 71.38 3233.67

37.45  Atlg03495 pseudogene, transferase family 459 1719.16

33.07  Atlg66390 myb family transcription factor, putative / production of 32.15 1063.13
anthocyanin pigment 2 protein (PAP2)

29.55 At4g14090 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein 48.22 1425.25

22.86  Atlg56650 myb family transcription factor (MYB75) 52.05 1189.67

18.13 At4g01390 meprin and TRAF homology domain-containing protein / MATH 50.96 923.99
domain-containing protein

13.53 At1g34040 alliinase family protein 81.17 1098.22
11.33 Atlg61800 glucose-6-phosphate/phosphate translocator, putative 59.28 671.35
10.85  At2g41380 embryo-abundant protein-related 32.15 348.81
9.82 Atlg56600 galactinol synthase, putative 145.92 1432.68
8.01 Atlg74810 anion exchange family protein 136.29 1091.68
7.92 At3g16360 phosphotransfer family protein 32.15 254.63
7.78 At2g25625 expressed protein 178.38 1388.13
7.33 Atlg76960 expressed protein 325.73 2388.96

7.31 At5g07990 flavonoid 3'-monooxygenase / flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H) / 104.46 763.86
cytochrome P450 75B1 (CYP75B1)

6.63 At5g59700 protein kinase, putative 53.32 353.65
6.47 At5g22300 nitrilase 4 (NIT4) 613.23 3965.75
6.42 At2g14610 pathogenesis-related protein 1 (PR-1) 220.64 1417.34
6.37 Atlg64360 expressed protein 594.72 3789.88
6.34 At3g62960 glutaredoxin family protein 333.47 2113.27
6.17 At3g29590 transferase family protein 66.86 412.61
6.16 At4g33040 glutaredoxin family protein 265.15 1633.85
5.85 Atl1g80130 expressed protein 764.99 4471.98
5.83 At5g44420 plant defensin-fusion protein, putative (PDF1.3) 228.98 1334.13
53 At2g17710 expressed protein 259.87 1377.76
5.21 At4g12280 copper amine oxidase family protein 111.07 578.45
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5.18 At2g18660 expansin family protein (EXPR3) 116.72 604.81
5.15 At5gl18130 expressed protein 384.17 1978.12
5.11 At5g16570 glutamine synthetase, putative 22041 1126.7
5.03 At4g32940 vacuolar processing enzyme gamma / gamma-VPE 2213.85 11136.3
4.71 At2g18050 histone H1-3 (HIS1-3) 81.27 382.72
4.67 At4g23140 receptor-like protein kinase 5 (RLKS) 127.05 592.82
4.65 At5g53420 expressed protein 671.43 3121.83
4.62 At3g52180 protein tyrosine phosphatase/kinase interaction sequence protein 310.21 1433.1
(PTPKISI)
4.54 Atlg55760 BTB/POZ domain-containing protein 66.06 29991
4.54 Atl1g30500 CCAAT-binding transcription factor (CBF-B/NF-YA) family 168.43 764.82
protein
4.47 At2g40130 heat shock protein-related 87.07 389.53
44 At4g23990 cellulose synthase family protein 292.02 1284.92
4.13 At3g57260 glycosyl hydrolase family 17 protein 389.82 1608.95
4.03 At5g23020 2-isopropylmalate synthase 2 (IMS2) 165.32  666.21
3.99 At4g15620 integral membrane family protein 203.42  812.28
3.92 At1g23040 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein 383.86 1506.32
3.89 At1g52880 no apical meristem (NAM) family protein 394,15 1534.94
3.81 At4g09020 isoamylase, putative / starch debranching enzyme, putative 9745 371.67
3.81 At1g22160 senescence-associated protein-related 660.94 2516.99
3.78 At5g59050 expressed protein 339.05 1282.55
3.77 At5g11930 glutaredoxin family protein 168.98 637.52
3.76 Atlg62710 vacuolar processing enzyme beta / beta-VPE 170.8 642.28
3.75 Atlgl4870 expressed protein /// expressed protein 656.57 2463.71
3.7 At4g24450 starch excess protein-related 190.74 704.86
3.67 At3g22840 chlorophyll A-B binding family protein / early light-induced 1455.44 5343.34
protein (ELIP)
3.65 Atlgl3990 expressed protein 281.44 1027.28
3.64 At2g24850 aminotransferase, putative 248.62 905.33
3.63 At2g26020 plant defensin-fusion protein, putative (PDF1.2b) 330.96 1200.33
3.59 Atlgl1700 expressed protein 395.79 1422.53
3.56 At3g28290 integrin-related protein 14a 273.09 973.15
3.55 At3g11010 disease resistance family protein / LRR family protein 159.53  566.46
3.46 Atlgl5410 aspartate-glutamate racemase family 570.09 1973.39
345 At5g45380 sodium:solute symporter family protein 264.16 911.81
345 Atlg77920 bZIP family transcription factor 290.65 1003.12
3.38 At2g36970 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein 255.69 864.94
3.21 At4g14020 rapid alkalinization factor (RALF) family protein 533.02 1708.43

Tabelle 3.42. Anderung der Expression in atnap6.

Erste Spalte: Anderung der Expression gegeniiber Wildtyp. Dritte Spalte: Annotierung aus Affymetrix Arabidopsis-
Datenbank (https://www.affymetrix.com/analysis/netaffx/index.affx), Stand: April 2005. Spalte 4 und 5:
Normalisierte Expressionsdaten nach Auswertung mit dChip. Nicht beriicksichtigt wurden Gene mit

Expressionswerten unterhalb von 250 in WT und atnap6é.

Die Gene, deren Expression mindestens um den Faktor 3 gegeniiber dem Wildtyp reduziert war,

sind in Tabelle 3.43 aufgelistet.
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Anderung Accession Gen WT  atnap6
x-fach

-46.01  At2g20870 cell wall protein precursor, putative 1790.83  38.93

-22.09  Atlg28290 pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 1475.01 66.77

-19.51  At3g51590 lipid transfer protein, putative 627.1 32.15

-19.3 At4¢29030 glycine-rich protein 1012.17  52.46

-16.49  At3g48360 speckle-type POZ protein-related 1996.93 121.1

-15.34  Atlg78860 curculin-like (mannose-binding) lectin family protein 2276.59 148.44

-14.63  At5g44160 zinc finger (C2H2 type) family protein 697.65  47.69

-13.66  At5g62080 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein 439.06  32.15

-13.64  At4gl5690 glutaredoxin family protein 438.6  32.15

-13.63  At5g22430 expressed protein 826.17  60.59

-13.59  At4gl15680 glutaredoxin family protein 437.03  32.15

-13.52  Atlg68875 expressed protein 43451 32.15

-13.27  Atlg57750 cytochrome P450, putative 426.75  32.15

-12.07  At5g62920 two-component responsive regulator / response regulator 6 388.14  32.15

(ARRO6)

-11.48  At5g33370 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein 747.09  65.06

-10.72  At5g45670 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein 639.56  59.65

-9.95 At4g15660 glutaredoxin family protein 62994  63.34

-9.64 At2g42840 protodermal factor 1 (PDF1) 2054.1 213.08

-8.88 At4g23750 AP2 domain-containing transcription factor, putative 28539 3215

-8.87 Atlg67990 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, putative 285.18  32.15

-8.47 At2g20720 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 314.16  37.07

-8.41 At5g07230 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein 27047  32.15
-8.3 At3g45970 expansin family protein (EXPL1) 14542  175.22
-8.1 At1g21910 AP2 domain-containing transcription factor family protein 1319.88 162.96

-7.86 At1g50040 expressed protein 434.17  55.22

-7.75 At4230280 xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative 3112 40.15

-7.34 At3g08770 lipid transfer protein 6 (LTP6) 3291.86 448.52

-7.32 At4g14080 glycosyl hydrolase family 17 protein / anther-specific protein (A6) 23528  32.15

-6.94 Atlg66850 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein 4594  66.21

-6.73 Atlg35140 phosphate-responsive protein, putative 2772.96 412.09

-6.65 At5g23940 transferase family protein 289.61 43.55

-6.38 At4g31840 plastocyanin-like domain-containing protein 1008.53 158.14

-6.29 At2g02100 plant defensin-fusion protein, putative (PDF2.2) 1792.19 284.86

-6.12 At1203020 glutaredoxin family protein 337.08  55.08

-6.08 Atlgl9050 two-component responsive regulator / response regulator 7 2035.28 334.48

(ARR7)

-6.05 At2g06850 xyloglucan:xyloglucosyl transferase / xyloglucan 4549.15 752.33

endotransglycosylase

-5.99 At5g20250 raffinose synthase family protein / seed imbibition protein, 3062.54 511.15

putative (din10)

-5.84 Atlg06350 fatty acid desaturase family protein 879.48 150.52

-5.73 At3g48100 two-component responsive regulator / response regulator 5 657.36 114.68

(ARRS) / response reactor 2 (RR2)

-5.49 At3g23220 ethylene-responsive element-binding protein, putative 1089.21 198.23
-5.4 Atlgl8250 thaumatin, putative 406.53  75.23
-5.3 At3g44750 histone deacetylase, putative (HD2A) 71491 13497

-5.29 At1g22330 RNA recognition motif (RRM)-containing protein 253.82  48.02

-5.29 At1g62480 vacuolar calcium-binding protein-related 1082.73  204.71

-5.29 At4g37240 expressed protein 141991 268.18

-5.25 At3g62930 glutaredoxin family protein 28498  54.29

-5.22 At3g57150 dyskerin, putative / nucleolar protein NAP57, putative 820.03 157.13

-5.16 At3g28500 60S acidic ribosomal protein P2 (RPP2C) 60541 11741

-4.97 At4g15700 glutaredoxin family protein /// glutaredoxin family protein 661.08 13297
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-4.85
-4.84
-4.78
-4.75
-4.71
-4.65

-4.64
46
452
-4.49
-4.43
-4.41

-4.37
-4.32
-4.31

-4.29
-4.29
-4.26
-4.26
-4.22
-4.12
-4.12
-4.08
-4.04
-4.03
-3.96
-3.96
-3.96
-3.95
-3.92
-3.92
-3.92
-3.86

-3.85
-3.85
-3.84
-3.81

-3.79
-3.7
-3.68
-3.67
-3.6
-3.57
-3.55
-3.55
-3.55

-3.54
-3.52

At5g07030
At3g54560
At4g34950
At5g47500
At2g43590
At3g18130

At5g07550
Atlg56110
Atl1g61070
Atlg75910
At3g16670
At1g48630

Atdg31000
At4g25630
At2g27080

At3g53460

At3g23830
At1g49500
At2g40400
At1g03220
At1g08560
At1g06080
At1g04040
At2g25810
At5g36910
At3g17170
At4g02330
At2g28630
At3g53190
At2g35710
At3g07050
At1g02640
At5g64080
At1g74890

Atlg66160
At2g28790
At5g50915
A3g56070

At5g25190
At2g25060
At1g02200
At4g23800
Atdg10450
Atdg12600
At5g22880
At1g69040
At2g05990

At3g59350
At5g54970

aspartyl protease family protein

histone H2A .F/Z

nodulin family protein

pectinesterase family protein

chitinase, putative

guanine nucleotide-binding family protein / activated protein
kinase C receptor (RACK1)

glycine-rich protein (GRP19)

nucleolar protein Nop56, putative

plant defensin-fusion protein, putative (PDF2.4)

family II extracellular lipase 4 (EXL4)

expressed protein

guanine nucleotide-binding family protein / activated protein
kinase C receptor, putative / RACK, putative
calmodulin-binding protein

fibrillarin 2 (FIB2)

harpin-induced protein-related / HIN1-related / harpin-responsive
protein-related

29 kDa ribonucleoprotein, chloroplast / RNA-binding protein cp
29

glycine-rich RNA-binding protein, putative

expressed protein

expressed protein

extracellular dermal glycoprotein, putative / EDGP, putative
syntaxin-related protein KNOLLE (KN) / syntaxin 111 (SYP111)
delta 9 desaturase (ADS1)

acid phosphatase class B family protein

tonoplast intrinsic protein, putative

thionin (THI2.2)

ribosomal protein S6 family protein (RFC3)

pectinesterase family protein

beta-ketoacyl-CoA synthase family protein

pectate lyase family protein

glycogenin glucosyltransferase (glycogenin)-related
GTP-binding family protein

glycosyl hydrolase family 3 protein

protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein
two-component responsive regulator / response regulator 15
(ARR1Y)

U-box domain-containing protein

osmotin-like protein, putative

basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative / cyclophilin, putative
/ rotamase, putative

ethylene-responsive element-binding protein, putative
plastocyanin-like domain-containing protein

CERI protein

high mobility group (HMG1/2) family protein

60S ribosomal protein L9 (RPL90D)

ribosomal protein L7Ae/L.30e/S12e/Gadd45 family protein
histone H2B like protein (emb|CAA69025.1)

ACT domain containing protein (ACR4)

enoyl-(acyl-carrier protein) reductase (NADH), chloroplast,

putative
serine/threonine protein kinase, putative

expressed protein

458.37
359.48
1444.56
478.29
416.23
1707.92

346.22
882.8
301.09
298.5
4926.93
2109.87

309.52
558.42
605.09

4059.34

539.46
5461.4
637.48
1933.31
379.15
828.09
1024.1
1095.88
1451.29
715
403.51
652.86
885.7
683.36
318.99
672.44
757.92
400.37

281.06
707.8
975.74
695.1

1463.77
577.29
1675.49
262.23
2090
993.45
589.07
798.18
1400.14

305.53
487.73

94.43
74.2
302.37
100.65
88.45
367.62

74.67
191.75
66.61
66.42
1112.55
478.09

70.9
129.35
140.44

944.48

125.65
1274
149.71
453.43
89.78
201.19
248.39
268.71
359.09
177.64
101.8
165.04
223.46
173.21
81.42
171.57
193.25
103.62

72.91
183.71
254.28
182.44

386.17
156
455.48
71.44
581.25
278.28
166
224.99
394.37

86.37
138.48
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351 At5220630
35 At3g46940
349 At5262720
345 At2g21790
344 At1g19380
344 At4g18970
339 At3g54400
337 At1g24020
333 At1209200
332 At4g26230
332 At5259870
331 Atdgl7390
33 ABgl2110
328 At5265010
323 At5g15350
322 Atlg31860
322 At1g02205
318 At5g61170
318 At4g31700
318 At5g57560

-3.17 Atlg74670
-3.08 At5g10400

germin-like protein (GER3)

deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase family
integral membrane HPP family protein
ribonucleoside-diphosphate reductase small chain, putative
expressed protein

GDSL-motif lipase/hydrolase family protein
aspartyl protease family protein

Bet v I allergen family protein

histone H3

60S ribosomal protein L31 (RPL31B)

histone H2A, putative

60S ribosomal protein L15 (RPL15B)

actin 11 (ACT11)

asparagine synthetase 2 (ASN2)

plastocyanin-like domain-containing protein
histidine biosynthesis bifunctional protein (HISIE)
CERI protein

40S ribosomal protein S19 (RPS19C)

40S ribosomal protein S6 (RPS6A)
xyloglucan:xyloglucosyl transferase / xyloglucan
endotransglycosylase

gibberellin-responsive protein, putative

histone H3

Tabelle 3.43. Anderung der Expression in atnap6.

5032.36
491.86
994.35
473.28

1526.68

1845.32

1299.14

3187.51
915.69

1955.95

2034.25

3582.78
995.61

2669.66

3124.31
597.17

2222

2966.86

3780.25

5709.42

2725.76
1192.81

1433.88
140.33
284.84
137.33
444.17
536.46
382.79

946.2
275.25
589.47
612.44

1082.15
302.12
813.73
966.74
185.45
689.15
932.86

1187.76

1792.64

860.73
387.87

Erste Spalte: Anderung der Expression gegeniiber Wildtyp. Dritte Spalte: Annotierung aus Affymetrix Arabidopsis-
Spalte 4 und 5:

Datenbank (https://www.affymetrix.com/analysis/netaffx/index.aftx),

Stand: April 2005.

Normalisierte Expressionsdaten nach Auswertung mit dChip. Nicht berilicksichtigt wurden Gene mit

Expressionswerten unterhalb von 250 in WT und atnapé.

3.5.2 Vergleich der Genexpression von atnap6 in funktionellen Kategorien

Zusitzliche Aussagekraft besitzt die Betrachtung der Genexpression von atnap6 im Vergleich zu

Wildtyp im Zusammenhang von einzelnen Stoffwechselwegen und funktionellen Kategorien.

Mit dem Computerprogramm MapMan (Thimm et al., 2004; http://gabi.rzpd.de/projects/

MapMan/) wurden die aus dChip normalisierten Expressionsdaten in funktionelle Kategorien

eingeordnet und die Expressionsmuster visualisiert. Alle Gene, deren absolute Expressionswerte

unterhalb von 250 in WT und atnap6 lagen, wurden aus der Analyse ausgeschlossen (siche

Kapitel 3.5.1).
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3.5.2.1 Vergleich der atnap6 Genexpression im allgemeinen Stoffwechsel

In Abbildung 3.44 ist die Verdnderung der Expression anhand einer Stoffwechsel-
Ubersichtskarte von Arabidopsis dargestellt. Die einzelnen Gene sind durch kleine Quadrate
symbolisiert. Je nach Anderung der Expression dnderte sich die urspriinglich weie Einfirbung
bei einer Erhohung in blaue Farbtone, bei einer Verringerung in rote Farbtone. Hierbei entspricht
die Intensitit der Farbe dem AusmaB der Anderung. WeiBe Quadrate zeigen unverinderte
Expression an. Fiir die Stoffwechsel-Ubersicht wurden die log2-Werte der Anderung von atnap6

zu WT als Datensatz verwendet. Die Verwendung logarithmischer Daten hebt die Gene mit der

héchsten relativen Anderung besonders hervor.
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Abbildung 3.44. Anderung der Expression im Stoffwechsel von atnap6: Ubersicht.
Abbildung generiert mit MapMan, Expressionsdaten wurden als log2-Werte der Anderung von atnap6 zu WT aus
dChip importiert. Die Zuordnung der Gene zu den Kategorien erfolgte nach der aktuellen TAIR-Datenbank.
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Die Ubersicht iiber den Stoffwechsel erlaubte zuniichst, die hauptsichlich betroffenen
Stoffwechselwege der atnap6 Mutation zu bestimmen. Hierzu zéhlte die Flavonoid-Biosynthese
mit einer Anzahl stark hochregulierter Gene. Weiterhin waren die mRNA-Mengen mehrerer
Gene stark verringert, deren Proteine eine Funktion bei der Modifikation der Zellwand besitzen.

Im Lipidstoffwechsel waren zwei Fettsdure-Desaturasen durch stark reduzierte Expression
gekennzeichnet. Der Tetrapyrrol-Biosyntheseweg zeigte eine erkennbare Reduzierung der
Expression von Schliisselenzymen, wihrend die Photosynthese-Gene (siehe Abbildung 3.45)
weitgehend unverdndert exprimiert wurden. Detailliertere Analysen werden im Folgenden

anhand einzelner Kartierungen dargestellt.

3.5.2.2 Vergleich der atnap6 Genexpression im Photosynthese-System

Um auch geringere Anderungen der Expression hervorzuheben, wurden die Anderungen der
Photosynthesegene anhand der relativen Anderung dargestellt (Abbildung 3.45). Es ist
erkennbar, dass eine groBere Anderung nur bei wenigen Genen zu messen war. In Tabelle 3.46

sind die betroffenen Gene aufgelistet.
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Abbildung 3.45. Anderung der Expression von Photosynthesegenen in atnap6.

Relative Anderung der Expression von atnap6 za WT. Blau: Erhéhung in atnap6; Rot: Verringerung in atnap6.
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Photosystem 11

2.09 Atlg76570  Chlorophyll A-B binding protein

1.76 At2g40100  LHCB4.3 Chlorophyll A-B binding protein
-1.85 At4gl5510  PsbP Photosystem II reaction centre protein
-1.71 At5g11450  Photosystem II water-oxidizingcomplex protein
-1.61 At4g28660  PsbW Photosystem II reaction centre protein

Redox-Kette

-1.65 AtCg00600  Cytochrome b6-f complex subunit V, petG

Photosystem I

1.6 AtCg00340  Photosystem I P700 apoprotein A2, psaB
1.59 AtCg00350  Photosystem I P700 apoprotein Al, psaA

Tabelle 3.46. Anderung der Expression von Photosynthese-Genen.
Erste Spalte: Faktor der Anderung der Expression gegeniiber Wildtyp. Zweite und dritte Spalte: Name und
Beschreibung der Genprodukte.

3.5.2.3 Vergleich der atnap6 Genexpression im Sekundéiren Metabolismus
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Abbildung 3.47. Anderung der Expression von Genen des Sekundiiren Stoffwechsels.

Expressionsdaten wurden als log2-Werte der Anderung von atnap6 zu WT dargestellt.
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Wie bereits in der Ubersichtskarte des Stoffwechsels erkennbar, zeigten sich mehrere
signifikante Anderungen bei Enzymen der Flavonoid-Biosynthese (Abbildung 3.47). Betroffen
ist die Synthese von Anthocyanin und Dihydroflavonol, verschiedene Enzyme dieser

Synthesewege zeigten deutlich erhdhte Transkriptmengen.

Einzelne weitere Gene mit signifikant verdnderter Expression sind in Tabelle 3.48 aufgefiihrt.

Anthocyanin

51.37 At4g22880  Leucoanthocyanidin dioxygenase

37.45 Atl1g03940  Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase

22.86 Atlg56650  Anthocyanin 2

6.17 At3g29590  Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase
1.69 At5g39050  Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase

Dihydroflavonol

54.76 At5g54060  Flavonol 3-O-glucosyltransferase

47.85 At5g42800  Dihydroflavonol 4-reductase

7.31 At5g07990  Flavonoid 3-hydroxylase
2.4 At4g12300  Flavonoid 3,5-hydroxylase

2.36 Atlg01420  Flavonol 3-O-glucosyltransferase

2.21 At5g17050  UDP glucose:flavonoid 3-O-glucosyltransferase
1.8 At2g29740  Flavonol 3-O-glucosyltransferase

1.75 At3g51240  Flavanone 3-hydroxylase FH3

Lignin / Lignan

2.41 At3g61990  O-methyltransferase family 3 protein
2.01 At3g21230  4-coumarate:CoA ligase 2

-8.87 At1g67990  S-adenosyl-L-methionine:trans-caffeoyl-Coenzyme

A 3-O-methyltransferase
Wachs
-3.68 Atl1g02205  CERI protein, octadecanal decarbonylase

Schwefel-haltig

13.53 At1g34060  Alliinase
3.14 Atl1g52000  Myrosinase binding protein

Tabelle 3.48. Anderungen der Genexpression im Sekundiiren Stoffwechsel.

Erste Spalte: Faktor der Anderung der Expression gegeniiber Wildtyp. Zweite und dritte Spalte: Name und
Beschreibung der Genprodukte.
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3.5.2.4 Vergleich der atnap6 Genexpression von regulativen Genen

Die Betrachtung der Expression von regulativen Genen wurde durchgefiihrt, um Hinweise auf
regulative Prozesse der atnap6 Mutante zu erhalten, die fiir die beobachteten Phénotypen

verantwortlich sein konnten.

Auffillig waren Anderungen in der Expression verschiedener Response-Regulatoren (ARRs) und
eines Histidin Phosphotransfer-Proteins (AHP4) des Cytokinin Signalwegs (Abbildung 3.49).

Zusétzlich waren zahlreiche Glutaredoxine in atnap6 deutlich verdndert exprimiert, 6
Glutaredoxine waren in der Expression reduziert, widhrend 3 weitere eine Erhdhung der

Expression aufwiesen.
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Abbildung 3.49. Anderung der Expression von regulativen Genen in atnap6.

Expressionsdaten wurden als log2-Werte der Anderung von atnap6 zu WT dargestellt.
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Mehrere AP2-Transkriptionfaktoren waren reduziert, stark erhoht war die Expression eines Myb-

Transkriptionsfaktors zur Synthese von Anthocyanin 2.

Weiterhin war ein Chlorophyll A-B-bindendes Protein der ELIP (,,early light induced protein‘)-

Familie in der Expression deutlich erhoht. Weitere deutlich unterschiedlich exprimierte Gene

sind in Tabelle 3.50 aufgelistet.

Cytokinin
-12.07 At5g62920  ARRG6 Response Regulator Type A
-6.08 Atlgl9050  ARR7 Respones Regulator Type A
-5.73 At3g48100  ARRS Response Regulator Type A
-3.86 Atlg74890  ARRIS Response Regulator Type A
7.92 At3g16360  AHP4 Histidine phosphotransfer protein
Licht
3.67 At3g22840  ELIP Chlorophyll A-B binding protein
Glutaredoxin
-13.64 At4gl5690  Glutaredoxin
-13.59 At4g15680  Glutaredoxin
-9.95 At4gl15660  Glutaredoxin
-6.12 Atl1g03020  Glutaredoxin
-5.25 At3g62930  Glutaredoxin
-4.97 At4gl15700  Glutaredoxin
-2.79 At3g62950  Glutaredoxin
6.34 At3g62960  Glutaredoxin
6.16 At4g33040  Glutaredoxin
3.77 At5g11930  Glutaredoxin
3.11 At2g47880  Glutaredoxin
Transkriptionsfaktoren
-19.3 At4g29030  Glycine-rich protein
-16.49 At3g48360  Speckle-type POZ protein
-14.63 At5g44160  C2H2 Zinc-finger protein
AP2 domain protein, Ethylene-responsive element
-8.88 At4g23750  binding
AP2 domain protein, Ethylene-responsive element
-8.1 Atlg21910  binding
33.07 Atl1g66390  Myb Transcription factor PAP2
Sonstige
-6.73 Atlg35140  Phosphate-responsive protein
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-5.29 At1g62480
-4.37 At4g31000
6.63 At5g59700

Vacuolar calcium-binding protein
Calmodulin-binding protein

Receptor-like protein kinase

Tabelle 3.50. Anderung der Expression von regulativen Genen in atnap6.

Erste Spalte: Faktor der Anderung der Expression gegeniiber Wildtyp. Zweite und dritte Spalte: Name und

Beschreibung der Genprodukte.

3.5.2.5 Vergleich der atnap6 Expression von Genen der zelluléiren Stressantwort und

Entwicklung

Die globale Verinderung der Gene der Stressantwort und zelluliren Entwicklung ist in

Abbildung 3.51 dargestellt. Verschiedene Stress-abhéngige Gene lagen in atnap6 mit veranderter

Expression vor. Diese sind in Tabelle 3.52 zusammengefasst mit den an der Zellentwicklung

beteiligten Genen aufgefiihrt.
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Abbildung 3.51. Anderung der Expression von Genen der zelluliiren Stressantwort und

Entwicklung.

Dargestellt ist die relative Anderung von atnap6 zu WT.
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Biotischer Stress

S-adenosyl-L-methionine:trans-caffeoyl-Coenzyme A 3-O-

-8.87 Atlg67990  methyltransferase
-6.29 At2g02100  Plant defensin protein PDF2.2
-5.4 Atlgl18250  Thaumatin
-4.71 At2g43590  Chitinase
-4.52 Atlg61070  Plant defensin protein PDF2.4
-4.04 At5g36910  Thionin
6.42 At2g14610  Pathogenesis related protein PR-1
5.83 At5g44420  Antifungal protein AFP4
Abiotischer
Stress
-22.09 At1g28290  Pollen Ole el allergen and extensin
-3.51 At5g20630  Germin-like protein GER3
-3.24 Atlg70830  Bet v Iallergen
-3.37 At1g24020  Bet v Iallergen
4.47 At2g40130  Heat shock protein HSP101
2.95 At4g36990  Heat shock transcription factor 4 HSTF4
2.69 Atlg69450  Early-response to dehydration protein
Redox
-2.62 At5g61440  Thioredoxin
-2.57 At1g63940  Monodehydroascorbate reductase
Zellzyklus
-3.81 At3g56070  Cyclophilin
-3.53 Atlgd7210  Cyclin
Entwicklung
-5.17 Atlgl9200  Senescence-associated protein
-4.78 At4g34950  Nodulin-like protein
-4.5 At3g15400  Anther development protein
-4.49 Atlg75910  Extracellular lipase EXL4
-3.76 Atl1g69120  floral homeotic protein APETALA1
10.85 At2g41380  Embryo-abundant protein
3.89 Atl1g52880  NAM family protein
3.81 Atlg22160  Senescence-associated protein
3.17 At5g50800  Nodulin MtN3 family protein

Tabelle 3.52. Anderung der Expression von Genen der zelluliren Stressantwort und

Entwicklung.

Erste Spalte: Faktor der Anderung der Expression von atnap6 im Vergleich zu Wildtyp. Zweite und dritte Spalte:

Name und Beschreibung der Genprodukte.
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3.5.2.6 Expression der atnap6 Tetrapyrrolsynthese-Enzyme

Fiir die sufB Mutante atnapl (Meller et al., 2001) wurde eine Akkumulation von Protoporhyrin
IX, einem Zwischenprodukt in der Terapyrrolsynthese, nachgewiesen. Um eine Beeintrachtigung
des Tetrapyrrol-Wegs in atnap6 zu untersuchen, wurde die Expression der entsprechenden Gene
analysiert. Aus Abbildung 3.45 geht hervor, dass eine allgemeine Reduzierung der Expression

vorlag. Die detaillierten Anderungen der Expression sind in Tabelle 3.53 aufgefiihrt.

Tetrapyrrolsynthese
-2.91 At4g27440  PORB Protochlorophyllide reductase B
-2.87 At5g54190  PORA Protochlorophyllide reductase A
-2.35 At5g40850  UPMI1 Uroporphyrin III methylase
-2.24 At3g14930  UPD Uroporphyrinogen decarboxylase
-2.21 At5g08280  Porphobilinogen deaminase
-2.08 At5g63570  GSA1 Glutamate-1-semialdehyde aminomutase
-2.04 At2g40490  UPD Uroporphyrinogen decarboxylase
-1.91 At5g26710  Glutamate-tRNA ligase
-1.74 At5g45930  Mg-protoporhyrin IX chelatase
-1.82 Atlg69740  Porphobilinogen synthase
-1.77 Atl1g08520  Mg-protoporhyrin IX chelatase CHLD
-1.84 At4gl18480  Mg-protoporphyrin IX chelatase CHLI
-1.54 Atlg03475  Coproporphyrinogenase
1.36 At5g43860  Chlorophyllase CLH2

Tabelle 3.53. Anderung der Genexpression fiir Enzyme der Tetrapyrrolsynthese.

Erste Spalte: Faktor der Anderung der Expression von atnap6 im Vergleich zu Wildtyp. Zweite und dritte Spalte:

Name und Beschreibung der Genprodukte.

Die Gene fiir die Tetrapyrrolsynthese waren durchgidngig in der Expression gegeniiber dem
Wildtyp reduziert. Die stirkeste Reduzierung betraf die Gene des einzigen lichtabhidngigen
Schritts der Chlorophyllbiosynthese, PORA und PORB. Die iibrigen Gene waren ebenfalls
deutlich im Vergleich zum Wildtypniveau reduziert. Eine leichte Erhohung war nur bei der

Chlorophyllase CLH2, einem Chlorophyll-abbauendem Enzym zu beobachten.
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3.5.2.7 Expression der suf-Gene sufA bis sufE in atnap6

Die Anderungen in der Expression der suf-Gene konnten durch die Microarray-Daten verifiziert
werden (Abbildung 3.54).

Erwartungsgeméil war die Expression von sufD stark reduziert, der absolute MeBwert fiir die
Expression von sufD lag in der Ndhe des Grenzwertes, bei dem nicht mehr von einem
exprimierten Gen ausgegangen wurde (,,absent call®). Somit bestdtigte sich die Knock-out
Mutation von sufD in der atnap6 Mutante. Die iibrigen suf~-Gene zeigten keine einheitliche
Verdnderung der Expression. Wihrend das Expressionsniveau von sufS dem des Wildtyps
entsprach, war die Expression von von suf4 und sufB in atnap6 erhoht, die Expression von sufC

und sufE hingegen verringert.

Anderung
[Faktor]

+1,754
+1,51
+1,25 1
1
-1,25+
-1,51

1,751

Abbildung 3.54. Anderung der Expression der SUF-Komponenten in atnap6.

Auswertung der Microarray-Daten von atnap6 im Vergleich zu WT. Erwartungsgemal ist sufD stark reduziert, der

gemessene absolute Fluoreszenzwert liegt in der Ndhe des Grenzwerts von nicht exprimierten Genen.

3.5.3 Zusammenfassung der Microarray-Analyse von atnap6

Durch die Analyse der Genexpression von atnap6 konnten wichtige Hinweise auf die von der
sufD Mutation betroffenen Stoffwechsel- und Signalwege der Pflanze erhalten werden. Die
hauptsichlichen Anderungen betrafen relativ wenige distinkte funktionelle Bereiche. So wurde
die Anthocyanin und Flavonoid-Biosynthese in der Mutante induziert, verschiedene Zellwand-

modifizierende Enzyme hingegen reduziert. Die Tetrapyrrol-Biosynthese wurde global reduziert,
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die Photosynthese war in einigen wenigen Komponenten betroffen. Zahlreiche Glutaredoxine
zeigten ein deutlich verindertes Expressionsmuster. Eine wichtige Anderung war in der
Cytokinin-Signlisierung zu beobachten, der Transkriptionsfaktor ARR6, ein Schliisselenzym der
Signaliibertragung, war deutlich reprimiert, zusammen mit weiteren Response-Regulatoren vom
Typ A.

Die Auswertung der Microarray-Daten erlaubt somit eine Diskussion der beobachteten
Phénotypen von atnap6 vor dem Hintergrund einer verdnderten Genexpression im zelluldren

Kontext.
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4 Diskussion

4.1 ORF467 in Guillardia theta

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Nucleomorph-kodierte Protein
ORF467 der Cryptomonade Guillardia theta in der Plastide lokalisiert ist. Die
Aminosduresequenz von ORF467 weist Homologien zu SufD, einem Protein mit Homologen in
Bakterien und Pflanzen auf (Kapitel 3.1.1) und enthélt eine N-terminale Extension als topogenes
Signal zum Import des Préproteins in die Plastide. Die plastiddre Lokalisation von ORF467 aus

Guillardia theta konnte durch immunologische Methoden eindeutig nachgewiesen werden.

4.1.1 Cryptomonaden besitzen ein plastidir lokalisiertes SUF-System

Durch die Sequenzierung des Nucleomorph- und Plastidengenoms (Douglas et al., 2001; Douglas
und Penny, 1999) von Guillardia theta wurde erkennbar, dass Cryptomonaden die Gene fiir
mehrere SUF-Proteine besitzen. Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Cryptomonade Guillardia theta neben den im Plastidengenom
lokalisierten Genen fiir sufB (ycf24) und sufC (ycf16) ein Gen fiir SufD (orf467) im Genom des

Nucleomorphs enthédlt. Weiterhin konnte ein sufS-Gen im Kerngenom nachgewiesen werden.

Das SUF-System (SUF: Mobilization of Sulfur = Mobilisierung von Schwefel) ist fiir die
Instandhaltung und Synthese von Eisen-Schwefel (Fe-S) Clustern unter Bedingungen von
oxidativem Stress und Eisenmangel erforderlich (Outten et al., 2004). Das SUF-System kommt
in Bakterien und Pflanzen vor. Ahnlich wie das mitochondrielle ISC-System (Lill und Kispal,
2000) zur Synthese von Fe-S Clustern besteht auch das SUF-System aus mehreren

Komponenten.

Die Zusammensetzung des SUF-Systems variiert je nach Organismus. Das Genom von E. coli
enthdlt die suf~-Gene in Form eines kompletten sufABCDSE Operons, Cyanobakterien enthalten
ein Operon aus sufBCDS. Wihrend das Auftreten von suf4, sufE und dem bislang nur fiir
Cyanobakterien beschriebenen regulatorischen sufR (Wang et al., 2004) je nach Spezies variiert,

ist sufC immer zusammen mit sufB und/oder sufD vorhanden. In den Plastidengenomen von

119



Diskussion

Rotalgen und Cryptomonaden sind sufB und sufC als benachbarte Gene enthalten. In Rotalgen
ist sufD im Kern lokalisiert, wiahrend die Cryptomonaden sufD im Genom des Nucleomorphs

enthalten (Tabelle 4.1).

Die Homologien der eukaryoten SUF-Proteine zu den bakteriellen SUF-Proteinen, im Fall von
Guillardia theta insbesondere zu den cyanobakteriellen SUF-Proteinen, deutet auf eine
Aufnahme des urspriinglich prokaryoten SUF-Systems durch Endosymbiose hin. Wihrend der
primdren Endosymbiose, die zur Entstehung unter anderem der Rotalgen fiihrte, wurden die suf-
Gene mit dem photosynthetisch aktiven bakteriellen Endosymbionten aufgenommen. Mit der
Reduktion des Endosymbionten zum Organell wurden die suf~-Gene auf den Zellkern transferiert.
Die Gene sufB und sufC verblieben in Rotalgen und Cryptomonaden im Plastidengenom, wie
durch die Sequenzierung der Plastidengenome von Guillardia theta (Douglas und Penny, 1999)

und Cyanidioschyzon merolae (Ohta et al., 2003) nachgewiesen werden konnte.

sufA sufB sufC sufD sufS sufE sufR
Guillardia theta ycf24 ycfl6 orf467 gtl9all
Cyanidioschizon cmfl22c cmv001lc | cmv002c | cmh006¢c | cmhO1l4c | cmsl3lc
merolae
Thalassiosira sc.74 sc.118 sc.118 sc.15 sc.72 sc.87
pseudonana 77030 14489 15955 199166 39340 62547
Arabidopsis at4g04770
thaliana at1g10500 at5g44316 at3g10670 | at1g32500 | at1g08490 | at4g26500
Chlamydomonas C_7720002
reinhardtii C_190079 C_1240001 C_420004 | C_160126 | C_3680001| C_90207
Bigelowiella 2 EST EST ? 2 EST
natans
Synechocystis
sp. PCC6803 slr1417 slr0074 slr0075 slr0076 slr0077 slr1419 | sll0088
Escherichia .
coli K12 ydiC ynhE ynhD ynhc csdB ynha

Tabelle 4.1. suf-Gene in verschiedenen Organismen.

Identifizierte Homologe von suf~-Genen in verschiedenen Organismen. Farbiger Hintergrund zeigt Lokalisierung der

Gene in den verschiedenen Genomen der jeweiligen Organismen, Griin: Plastide, Gelb: Nucleomorph, Orange:

Kern. EST-Daten fiir Bigelowiella aus Archibald et al., 2004.
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Von Nachin et al. (2001) und Rangachari et al. (2002) wurde gezeigt, dass SufC ATPase-
Aktivitit besitzt. Zusitzlich konnten Nachin et al. (2003) und Xu und Meller (2004) eine
Interaktion mit SufB und SufD in Erwinia chrysanthemi bzw. Arabidopsis thaliana nachweisen.
Diese Untersuchungen lieBen vermuten, dass es sich bei SufB, SufC und SufD um die
Bestandteile eines ABC-Transporters handeln konnte.

Der klassische ABC-Transporter ist aus mehreren Bestandteilen aufgebaut. Hierzu zdhlen zwei
integrale Membrankomponenten, die aus a-helikalen Doménen bestehen und die eigentliche
Transportpore bilden. Mit diesen interagieren die ABC-Doménen, die durch die Hydrolyse von
ATP die benotigte Energie fiir den Transport iiber die Membran liefern. Die Verteilung dieser
Domiénen innerhalb der ABC-Transporterproteine variiert. In Bakterien sind héufig die
Komponenten auf einzelne Proteine verteilt, wihrend Eukaryoten auch Kombinationen der

verschiedenen Doménen in ihren Transporterproteinen enthalten (Schneider und Hunke, 1998).

Im Allgemeinen konnen die Transmembrandominen von Membranproteinen durch in silico
Analysen zuverlédssig bestimmt werden. Sollte es sich bei den Proteinen SufBCD um einen ABC-
Transporter handeln, so wire zumindest eine Transmembrandoméne bei einem der drei Proteine
zu erwarten gewesen. Mit verschiedenen Computeralgorithmen wurden jedoch keine solchen

Domaénen fiir die SUF-Proteine von Guillardia theta vorhergesagt (Kapitel 3.1.5).

4.1.2 SufS - kernkodierte Komponente des SUF-Systems in Cryptomonaden

Durch das noch nicht abgeschlossene EST-Projekt von Guillardia theta bestand die Mdglichkeit,
die vorliegenden Sequenzdaten auf das Vorhandensein weiterer suf~-Gene zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte ein Gen im Kerngenom von Guillardia theta identifiziert werden, das ein
Protein mit hohen Homologien zu SufS aus hoheren Pflanzen, Rotalgen und Bakterien (Kapitel
3.1.8) kodiert. Die identifizierte Sequenz von SufS aus Guillardia theta wies einen im Vergleich
mit anderen SufS-Sequenzen verkiirzten N-Terminus des Proteins auf. Somit besteht die
Moglichkeit, dass der SufS EST-Klon g#/9all nicht die vollstindige SufS-Sequenz kodiert. Das
Vorhandensein einer N-terminalen Extension als topogenes Signal zum Import in die komplexe
Plastide von G. theta konnte somit fiir SufS noch nicht bewiesen werden. Jedoch konnte durch
die Identifizierung von sufS im Kerngenom von Guillardia theta zam ersten Mal gezeigt werden,

dass ein plastiddr lokalisiertes System {iber drei verschiedene Genome verteilt ist (Abbildung

4.2).
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Diese ungewohnliche Verteilung der suf~-Gene iiber drei Genome in den Cryptomonaden entstand
vermutlich in mehreren Schritten im Laufe der Evolution. Zunédchst wurde das SUF-System in
der primdren Endosymbiose mit dem Cyanobakterium in den eukaryoten Wirt aufgenommen.
Einige suf-Gene wurden wihrend der nachfolgenden Reduktion des Cyanobakteriums zum
Organell in das Kerngenom tibertragen, die Gene sufB und sufC verblieben im Plastidengenom.
Es entstand die fiir heutige Rotalgen (Matsuzaki et al., 2004) charakteristische genomische
Verteilung des SUF-Systems mit sufB und sufC im Plastidengenom und sufA, sufD, sufE und
sufS im Kerngenom.

Im Verlauf der sekundédren Endosymbiose, die zur Entstehung der Cryptomonaden fiihrte, wurde
der Zellkern der aufgenommenen Rotalge durch Gentransfer auf den Kern des Wirts und
Genverlust bis zum Nucleomorph reduziert. Auch zahlreiche urspriinglich cyanobakterielle
Gene, die in der primiren Endosymbiose in den Kern der Rotalge transferiert worden waren,
wurden in das Kerngenom des eukaryoten Wirts libertragen. Die genomische Verteilung des
SUF-Systems wurde hierbei erneut gedndert, sufS wurde vom Kern des Endosymbionten in den
Kern des Wirts iibertragen, sufD hingegen verblieb auch nach der weitgehenden Reduktion des

Rotalgenkerns bis zum Nucleomorph der Cryptomonaden in diesem Restgenom.

4.1.3 Die genomische Kompartimentalisierung des SUF-Systems in Cryptomonaden

Der Gentransfer der Sekundidren Endosymbiose war also vorwiegend ein Transfer von
eukaryotem Symbiontengenom zum Kerngenom des Wirts. Eine weitere Verlagerung der SUF-
Komponenten sufB und sufC von der Plastide in das Kerngenom von Guillardia theta und
Talassiosira pseudonana fand nicht statt. Dies deutet auf eine potentielle Schwierigkeit hin, die
Gene fiir ein essentielles biochemisches System aus zwei unterschiedlichen Genomen,

Plastidengenom und Kerngenom des Endosymbionten, in den Kern des zu {iberfiihren.

Voraussetzung fiir einen solchen Transfer ist das Vorhandensein eines Transportsystems, das die
neuen kernkodierten Proteine in die urspriinglichen Kompartimente der Zelle zuriick dirigieren
kann. Ein Gentransfer von Komponenten plastiddrer Systeme erfordert dementsprechend ein
Transportsystem in die Plastide. Zusitzlich muss das Transportsystem so gestaltet sein, dass
Proteine filir das periplasmatische Kompartiment, das frithere Cytosol der Rotalge, nach dem
Transfer der kodierenden Gene vom Endosymbiontenkern in dieses zuriick gelangen konnen,
sofern nicht die Relokalisation der biochemischen Funktion in das Cytosol einen Transport

eriibrigt.
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Abbildung 4.2. Kompartimentalisierung der suf-Gene in verschiedenen Organismen.

Schematische Darstellung der Verteilung des SUF-Systems in verschiedenen Organismen. A-S: Gene sufA-sufS.
Cyanobakterium: Synechocystis sp. PCC6803, Rhodophyten: Cyanidioschyzon merolae, Chlorophyten:
Chlamydomonas reinhardtii, Cryptophyten: Guillardia theta, Chlorarachniophyten: Bigelowiella natans,

Diatomeen: Thalassiosira pseudonana, Euglenophyten: Euglena gracilis.
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Das SUF-System selbst kann offensichtlich durchaus vollstindig aus dem Plastidengenom in den
Kern verlagert werden, wie das Beispiel der hoheren Pflanzen zeigt. Die SUF-Proteine ATNAPI
(SufB), ATNAP7 (SufC) und ATNAPG6 (SufD) von Arabidopsis thaliana sind kernkodiert und
werden in die Plastide importiert (Xu et al., 2005; Xu und Meller, 2004; Hjorth et al., 2005). Die
SUF-Proteine SufA, SufE und SufS aus Arabidopsis thaliana besitzen ein Transitpeptid und sind
vermutlich ebenfalls plastidédr lokalisiert. Ein Verbleib einzelner suf-Gene im Plastidengenom,
wie in Rotalgen und Cryptomonaden, ist demnach nicht funktionell begriindet. Die Beteiligung
des SUF-Systems an der Biosynthese von plastiddren Eisen-Schwefel-Cluster Proteinen erlaubt
keine Relokalisierung des Systems in das Cytosol. Der Transport von assemblierten Fe-S
Proteinen iiber Membranen ist nur schwer méglich und erfordert den Einbau der Fe-S Cluster vor
Ort, sowohl in Mitochondrien als auch in Plastiden. Die Proteine des plastiddiren SUF-Systems
konnen jedoch in beliebigen Genomen kodiert sein, sofern die Aminosduresequenzen die

erforderlichen topogenen Signale zum Import in die Plastide enthalten.

Die Cryptomonaden stellen in evolutiondrer Hinsicht somit eine Zwischenstufe in der Reduktion
des Symbionten dar. Die erforderlichen Mutationen, vermutlich durch Rekombination (Kilian
und Kroth, 2004), der suf~-Gene zur Modifikation der kodierten Proteine mit einem geeigneten
topogenen Signal zum Reimport in die Plastide erfolgten in den Cryptomonaden nicht.

Folglich besteht in den Cryptomonaden auch weiterhin der Bedarf, einen Nucleomorph mit allen
erforderlichen Genen einer Expressionsmaschinerie fiir die verbliebenen Proteine mit plastiddren
Funktionen zu erhalten. Erst nach Verlagerung des letzten Gens fiir plastiddre Funktionen auf das
Kerngenom entfillt die essentielle Rolle des Nucleomorphs. Ebenso wird die Bedeutung des
periplasmatischen Kompartiments, in Cryptomonaden ist dies unter anderem der Ort der Stérke-
Speicherung, mit der Verlagerung der verbliebenen biochemischen Funktionen in das Cytosol
abnehmen. Die Heterokontophyten sind ein Beispiel filir diese schrittweisen Verlagerungen, die
Starke wird hier bereits im Cytosol gespeichert und es ist kein Nucleomorph mehr vorhanden. Es
verbleiben vier Membranen um die Plastide und somit auch ein Rest des periplasmatischen
Kompartiments. Mdglich ist, dass eine Verlagerung der letzten biochemischen Funktionen des
periplasmatischen Kompartiments zu einem Verlust der periplasmatischen Membran wie in den
Peridinin-haltigen Dinoflagellaten fiihren wird.

Gleichzeitig konnte die Kodierung von SufD (ORF467) und anderen Proteinen mit plastidérer
Funktion auf dem Nucleomorph eine generelle Schwierigkeit des Transfers von Genen zwischen

zwei eukaryoten Genomen aufzeigen. Beispiele fiir einen Gentransfer von Eukaryot zu Eukaryot
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sind beschrieben (Archibald et al., 2003; Andersson et al., 2003), der Mechanismus ist jedoch
nicht im Detail aufgeklért.

Durch die vorliegende Arbeit wurde am Beispiel des plastidér lokalisierten SufD jedoch gezeigt,
dass Nucleomorph-kodierten Proteine an wichtigen plastiddren Funktionen beteiligt sind und

keine nicht-funktionellen Relikte einer genomischen Reduktion darstellen..

4.2 SufD in Arabidopsisthaliana

Arabidopsis thaliana enthdlt Gene fiir die Proteine SufA bis SufS im Kerngenom. Die
Aminosduresequenzen aller dieser Proteine enthalten ein durch Computeralgorithmen
vorhergesagtes Transitpeptid als topogenes Signal zum Import in die Plastide. In der
vorliegenden Arbeit wurde fiir das SufD-Homologe ATNAP6 die plastiddre Lokalisation durch
in vivo Expression von GFP-Fusionsproteinen nachgewiesen. Die Analyse der T-DNA
Insertionsmutante atnap6 zeigte einen komplexen Phinotyp, der keine unmittelbare funktionelle
Zuordnung von ATNAPG6 erlaubte. Vielmehr ist es notwendig, den komplexen Phinotyp von
atnap6 als Kombination von priméren und sekundiren Effekten in Folge der Knock-out Mutation

von ATNAPG6 zu betrachten.

4.2.1 Der atnap6 Embryonaldefekt

Der fiir die atnap6 Mutante charakteristische Phinotyp wurde in Kapitel 3 beschrieben. Die
atnap6 Embryonalentwicklung zeigte einen Stillstand der Entwicklung vorwiegend im
globuldren Stadium, und weniger hdufig in spédteren Phasen, wie dem herzformigen oder
Torpedostadium (Kapitel 3.4.3.3). Diese Arretierung in den Entwicklungsstadien fiihrte zur

Bildung von nicht keimfahigen abortiven Samen.

Die Plastiden aller Kohlendioxid fixierenden Pflanzenzellen entwickeln sich aus Vorldufern, den
Proplastiden. Diese sind in den undifferenzierten embryonalen Zellen, den meristematischen
Zellen, anzutreffen. Aus diesen Organellen entwickeln sich im Laufe der Embryonalentwicklung
durch Differenzierung die Chloroplasten, die Chromoplasten, Etioplasten, Amyloplasten oder
Leukoplasten. In den Chloroplasten bilden sich wihrend der Differenzierung die Thylakoid-
membranen, das Lumen und das Stroma (Mullet, 1998). In der Thylakoidmembran sind die fiir

die Photosynthese benoétigten Proteinkomplexe wie Photosystem I und II, Cytochrom-bef
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Komplex und ATP-Synthase lokalisiert (Allen und Forsberg, 2001). Die Plastidengenome
kodieren neben der benétigten Maschinerie zur Translation auch Proteine als Bestandteile fiir die
erwihnten Systeme (Sugiura et al., 1998). Zahlreiche weitere Komponenten der Photosynthese-
Systeme sind jedoch auf dem Kern kodiert und werden in die Plastide importiert.

In der normalen Embryonalentwicklung von Arabidopsis thaliana erfolgt die Differenzierung der
Proplastide in den Chloroplasten wihrend des Ubergangs vom globuliren Embryostadium in das
herzformige Stadium (Vothknecht und Westhoff, 2001). Dieser Ubergang ist eine kritische Phase
in der Entwicklung und wird von der Expression zahlreicher essentieller Gene gekennzeichnet
(Heckel et al., 1999).

Mutationen in Genen, die zu Embryonaldefekten fiithren, werden bei Arabidopsis thaliana in die
Kategorie der EMB-Gene (emb: Embryo-lethal oder Embryo-defekt) eingeordnet (Meinke und
Sussex, 1979). Vermutlich existieren bis zu 500 EMB-Gene (Despres et al., 2001), Mutationen in
diesen Genen fiihren in vielen Fillen zu einem fehlerhaften Ubergang vom globularen in das
herzférmige Stadium der Embryonalentwicklung, dhnlich wie im beschriebenen Fall der atnap6
Mutation (Abbildung 4.3).

Funktionelle Untersuchungen an EMB-Genen mit diesem Entwicklungsdefekt zeigten, dass es
sich bei den Genprodukten oftmals um notwendige plastidire ,,Housekeeping“-Proteine
handelte. Beispiele hierfiir sind die plastiddre Glycyl-tRNA-Synthethase (Uwer et al., 1998) und
die plastiddre Lysophosphatidylsdure-Acyltransferase (Yu et al., 2004), sowie die Proteine
EMB506 (Albert et al., 1999; Despres et al., 2001), RASPBERRY3 (Apuya et al., 2002) und
SSR16 (Tsugeki et al., 1996).

| Embryogenese >

o
Proplastide - Chloroplast

4
4

°© — a»
[
[
[

0 ) ——

globuldrer Embryo herzférmiger Embryo

atnap6

Abbildung 4.3. Effekt von atnap6 wiihrend der Embryogenese.

Die Entwicklung vom globuldren zum herzférmigen Embryo erfolgt zum Zeitpunkt der Differenzierung der
Proplastide in den Chloroplasten. atnap6 Embryos zeigten liberwiegend einen Defekt in diesem Stadium der

Entwicklung (rot hervorgehoben).
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Die gleichen Embryonaldefekte, die Mutationen der Gene fiir die erwédhnten plastiddaren Proteine
verursachen, wurden ebenfalls fiir Mutationen von Genen des Auxin-Metabolimus und Auxin-
Transports beschrieben (Hobbie et al., 2000; Hamann et al., 1999; Hardtke und Berleth, 1998).
Im Stadium des globuliren Embryos wird unter anderem der polare Transport von Auxin

etabliert (Steinmann et al., 1999).

Diese Untersuchungen zeigten, dass Embryonaldefekte durch die Mutation von Genen fiir
Proteine verschiedener funktioneller Kategorien hervorgerufen werden kdnnen und eine primére

Funktion des jeweiligen Proteins in der Embryonalentwicklung nicht gegeben sein muss.

4.2.2 Die atnap6 Funktion ist nicht auf die Embryonalentwicklung beschrinkt

FEine Aussage beziiglich der potentiellen Funktion eines Gens aufgrund eines beobachteten
Embryonaldefekts beim Ubergang vom globuliren in das herzformige Stadium ist nur schwer
moglich. Fiir eine funktionelle Analyse ist es somit erforderlich, die phanotypische Untersuchung
in einem spateren Entwicklungsstadium durchzufiihren. Erschwert wird dieses durch die gerade
bei Mutationen von Housekeeping-Genen hiufige Lethalitit einer Mutation. Auch bei nicht
lethalen Mutationen ist bei der funktionellen Analyse der Pflanzen zu beachten, dass Gene, deren
Mutation einen Embryonaldefekt verursacht, nicht auf eine Rolle in der eigentlichen
Embryonalentwicklung beschriankt sein miissen, sondern im weiteren Verlauf der
Pflanzenentwicklung durchaus weitere Funktionen {ibernehmen konnen. Dies wurde am Beispiel
des Gens EMB506 bewiesen, dem zusétzlich zur Rolle wahrend der Embryogenese eine weitere
Funktion wihrend des vegetativem Wachstums der Pflanze zugeordnet wurde (Despres et al.,

2001).

Einen wichtigen Hinweis auf eine plastiddre Funktion eines Proteins kann in diesem Fall die
subzelluldre Lokalisierung des Proteins in der Plastide liefern. Eine Chloroplasten-Lokalisierung
konnte in dieser Arbeit fiir SufD (ATNAPG6) aus Arabidopsis thaliana eindeutig nachgewiesen

werden und wird im Weiteren detaillierter diskutiert.

Im Rahmen der durchgefiihrten Expressionsanalysen (Kapitel 3.5) des Affymetrix-Systems und
Auswertung verodffentlicher Datensidtze der Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC)
Datenbank (http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl) wurde erkennbar,

dass mRNA von ATNAP6 in allen Entwicklungsstadien von Arabidopsis thaliana nachgewiesen
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werden konnte. Die hochsten Mengen an ATNAP6 mRNA sind in griinem Blattgewebe
enthalten, geringere Mengen in nichtgriinen Geweben. Dieses Expressionsmuster liefert einen
klaren Hinweis auf eine plastiddre Funktion von ATNAP6. Die bekannten funktionellen
Untersuchungen an Komponenten des SUF-Systems, sowohl in Prokaryoten wie auch in
Eukaryoten, deuten auf eine Beteiligung an der Biosynthese von Eisen-Schwefel Clustern hin
(Djaman et al., 2004; Nachin et al., 2001; Nachin et al., 2003). Proteine mit Fe-S Clustern
besitzen Bedeutung fiir wichtige plastiddre Funktionen, somit ist eine primdre Funktion von
ATNAPG6 in der Embryonalentwicklung unwahrscheinlich. Die Biosynthese von Proteinen mit
Fe-S Clustern durch das SUF-System gewinnt mit der Chloroplastendifferenzierung an
Bedeutung, zum Beispiel fiir den Aufbau der Photosyntheseapparate oder der

Isoprenoidbiosynthese, und ist iiber den gesamten Entwicklungszyklus erforderlich.

4.2.3 atnap6 Phinotypen als Folge lichtabhiingiger Regulationen ?

Durch die Oligonukleotid-Microarray Analyse (Kapitel 3.5) konnten signifikante Verdnderungen
der Genexpression in bestimmten Stoffwechsel- und Regulationsprozessen der atnap6 Mutante
nachgewiesen werden.

Eine direkte funktionelle Beteiligung von ATNAP6 an den verschiedenen betroffenen Prozessen,
wie zum Beispiel der Anthocyanidin-Synthese ist unwahrscheinlich, vielmehr mufB3 die
Interpretation der beobachteten Verdnderungen vor dem Hintergrund einer komplexen und
integrierten zelluliren Antwort auf den zugrunde liegenden auslosenden Faktor, die Knock-out
Mutation des Gens fiir ATNAPG6, erfolgen.

Diese Betrachtungsweise ermdoglicht es, die Phénotypen der atnap6 Mutante, wie das reduzierte
Hypokoptyl- und Wurzelwachstum und die Verdnderungen im Anthocyanidin-Stoffwechsel, als
Folge einer Beeinflussung von verschiedenen Regulationsprozessen zu diskutieren. Diese
Phinotypen zeigen vermutlich direkte Verbindung zu der Funktion von ATNAPG6, verdeutlichen
jedoch, dass die ATNAP6 Knock-out Mutation bestimmte lichtabhingige und Cytokinin-

Signalwege beeintrachtigt.

Die atnap6 Microarray-Analyse zeigte stark erhohte Transkriptmengen von Enzymen der
Anthocyanidin-Synthese und eines zugehorigen MYB Transkriptionsfaktors.

Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt, dass die Produktion von Anthocyanidin, ebenso
wie das Hypocotyl-Wachstum, einer lichtabhdngigen Regulation unterliegt (Ma et al., 2001;
Tepperman et al., 2001; Wang et al., 2002). Die hierfiir notwendigen Photorezeptoren der
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Pflanze sind die Phytochrome, die Rotlicht (,,Red-light*, R, Wellenldnge > 600 nm) und Fern-
Rotlicht (,,Far-red“, FR, Wellenldnge > 700 nm) detektieren. Diese regulieren verschiedene
Licht-Antworten, unter anderem die Photomorphogenese und die Induktion der Bliite (Quail et
al., 1995 und 2002; Neff et al., 2000). Fiinf Phytochrome, phyA bis phyE, sind in Arabidopsis
thaliana bekannt. Der primdren Photorezeptoren fiir die Antwort auf Rot bzw. FR-Licht sind das

lichtlabile phyA und das lichtbestindige phyB.

Die Phytochrome von Arabidopsis thaliana besitzen Homologien zu bakteriellen HIS Protein-
Kinasen, jedoch fehlen die fiir die HIS Protein-Kinase Aktivitdt notwendigen konservierten
Sequenzmotive (Hwang et al., 2002). Der Aufbau der Phytochrome besteht aus einer N-
terminalen Domédne mit einem kovalent gebundenen linearen Tetrapyrrol-Chromophor
Phytochromobilin, der C-terminale Bereich besteht aus einer HIS Protein-Kinase @hnlichen
Doméne und zwei PAS Doménen. Diese PAS Dominen dienen zur Weiterleitung von Signalen
und zur Regulation der Kinase-Aktivitit (Taylor und Zhulin, 1999). Fiir phyA konnte eine
Ser/Thr-Kinase-Aktivitit nachgewiesen werden (Montgomery und Lagiaras, 2002). Dieses
deutete auf die Moglichkeit hin, dass die Lichtsignalisierung in hoéheren Pflanzen auf einem
lichtregulierten Phosphotransfer-Mechanismus beruht.

Phytochrome interagieren in komplexer Weise mit den Blaulichtrezeptoren, den Cryptochromen,
sowie zahlreichen Transkriptionsfaktoren und Komponenten unterschiedlicher Signalwege
(Quail, 2002). Ein Beispiel ist der Transkriptionsfaktor PIF3, der an der frithen lichtabhingigen
Chloroplasten-Entwicklung beteiligt ist (Monte et al., 2004), dem verwandten Transkriptions-
faktor PILS5, dem eine Beteiligung an der Samenkeimung und Hypokotyl-Elongation
zugeschrieben wurde (Oh et al., 2004) oder dem Arabidopsis Response Regulator ARR4, der
eine Verbindung zwischen Lichtsignalisierung und Cytokinin-Signalisierung herstellt (Sweere et
al., 2001).

Uber den Response Regulator ARR4 besteht eine direkte Verbindung zu lichtabhingigen
Entwicklungsprozessen. ARR4 interagiert mit Phytochrome B und stabilisiert dessen FR-Licht
aktive Form (Sweere et al., 2001). Neuere Untersuchungen zeigten eine Beteiligung von weiteren

ARRs, ARR3, ARRS und ARRG6 an der Rotlicht-Signalisierung (To et al., 2004).

4.2.4 Reduzierte Transkription von Zellwand modifizierenden Enzymen in atnap6

Eine Anzahl von hydrolysierende Enzymen der Zellwand waren in der atnap6 Mutante stark

reduziert. Dazu gehorte Xyloglucan Endotransglycosylase, verantwortlich fiir die endolytische
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Spaltung von Xyloglucan Bindungen in der Zellwand (Campbell und Braam, 1999). Weiterhin
war die Transkription von mehreren Proteine der Expansin-Familie (Allergene) reduziert, diese
Glycoproteine schwidchen vermutlich die nichtkovalenten Bindungen der Zellwand-
Polysaccharide und schaffen damit die Voraussetzung fiir das Wachstum der Pflanzenzellen

(McQueen-Mason und Cosgrove, 1995; Whitney et al., 2000; Li und Cosgrove, 2001).

Untersuchungen von Ma et al. (2001) zeigten, dass Gene fiir die Lockerung der Zellwand einer
starken negativen Regulation bei Lichteinstrahlung unterliegen. Die Transkriptmenge
verschiedener dieser Gene war in atnap6 stark reduziert. Der grofe Einflu von Licht auf die
Pflanzenentwicklung wurde schon frither am Beispiel der Inhibierung des Hypokotyl-Wachstums
und der Kotyledonen-Expansion demonstriert (von Arnim und Deng, 1996). Die Reduzierung
der Transkription von Zellwand-modifizierenden Enzymen und das reduzierte Hypokotyl-
wachstum in afnap6 kann somit eine Antwort auf Lichtstress darstellen. Dies zeigt, dass die
Beeinflussung der Phytochrom-Signalisierung in atnap6 einen komplexen Phinotyp verursacht,

der keinen direkten RiickschluB auf die plastiddren Funktion von ATNAP6 zuldsst.

4.2.5 Die A-Type ARR Transkriptionsfaktoren in atnap6

Die Microarray-Analyse von atnap6 zeigte eine deutliche Reduzierung der Transkriptmenge von
vier Response Regulatoren, ARRS, ARR6, ARR7 und ARR15. Alle diese Regulatoren werden in
die Kategorie der A-Type Response Regulatoren eingeordnet. In Arabidopsis thaliana sind
insgesamt 32 Gene fiir putative Response Regulatoren bekannt (Hwang et al., 2002). Diese
unterteilen sich in drei Familien: die A-Type ARRs, B-Type ARRs und die APRR Pseudo-
Response Regulatoren.

Der Aufbau der A-Type ARRs dhnelt dem CheY Response Regulator aus E. coli (Imamura et al.,
1998). Die Expression zahlreicher A-Type ARRs, unter anderem auch ARR3 bis ARRY, wird
spezifisch und unmittelbar durch Cytokinin induziert (Taniguchi et al., 1998; Kiba et al., 1998;
D’Agostino et al., 2000). Die in atnap6 betroffenen ARRs ARRS, ARR6 und ARR7 sind die
Response Regulatoren, die am stirksten durch Cytokinin induziert werden (Rashotte et al.,
2003).

Die Transkription von ARR4, ARRS, ARR6 und ARR7 wird durch eine von AHK4 (CRE1)
ausgehende Signalisierungs-Kaskade ausgeldst, in der die B-Type ARRs ARRI, ARR2 und
ARRI10 als Phosphorylierungs-abhéngige Transkriptionsfaktoren fiir die A-Type ARRs
mitwirken (Hwang und Sheen, 2001; Sakai et al., 2001).
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Durch Kiba et al. (2002) wurde die Beteiligung von weiteren A-Type ARRs, ARR15 und
ARR16, an einem von AHK4 ausgehenden Signalisierungsweg beschrieben, der besondere

Bedeutung fiir die Wurzelentwicklung und Morphogenese von Arabidopsis thaliana besitzt.

Die deutlich reduzierte Transkription von vier A-Type ARR Response Regulatoren in atnap6
konnte somit ursdchlich fiir die beobachtete Reduzierung des Wurzelwachstums sein und zeigt,
dass die Knock-out Mutation des plastiddr lokalisierten ATNAP6 Proteins zu weitgehenden
zelluldiren Antworten fiihrt, die zumindest teilweise mit der Cytokinin-Signalisierung der Zelle

integriert sind.

4.2.6 atnap6 Phianotypen als Folge einer Cytokinin-Signalisierung ?

Die Analyse der Arabidopsis thaliana Mutanten crel-1 und wol lieferte wichtige Hinweise auf
eine Beteiligung der Cytokinin-Signalisierung fiir die morphologische Entwicklung in
Wurzelgewebe (Yamada et al., 2001). Beide Mutanten konnten auf eine Mutation, die zum
Funktionsverlust fiihrte, in der Histidin-Kinase AHK4 (CREIl), einem primdren Cytokinin-
Rezeptor, zuriickgefiihrt werden. Der Phénotyp der crel-1 und der wol Mutante bestand in einer
stark eingeschrinkten Elongation der Wurzeln und zeigte Verdnderungen im vaskuldren Gewebe
der Wurzeln (Mahonen et al., 2000; Innoue et al., 2001).

Die Plastiden hoherer Pflanzen enthalten zahlreiche Cytokinine und zugehorige Enzyme des
Cytokinin-Metabolimus (Benkova et al., 1999). Die Beteiligung von Cytokininen an der
Plastiden-Differenzierung und Photomorphogenese sowie ein Einfluf auf den phyA-Gehalt
wurde am Beispiel von Erbse nachgewiesen (Seyedi et al., 2001). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass die Protein-Kinase WPK4 gleichermallen von Licht und Cytokinin induziert wird
(Ikeda et al., 1999). Der durch die Bestrahlung mit Rotlicht ausgeloste Verlust des Hypokotyl-
Gravitropismus in Arabidopsis konnte durch die Zugabe von Cytokinin wiederhergestellt werden
(Golan et al., 1996). Diese Untersuchungen deuten auf einen Zusammenhang zwischen der

Cytokinin- und der lichtabhingigen Phytochrom-Signalisierung in Pflanzen hin.

Vor diesem Hintergrund scheint die Beobachtung einer Anzahl von Cytokinin-regulierten
Phinotypen, wie dem reduzierten Wurzelwachstum, und Phytochrom-regulierten Phénotypen,
wie dem eingeschriankten Hypokotylwachstum und der reduzierten Transkription von Enzymen
der Anthocyanidin-Synthese in der atnap6 Mutante plausibel. Die Beeinflussung Licht- oder
Cytokinin-abhédngiger Signalwege durch die Knockout-Mutation von ATNAPG6 fiihrt zu einem
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komplexen Phénotyp, dessen Analyse durch die Wechselwirkung von Cytokinin- und
Phytochrom-Signalwegen erschwert wird. Die Art der retrograden Signalisierung von Plastide zu
Kern, ob durch den Transport von Mg-Protoporphyrin IX, Cytokinin oder anderen
Signalmolekiilen, als Folge des ATNAP6 Knock-outs bleibt unklar.

4.2.7 Reduzierter Chlorophyllgehalt in atnap6

Eine Interpretation des reduzierten Chlorophyllgehalts in atnap6 Pflanzen kann durch die
Einbeziehung der von Mgller et al. (2001) beschriebene Beteiligung des Arabidopsis SUF-
Systems an der Signaliibermittlung von der Plastide zum Kern erfolgen. Die von Mgller
beschriebene Mutante atnap! (SufB Knock-out) zeigte einen reduzierten Chlorophyllgehalt
sowie einen erhohten Gehalt von Protoporhyrin IX im Blattgewebe. Protoporhyrin IX ist eine
Vorstufe im Tetrapyrrol-Biosyntheseweg, der in der Plastide von Arabidopsis sowohl zur
Synthese von Chlorophyll als auch zur Him-Biosynthese dient. Die Him-Biosynthese in den
Plastiden fiihrt zur Bildung des Chromophoren von Phytochrom, Phytochromobilin.

Die letzte gemeinsame Komponente in diesem Syntheseweg ist Protoporphyrin IX. Anschlieend
erfolgt die Gabelung in den Chlorophyll-Weg und den Hdim-Weg. Im Chlorophyll-Weg wird
durch den Einbau von Magnesium Mg-Protoporphyrin IX gebildet, im Hidm-Weg Eisen unter
Bildung von Protohdm eingebaut.

Von Maoller et al. (2001) wurde eine Funktion von SufB in der Signaliibertragung von Plastide zu
Kern postuliert. Die Erhdhung des Protoporphyrin IX-Gehalts infolge der atmapl Mutation
wurde als Resultat eines fehlerhaften Transport von Protoporphyrin IX angesehen. Dieses wird
von der Protoporphyrinogen IX Oxidase (PPO), einem Membranprotein, im Plastidenenvelope
aus Protoporhyrinogen IX gebildet und anschlieend in das Stroma reimportiert (Reinbothe und
Reinbothe, 1996). Dieser TransportprozeB3 sollte putativ unter Beteiligung von SufB als
Bestandteil des SufBCD ABC-Transporters erfolgen. Die beobachtete Reduzierung des
Chlorophyllgehalts wurde durch eine Signalfunktion von Protoporhyrin IX als negativem
Regulator von kernkodierten Genen wie Lhcb (lichterntende Chlorophyll a/b bindende Proteine
von PS II) und Rcbs (Ribulosebisphosphat Carboxylase, kleine Untereinheit) postuliert (Mgller et
al., 2001).

Nach neueren Untersuchungen, vor allem an den sogenannten gun-Mutationen (gun: genomes
uncoupled), wurde jedoch deutlich, dass die Signalisierung von der Plastide zum Kern unter
Bedingungen oxidativen Stresses, mit dem Ergebnis einer Reduzierung der Transkription von

Photosynthese-Genen, nicht auf der Stufe von Protoporphyrin IX erfolgt. Vielmehr wurde eine
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entsprechende Signalfunktion fiir Mg-Protoporhyrin IX nachgewiesen (Larkin et al., 2003;
Strand et al., 2003).

Fraglich bleibt, ob die von Mgller et al. beobachtete Akkumulation von Protoporphyrin IX eine
Beteiligung des SUF-Systems an einer Signalisierung von Plastide zu Kern bedeutet, oder ob die
erhdhten Mengen an Protoporhyrin IX Folge einer generellen Beeintrdchtigung des Tetrapyrrol-

Biosynthesewegs in der beschriebenen sufB Mutante ist.

Im Falle der Mutante atnap6 wurde durch die Microarray Expressionsanalyse eine deutliche
Reduzierung der Transkriptmenge wichtiger Schliisselenzyme der Tetrapyrrol-Biosynthese
gezeigt. Insbesondere nach der Gabelung des Tetrapyrrol-Wegs in den Chlorophyll- und den
Ham-Syntheseweg sind Reduzierungen in den Transkriptmengen der beteiligten Gene, wie zum
Beispiel von pord, porB und porC, den Genen fiir Protochlorophyllid-Reduktasen zur
lichtabhédngigen Chlorophyllsynthese, deutlich erkennbar. Sofern die SUF Komponenten SufB
und SufD tatsdchlich eine gemeinsame Funktion besitzen, dies ist unter anderem durch
Interaktionsanalysen untermauert, kann die Erhohung des Protoporhyrin IX Gehalts der sufB
Mutante bloe Folge einer Einschridnkung der nachfolgenden Syntheseschritte sein, zum Beispiel
durch Einschrinkung des Hdm-Biosyntheseweges durch Eisenmangel mit einer nachfolgenden

Akkumulation von Protoporphyrin IX.

Die von Moller beschriebene reduzierte Empfindlichkeit der sufB Mutante gegeniiber FR (Far-
Red) Licht und eine Repression von lichtregulierten Genen deutet jedoch auf eine Beeinflussung
lichtabhingiger Signalwege durch die Knock-out Mutation von SufB (ATNAPI) hin. Diese
Beobachtung unterstiitzt die bereits fiir ATNAP6 diskutierte Interpretation der Auswirkung des
Knock-outs einer plastidir lokalisierten SUF-Komponente auf Licht- oder Cytokinin-abhingige

Signalwege.

4.2.8 Lichtstress in athap6 Plastiden ?

Wihrend der Photosynthese nehmen die Chlorophylle die Lichtenergie auf und wandeln sie in
elektrochemische Energie um, die im Weiteren in die Reaktionszentren der Photosysteme
tibertragen wird. Bei einer Intensitit der Lichteinstrahlung, die die Kapazititen des
Photosyntheseapparates iibersteigt, droht die Bildung von Sauerstoff- und Lipidradikalen durch
die Freisetzung von Elektronen der Chlorophylle im elektronisch angeregten Zustand oder durch

das Uberschreiten der Kapazitiit des Elektronen-Transportsystems (Niyogi, 1999). Die Folge ist
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eine Schadigung von DNA, Proteinen und anderen plastiddren Bestandteilen. Pflanzen beugen
diesen potentiellen Folgen von Lichtstress unter anderem durch einen Abbau der
Antennenkomplexe und der Expression einer Anzahl von Genen, zum Beispiel fiir die Ascorbat-

Peroxidase APX2 als Radikalfanger (Karpinski et al., 1999) vor.

Die Microarray-Analyse der atnap6 Mutante zeigte eine signifikante Erhohung der ELIP-
Transkriptmenge. ELIP (,,Early Light Induced Protein®) ist ein durch Lichtstress induziertes und
in der Thylakoidmembran lokalisiertes Chlorophyll-bindendes Protein der CAB-Familie
(,,Chlorophyll a/b-binding*), das in Pflanzen und photosynthetischen Bakterien vorkommt
(Adamska, 1997; Adamska et al., 1999). Die ELIP Proteine sind strukturell mit den LHC-
Proteinen verwandt und binden wie diese Chlorophyll und Carotenoide. Eine Funktion von ELIP
besteht darin, bei der Reorganisation der Photosysteme entstehendes freies Chlorophyll zu
binden und so zu verhindern, dass durch Reaktion von Sauerstoff mit elektronisch angeregtem
Chlorophyll im Triplet-Zustand Sauerstoff-Radikale gebildet werden (Hutin et al., 2002). Die
Energie der angeregten Chlorophylle kann {iber ELIP durch einen Triplet-Triplet

Elektronentibergang auf die gebundenen Xanthophylle iibertragen werden.

ELIP &hnelt dem cyanobakteriellen Chlorophyll-bindenden Protein IsiA, dieses wird unter
Bedingungen von Eisenmangel stark exprimiert und bildet einen Ring aus 18 Untereinheiten um
das trimere Photosystem I (Kouril et al., 2005). Vermutlich dient dies dem Schutz von
Photosystem II vor Photooxidation, einer potentiellen Gefahr bei Defekten von Photosystem I
(Havaux et al., 2005).

Durch die bei Eisenmangel reduzierte Moglichkeit zur Synthese von Fe-S Clustern fiir Proteine
von Photosystem I wird die Funktionsfdhigkeit dieses Photosystems eingeschrinkt. Eine
gleichbleibende Lichteinstrahlung in Photosystem II hat in diesem Fall zur Folge, dass die
angeregten Elektronen nicht in notwendigem Male in Photosystem I {ibertragen werden konnen,
wie es zur Vermeidung von photooxidativem Schaden notwendig wire. Die verstirkte
Produktion von ELIPs begrenzt den bei liberméBiger Lichteinstrahlung und Defekten in den
Photosystemen, verursacht durch einen Mangel an Fe-S Cluster Proteinen, drohenden Schaden in
den Chloroplasten. Die Regulationsmechanismen und das retrograde Signal fiir die Induktion der
ELIP Produktion in Arabidopsis thaliana unter Stressbedingungen sind nicht vollstindig
aufgeklart, jedoch ist eine Beteiligung des phyA-Signalwegs beschrieben worden (Harari-
Steinberg et al., 2001).

134



Diskussion

Funktionelle Untersuchungen von Komponenten des SUF-Systems erlauben es, die in atnap6
beobachteten Phénotypen im Zusammenhang mit einer reduzierten Verfiigbarkeit von Eisen fiir
die Synthese von Fe-S Clustern und anderen Eisen enthaltenden Molekiilen, zum Beispiel Him,
zu diskutieren. So wurde fiir die Cysteine-Desulfurase SufS und das putative Scaffold-Protein
SufA aus Arabidopsis thaliana eine Beteiligung an der Synthese von [2Fe-2S] Clustern fiir
Ferredoxin nachgewiesen (Ye et al.,, 2005; Abdel-Ghany et al., 2005). Untersuchungen des
cyanobakteriellen SufR, ein Fe-S Cluster enthaltendes Protein, das als putativer transkriptioneller
Repressor des suf~-Operons (Wang et al., 2004) dient, zeigten eine Beteiligung an der
Biosynthese von [4Fe-4S] Clustern fiir Photosystem I in Synechocystis (Yu et al., 2003).

4.2.9 Die subplastidire Lokalisation von ATNAP6: Kolokalisation mit Ferritin ?

Die Akkumulation von freiem ungebundenem Eisen in der Zelle, besonders auch in
Chloroplasten, unterliegt einer strikten Kontrolle. Durch freies Eisen konnen durch die Fenton-
Reaktion

Fe(Il) + O, — Fe(Ill) + Oy

20, +2H - H,0,+ 0,

H,0, + Fe(Il) —» «*OH + OH + Fe(III)

in Verbindung mit Sauerstoff potentiell schiadliche Radikale entstehen. Auch Bakterien zeigten
aufgrund der Fenton-Reaktion bei Kultivierung in eisenreichem Medium eine erhohte
Empfindlichkeit gegeniiber Wasserstoffperoxid (Repine et al., 1981). Gleichzeitig ist Eisen als
Bestandteil von zahlreichen Enzymen und Verbindungen, zum Beispiel von Photosystem I und
Fe-S Cluster enthaltenden Enzymen wie Ferredoxin von essentieller Bedeutung fiir die plastidire
Funktion und damit den gesamten photosynthetisch aktiven Organismus.

In Arabidopsis thaliana wird Eisen in der Plastide in multimeren Ferritinkomplexen gespeichert.
Diese konnen bis zu 4500 Eisenatome inmitten einer gebildeten Hohlraumstruktur aufnehmen
(Harrison und Arosio, 1996). Das Eisen wird als Fe(IIl) in Ferritin gespeichert, zuvor jedoch in
der Fe(Il) Form gebunden und nach der Oxidation an der Ferroxidase-aktiven Domine von
Ferritin in das Innere der Ferritin-Hiille transportiert. Benotigt der zelluldre Metabolismus Eisen,
erfolgt die Freisetzung durch Reduktion zu Fe(Il) (Takagi et al., 1998). Die Transkription der
ausschlieBlich plastiddr lokalisierten Ferritine in Arabidopsis thaliana wird durch Eisen reguliert
(Petit et al., 2001). Offenbar unterliegt die Ferritin-Expression in Pflanzen einer vom

Entwicklungsstadium abhéngigen Regulation. Wéhrend in den jlingeren basalen Bereichen der
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Blitter und den Blattspitzen hohe Ferritin-Mengen nachgewiesen werden konnten, zeigten die
zentralen Bereiche nur geringe Mengen (Lobréaux und Briat, 1991). Dies deutete auf eine
Bedeutung von Ferritin als Eisenquelle zu einem frithen Stadium der Entwicklung, insbesondere
zur Synthese eisenhaltiger Proteine fiir die Photosynthese. Die Akkumulation wihrend der
Seneszens wurde mit einem erhdhten Bedarf zur Speicherung von aus dem Abbau des

Photosyntheseapparates freiwerdendem Eisen erklirt (Briat et al., 1999).

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von Ferritin wurde von Escobar et al. (2003) durch
die Expression von Ferritin-GFP Fusionsproteinen in Blattgewebe von Nicotiana benthamiana
durchgefiihrt. Die plastiddre Lokalisation wurde bestitigt, zusitzlich zeigten die Experimente

eine ungewohnliche subplastiddre Lokalisation des Fusionsproteins in Form diskreter ,,Spots*

(Abbildung 4.5).

Abbildung 4.4. Vergleich der subplastidiren Lokalisation von ATNAP6 und Ferritin.

a: Transiente Expression von ATNAP6-GFP Fusionsprotein in Arabidopsis Protoplasten (siche Kapitel 3.3.5).
b: Transiente Expression von Ferritin-GFP Fusionsprotein in Nicotiana benthamiana (Abbildung aus Escobar et al.,
2003). KLSM-Aufnahmen. Rote Fluoreszenz ist die Chlorophyll-Autofluoreszenz der Plastiden, Fluoreszenz von

GFP ist griin bzw. gelb-griin zu erkennen.

Diese Lokalisation dhnelt in hohem MaBe der bei der Expression von ATNAP6-GFP
beobachteten subplastiddren Verteilung des Fusionsproteins (Kapitel 3.3.2). Die derartige
Lokalisation von GFP-Proteinen unterscheidet sich von einer durch spontane Aggregation und
Kristallisierung entstehenden Verteilung deutlich, insbesondere durch die Beschridnkung auf eine

einzelne Domine pro Plastide.
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Die Verbindung zwischen ATNAP6 und Ferritin ist aufgrund fehlender Kolokalisations-
Experimente spekulativ, enthélt allerdings interessante Implikationen. Die Synthese von Fe-S
Clustern von der Mobilisierung und Verfligbarkeit von Eisen abhidngig. Die iliberwiegende
Menge an Eisen der Plastiden ist in Form von Ferritin gespeichert, somit erfordert eine
Mobilisierung von Eisen eine Rekrutierung am Ort der Speicherung. Wird nun eine Funktion von
SufD (ATNAP6) in der Mobilisierung und Bereitstellung von Eisen fiir die plastidire Fe-S
Cluster Biosynthese, insbesondere fiir Komponenten der Photosysteme angenommen, so lassen
sich die beschriebenen Phédnotypen von atnap6 in diesem funktionellen Zusammenhang
interpretieren.

Weitere Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen ATNAP6 und Eisen lieferte die
Ultrastruktur-Analyse der Plastiden von atnap6 und die Analyse des cyanobakteriellen SufD
Knock-outs.

4.2.10 atnap6 Plastiden zeigen einen Eisenmangel-Phénotyp

Die Ultrastruktur der Plastiden von atnap6 zeigte eine Verdnderung der Thylakoidorganisation
(Kapitel 3.4.3.5). Die Thylakoide erschienen im Vergleich zum Wildtyp ungeordneter und
verkiirzt, mit insgesamt weniger ausgepragten Grana-Stapeln. Eine solche Verdnderung deutet
auf eine grundlegende Verdnderung bei der Biosynthese der die Photosynthesesysteme
enthaltenden Membranen hin. Ein weiterer Hinweis hierfiir war die beobachtete und
quantifizierte Reduzierung des Gesamtgehalts an Chlorophyll in griinem Blattgewebe, die

GroBenordnung der Chlorophyllreduktion lag bei 30 Prozent (Kapitel 3.4.3.4).

Sehr dhnliche Ultrastrukturen wurden in den Plastiden von Tabak (Nicotiana tabacum)
beobachtet, wenn die Pflanzen einem Eisenmangel ausgesetzt waren (Briat et al., 1999,
Abbildung 4.5). Die Plastiden zeigten weitgehend ungestapelte Thylakoide, die unregelmifig
angeordnet waren. GroBere Stiarke-Ansammlungen sind zu erkennen, die nach Briat et al. durch

den Abbau der Thylakoide entstanden sind.
Zusitzlich zeigten die von Briat et al. untersuchten Eisenmangel-Pflanzen eine Reduzierung des

Chlorophyllgehalts um 20 Prozent, dies war auch optisch durch eine hellere griine Farbe des

Blattgewebes erkennbar.
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Abbildung 4.5. Ultrastruktur von atnap6 und Eisenmangel ausgesetzten Tabak-Plastiden.

A: atnap6 Plastide (vergleiche auch Abbildung 3.36), B: Plastide aus Tabak, unter Eisenmangel kultiviert (aus Briat
et al., 1999), t: Thylakoide, s: Stirke. m: Mitochondrium. Mafistab 1 pm.

Der Vergleich der beiden Phénotypen zeigt, dass der Phédnotyp der atnap6 Mutante einem
Eisenmangel-Phénotyp von Tabak dhnelt.

4.2.11 Der cyanobakterielle sufD Knock-Out: Weitere Hinweise auf Eisenmangel

Anhand von Untersuchungen bakterieller SUF-Systeme in E. coli und E. chrysanthemi wurde
eine spezifische Induzierbarkeit des suf~-Operons unter Bedingungen oxidativen Stresses und
Eisenmangels gezeigt (Nachin et al., 2003; Outten et al., 2004). Von Outten et al. (2004) wurde
eine Funktion des Komplexes SufBCD diskutiert, der in der Bereitstellung von Eisen unter
Bedingungen von oxidativem Stress besteht. Die Eisenvorrite der Zelle liegen grundsitzlich in
Form eines labilen Eisenvorrats, der fiir die Synthese von eisenhaltigen Enzymen dient, und
einem Eisenvorrat, der aus in Eisenspeicher-Proteinen und Fe-S- und Hém-haltigen Proteinen
besteht (Woodmansee und Imlay, 2002).

Oxidativer Stress dndert die Verteilung des Eisens in der Zelle in Richtung der fest gebundenen
Form, unter anderem durch Expression des Proteins Dps (DNA-binding protein from starved
cells) in E. coli (Illari et al., 2002), dieses bindet Eisen durch Bildung Ferritin-dhnlicher
oligomerer Strukturen. Diese Umverteilung verringert die Gefahr von oxidativem Schaden durch
die Fenton-Reaktion, fiihrt jedoch gleichzeitig zu einem erhohten Bedarf an Enzymen, die eine
Bereitstellung von gebundenem Eisen fiir die Aufrechterhaltung der notwendigen Fe-S Cluster

garantieren.
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Eine Beteiligung von SufBCD an dem Proze3 der Eisenmobilisierung unter oxidativem Stress
konnte aufgrund fehlender experimenteller Hinweise nur theoretisch diskutiert werden (Outten et
al., 2004), gewinnt aber durch die vorliegende Arbeit und dem Vergleich mit dem SUF-System
aus Arabidopsis thaliana an Relevanz. Die Ahnlichkeit der subplastidiren Lokalisation von
Ferritin und ATNAP6 (SufD) in Arabidopsis thaliana und die beschriebenen Eisenmangel-
Phénotypen konnen einen Ansatzpunkt fiir die funktionelle Verbindung der bakteriellen SufBCD

Proteine und des Arabidopsis SufD Proteins darstellen.

Die Messung der Eisenaufnahme in heterogenomischen Aslr0076 (sufD) Kulturen von
Synechocystis zeigte eine im Vergleich zum Wildtyp erkennbar héhere Aufnahmerate. Dieses
zunichst ungewdhnliche Ergebnis ist vor dem Hintergrund einer fehlerhaften Eisenmobilisierung
in der Mutante zu interpretieren. Durch die Einschrinkung der Fe-S Cluster Biosynthese des
SUF-Systems, hervorgerufen durch die fehlende Bereitstellung von Eisen aus den
cyanobakteriellen Eisenspeichern wie zum Beispiel Bacterioferritin, entsteht ein Eisenmangel-
Signal, das zur Induktion von Transportsystemen zur Eisenaufnahme aus dem extrazelluldren
Raum fiihrt. Ahnliche Phiinotypen wurden in Pflanzen beobachtet. Die Mutanten brz (Kneen et
al., 1990) und dg/ (Grusak und Pezeshgi, 1996) am Beispiel von Erbse (Pisum sativum) und
chloronerva in Tomate (Ling et al., 1996) zeigten eine Erhéhung der Eisenaufnahme als Folge
eines Defekts in der Eisenspeicherung. Somit unterstiitzt die Analyse der Synechocystis SufD-

Mutante die Annahme eines dhnlichen Eisenmangel-Zustands in atnapé.

Weitere Parallelen konnten zwischen der stark induzierten Anthocyanidin-Synthese und der
beobachteten Verfairbung des Kulturmediums in Symnechocystis Aslr0076 (Kapitel 3.2.2)
bestehen. Mdglicherweise erfolgt die Sezernierung eines Sonnenschutz-Proteins durch das
Cyanobakterium zur Reduzierung drohenden oxidativen Schadens in Antwort auf den Defekt der
Fe-S Cluster Synthese und dhnelt damit der Stressantwort der atnap6 Mutante. Jedoch ist zuvor

die Aufkldrung der genauen Natur der sezernierten Substanz erforderlich.

Die Synechocystis Mutante Aslr0076 lieferte somit Hinweise, die in einen funktionellen Kontext
mit der umfassenderen Analyse der atnap6 Mutante gebracht werden kénnen. Der zusitzlich
beobachtete Zellteilungsphénotyp der As/r0076 Mutante bei Zugabe von Glukose zum

Kulturmedium (Kapitel 3.2.4) bleibt jedoch weiter unklar und erfordert weitere Untersuchungen.

139



Diskussion

4.3 Ein Modell fiir die Funktion von ATNAPG6 in Arabidopsisthaliana

Mehrere beschriebene Effekte der Deletion von SufD / ATNAP6 kénnen mit einem Eisenmangel
in Verbindung gebracht werden. Wird nun angenommen, dass die Komponenten SufB, SufC
und SufD zusammen mit der Cysteine-Desulfurase SufS und dem Scaffold-Protein SufA an der
Synthese von Fe-S Clustern fiir Proteine wie Ferredoxin beteiligt sind, so liegt der Schluf3 nahe,
die Funktion von SufD mit einer Mobilisierung oder Bereitstellung von Eisen fiir die Biosynthese
der Fe-S Cluster zu erkldren (Abbildung 4.6).

Nach diesem Ansatz stellt SufD, vermutlich in Zusammenwirken mit SufC und SufB Eisen aus
den Eisenspeichern der Plastide, vorwiegend Ferritin, fiir die Synthese der Cluster an SufA zur
Vefiligung. Bislang wurde jedoch fiir SufBCD keine direkte Fdhigkeit zur Eisenbindung
nachgewiesen. Offen bleibt deshalb der Mechanismus und das Substrat des vermutlich ATP-

abhingigen Transportprozesses, der durch SufBCD vermittelt werden konnte.

Wird SufD durch Knockout-Mutation deletiert, entsteht eine deutliche Einschrinkung der
Kapazitit zur Synthese von Fe-S Clustern in der Plastide, da die niedrige Konzentration an

freiem Eisen im Stroma nicht ausreicht, um die erforderliche Syntheserate zu erreichen.

Photosystem | Ferredoxin

4Fe-4ST I 2Fe-2S

? Ham-Synthese
SZ/ \Fez" /
T

T

Schwefel (Cysteine) Eisenspeicher

Abbildung 4.6. Modell der Fe-S Cluster Biosynthese des SUF-Systems.
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Als Folge entsteht durch Defekte im Photosyntheseapparat ein photooxidativer Schaden, der eine
Signalisierung an den Kern ausldst und zur Induktion von Schutzsystemen vor Lichteinstrahlung,
wie der Produktion von ELIPs und Anthocyanidin fiihrt. Weiterhin erfolgt eine Einschrinkung
der plastididren Tetrapyrrol-Biosynthese, zum einen durch einen Mangel an Eisen fiir die Him-
Produktion, zum anderen durch die notwendige Begrenzung von freiem Chlorophyll, welches ein
zusitzliches photooxidatives Risiko im Chloroplasten darstellt. Interessant ist an diesem Punkt
die mogliche Koppelung der retrograden Signalisierung durch Intermediate der

Tetrapyrrolsynthese wie Mg-Protoporphyrin IX mit dem Status von Photosystem I und der
Aktivitdt des SUF-Systems.

Die Microarray-Analyse von atnap6 zeigte eine Reduzierung der Transkription von mehreren A-
Type Response Regulatoren. In Verbindung mit den beobachteten Phénotypen von Cytokinin-
oder Phytochrom-regulierten Prozessen deutet dies auf eine mogliche Beeinflussung der
retrograden Signalisierung von Plastide zu Kern als Folge der Einschriankung der SUF-

Funktionalitét hin, die plastiddren Faktoren einer Signalisierung bleiben jedoch unbekannt.

, , ~— -

plastidare
Proteine

_______

Abbildung 4.7. Modell der Funktion von ATNAP6 / SufD.

Die Abbildung zeigt die vorgestellte Funktion des SUF-Systems fiir die Synthese von Fe-S Clustern und der
Mobilisierung von Eisen in Arabidopsis thaliana. Gestrichelte Pfeile zeigen bekannte Signalwege zwischen Plastide

und Kern. PPIX: Protoporphyrin IX, Mg-PP: Mg-Protoporphyrin IX, PhyBilin: Phytochromobilin, Fd: Ferredoxin,
ROS: Reaktive Sauerstoff-Verbindungen.
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Eine Induktion der Phytochrom-Signalisierung durch ein plastiddres Signal ist ebenfalls
denkbar. Die Tetrapyrrol-Chromophore von Phytochrom werden im Chloroplasten synthetisiert,
somit konnte eine FEinschrinkung der Tetrapyrrol-Biosynthese, eventuell als Folge von
Eisenmangel durch die Einschrinkung der SUF-Funktionalitit direkte Auswirkungen auf die

lichtabhédngige Signalisierung besitzen.

Die urspriingliche Vorstellung, dass die retrograde Signalisierung von der Plastide zum Kern
duch einen einzigen Plastiden-Faktor erfolgt (Oelmiiller, 1989; Taylor, 1989), wurde spéter
durch ein komplexeres Modell ersetzt. In diesem wirken mehrere verschiedene Signalwege
zusammen, die aus der Tetrapyrrol-Biosynthese (Mochizuki et al.,, 2001), der plastidiren
Proteinsynthese (Sullivan und Gray, 1999) und aus der Photosynthese (Pfannschmidt et al., 2001)
entspringen und vermutlich iiber einen integrativen Faktor der Transkriptionsmaschinerie die

Expression von kernkodierten Proteinen regulieren (Gray et al., 2002).

Die enge Vernetzung der verschiedenen Signalwege erschwert die phinotypische Analyse einer
Knock-out Mutante und den Riickschlul auf eine mogliche Proteinfunktion durch die
Kombination von primdren, direkt mit dem Knock-out in Verbindung stehenden, und
sekunddren, durch gednderte Signalisierung hervorgerufenen Phédnotypen Auch im Fall der
atnap6 Mutante zeigten sich die Phidnotypen einer komplexen Antwort auf den
zugrundeliegenden plastiddren Defekt. Durch die Microarray-Analyse konnten Hinweise auf die
Beeinflussung der retrograden Signalisierung von Plastide zum Kern durch den ATNAP6 Knock-
out gewonnen werden. Dies erlaubte die Identifizierung von sekundédren Phinotypen, die durch
eine gednderte Phytochrom- und Cytokinin-Signalisierung hervorgerufen wurden. Hierzu zidhlen
die Reduzierung des Wurzel- und Hypokotylwachstums und die Induktion der Genexpression

von Lichtstress-Proteinen und Enzymen zur Anthocyanidin-Synthese.

Durch die Ultrastruktur-Analyse der Plastiden zeigten sich Phinotypen, die auf Eisenmangel in
der Plastide hinwiesen. Die funktionelle Verbindung der beobachteten Phénotypen mit weiteren
experimentellen Daten erlaubte es, eine mdgliche Funktion von ATNAP6 / SufD zu skizzieren,
die in der Bereitstellung von Eisen fiir die Fe-S Cluster Biosynthese in der Plastide besteht.

Auf Grundlage diese Arbeit bieten sich vielfiltige Moglichkeiten, die weiteren Analysen zur

Aufkldrung der biochemischen Funktion von ATNAP6 und des SUF-Systems fortzufiihren.
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5 Zusammenfassung

Durch die vorliegende Arbeit konnte ein Beitrag zur funktionellen Charakterisierung des
Nucleomorph-kodierten und plastiddr lokalisierten Proteins ORF467 aus Guillardia theta
geleistet werden. Dieses Protein konnte durch Sequenzhomologien als Bestandteil SufD des
plastiddren SUF-Systems identifiziert werden. Mit immunologischen Methoden konnte SufD in
der Plastide von Guillardia theta nachgewiesen werden. Ein Gen fiir eine weitere Komponente
des SUF-Systems, SufS, wurde durch die Auswertung von EST-Daten im Kerngenom lokalisiert.
Die Cryptomonade Guillardia theta enthdlt damit ein liber drei Genome, Kern, Plastide und
Nucleomorph, verteiltes plastidares SUF-System.

Die heterogenomische Knock-out Mutation von SufD in Synechocystis fiihrte zu einem Defekt
der Zellteilung, der durch die Bildung von aus vier Zellen bestehenden Teilungsstadien
gekennzeichnet war. In Importexperimenten mit radioaktivem Eisen wurde eine erhdhte
Eisenaufnahme der SufD-Mutante gemessen.

Die Analyse einer T-DNA Mutante des SufD-Homologen ATNAP6 in Arabidospis thaliana
zeigte Defekte in der Embryonalentwicklung, eine verdnderte Ultrastruktur der Chloroplasten,
sowie ein reduziertes Wurzelwachstum und verringerten Chlorophyllgehalt der Pflanzen. Durch
die in vivo Expression von GFP-Fusionsproteinen von ATNAP6 in Protoplasten konnte eine
plastiddre Lokalisation von ATNAP6 nachgewiesen werden. Das Lokalisationsmuster zeigte
eine Verteilung der GFP-Fluoreszenz in abgegrenzten subplastiddaren Bereichen, die fiir die
subplastiddre Lokalisation notwendige -helikale Proteindoméne von ATNAP6 wurde durch die
Generierung und in vivo Expression von modifizierten ATNAP6-GFP Fusionsproteinen
identifiziert.

In einer Expressionsanalyse mit einem Oligonukleotid-Genchip Microarray konnten signifikante
Anderungen der Expression von regulativen Genen und von Genen in verschiedenen
Stoffwechselwegen der ATNAP6 Knock-out Mutante gemessen werden. Die Expressionsdaten
der ATNAP6 Knock-out Mutante und der komplexe Phianotyp von atnap6 konnten als Folge
eines grundlegenden Defekts des plastidiren SUF-Systems zur Synthese von Eisen-Schwefel
Clustern interpretiert werden und ermoglichten es, ein Modell fiir die Funktion von ATNAP6 in

Arabidopsis thaliana zu formulieren.
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