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Fast alle Aspekte des Lebens sind auf molekularer Stufe organisiert;
Wenn wir also die Molekule nicht verstehen,
kdnnen wir Uber das Leben selbst nur sehr oberflachlich Bescheid wissen.

Francis Crick

Ein Forscher fuhlt sich dann dem noch nicht Erkannten gegentuber wie ein
Kind, das der Erwachsenen Uberlegenes Walten zu begreifen sucht.

Albert Einstein

CHLAMYDOMONAS
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1.

Zus ammenfassung

Zusammenfassung

Im Chloroplasten von Chlamydomonas sorgen J-Doménen-Proteine fiir eine spezifische
Auswahl von Substraten fiir das Hitzeschockprotein HSP70B. Wird CDJ2, eines dieser
Cochaperone, heterolog in E.coli exprimiert, erfolgt nach dem Induktionszeitpunkt ein
dramatischer Wachstumsstopp der Bakterien. Dies geht mit einer Abnahme des
Gesamtproteins von bis zu mehr als 30 % innerhalb von drei Stunden einher. Um die
Ursache dieser auBBergewdhnlich starken Wachstumshemmung zu ergriinden, sollten mit
CDJ2 interagierende Proteine bestimmt werden. Zusammen mit dem J-Doménen-Protein
konnte in einem Ni-NTA ,,Pulldown-Assay*“ ein Protein angereichert werden, das mit
Massenspektrometrie als SecA identifiziert wurde. Mit einem Antikdrper gegen SecA aus
E.coli konnte die Interaktion zwischen bakteriellem SecA und plastidirem CDJ2 mit
einem immunologischen Nachweis bestdtigt werden. Fiir eine Detektion von SecA aus
Chlamydomonas war der Antikérper jedoch nicht geeignet, so dass eine Klonierung des
plastiddren SecA in ein bakterielles Expressionssystem notwendig wurde. Diese wurde
erfolgreich durchgefiihrt und soll im Anschluss an diese Arbeit zur Gewinnung des
Proteins und der Herstellung von polyklonalen Antikdrpern verwendet werden.

Mehrere Ni-NTA Proteinanreicherungen mit verschiedenen Triton-Konzentrationen
zeigten eindeutig eine Storung der Interaktion zwischen CDJ2 und SecA durch das
Detergenz. Zudem konnte gezeigt werden, dass SecA in E.coli nicht durch die
Uberexpression von CDJ2 induziert wird.

Durch die Klonierung und heterologe Expression von N-terminal deletierten Versionen
von CDJ2 konnte ein 43 Aminosduren langer Sequenzabschnitt als potentielle
Interaktionsstelle zwischen CDJ2 und SecA ausgemacht werden. Dieser
Sequenzabschnitt ist ausreichend, um den Wachstumsstopp in E.coli auszuldsen. Auch
das CDJ2-Homolog aus Arabidopsis (AtCDJ2) wurde in E.coli kloniert und exprimiert.
Eine Verbindung zwischen AtCDJ2 und SecA konnte bis jetzt jedoch noch nicht
festgestellt werden.

Die Interaktion zwischen SecA und CDJ2 ldsst einen Zusammenhang zwischen dem

HSP70-Chaperonsystem und dem Sec-Translokationssystem in Chloroplasten erwarten.



Zusammenfassung

In einem weiteren Teilabschnitt dieser Diplomarbeit konnten zwei Proteine als potentielle
Interaktionspartner des HSP70/HSP90-Chaperonsystems ausgeschlossen werden. Die mit
den Arbeitsnamen VAP und 70-kDa-Protein bezeichneten Proteine lieBen sich iiber Co-
Immunopréazipitationen nicht zusammen mit VIPP1 und HSP70B aus den Chloroplasten
von Chlamydomonas anreichern. Bei dem potentiellen Substrat von HSP90C, einer
Thioesterase, konnte aufgrund des unzureichenden Antikorpers keine endgiiltige Aussage

erreicht werden.

Weiterhin wurde zur Untersuchung der Funktion von HSP90C im Chloroplasten eine
Unterexpression durch RNAi durchgefiihrt. Charakteristische Phianotypen, bedingt durch
das Fehlen des Chaperons, konnten jedoch weder auf Protein- noch RNA-Ebene

festgestellt werden.



2.

Einleitung

Einleitung

2.1. Der Modellorganismus Chlamydomonas reinhardtii

Bei Chlamydomonas reinhardtii handelt es sich um einen einzelligen Eukaryoten, der
dem pflanzlichen Unterreich der Chlorophyta, also den Griinalgen zugerechnet wird.
Wildtypen zeichnen sich durch Beweglichkeit mithilfe von zwei Geilleln, eine Zellwand
und einen einzigen Chloroplasten aus. Dieser besitzt einen groBlen Anteil am
Gesamtzellvolumen und stellt daher ein wichtiges Argument fiir Chlamydomonas als

Modellorganismus flir die Untersuchung plastiddrer Systeme dar.

Weitere Vorteile sind die schnelle Anzucht, sowie
einfache und wenig anspruchsvolle Kultivierung in
flissigem Nahrmedium (Harris, 1989). Die
vegetative ~ Vermehrung  unter  optimalen
Bedingungen dauert nur etwa acht Stunden und
ermoglicht die Gewinnung grofler Zellmengen in
kurzer Zeit, was besonders bei der biochemischen
Analyse von Proteinen hilfreich ist. Der
Photosyntheseapparat von Chlamydomonas ist
dem hoherer Pflanzen sehr dhnlich und erlaubt

daher in einem weniger komplexen Organismus

das Studieren von Zusammenhidngen. Viele

Abb.1:  Elektronenmikroskopische | Genfamilien sind deutlich kleiner. Arabidopsis z.B.

Aufnahme eines Querschnitts durch X X
cine Chlamydomonas reinhardtii-Zelle. | Weist 21 Hitzeschockfaktoren (HSF) auf, wogegen

Auffallend ist der grofle, u-formige
Chloroplast. Bildquelle: Ohad et al.

(1967) 2001). Zudem ist die Alge zu fakultativ

es bei Chlamydomonas nur zwei sind (Nover et al.,

heterotrophem Wachstum fahig, was das Untersuchen von Mutanten mit defektem
Photosystem ermdglicht.

Ein weiterer Vorteil ist die Haploidie, die bei Mutanten die leichtere Beobachtung eines
verdnderten Phénotyps ermdglicht. Alle 18 Chromosomen sowie die Genome der

Mitochondrien und des Chloroplasten sind bereits sequenziert und konnen alle



Einleitung

transformiert werden. Es besteht zudem eine Datenbank mit aus Chlamydomonas
isolierten ESTs (Expressed Sequence Tags), also partiellen Sequenzen von ¢cDNA, die
aus reverser Transkription von mRNA gewonnen wurden (Asamizu et al., 1999; 2000;
Shrager et al., 2003). Dadurch kann ein besserer Uberblick iiber tatsichlich exprimierte
Gene sowie deren Exon-Intron-Struktur gewonnen werden. AuBlerdem konnen diese

cDNAs zur heterologen Expression von Chlamydomonas-Proteinen verwendet werden.

2.2. Das HSP70/HSP90-Chaperonsystem

2.2.1. HSP70, HSP9O, ihre Cochaperone und Funktionen

Mitglieder der HSP70-Chaperon Proteinfamilie kommen in praktisch allen Organismen
vor und sind in jedem Kompartiment der eukaryotischen Zelle zu finden (Bukau and
Horwich, 1998; Mayer and Bukau, 2005). Durch Stress konnen HSP70-Proteine ebenso
wie andere Hitzeschockproteine (HSP) induziert werden. Sie enthalten eine N-terminale
ATPase-Doméne sowie eine C-terminale Substratbindedoméne und zeichnen sich durch
ATP-abhédngige Interaktion mit ihren Substraten aus. HSP70-Chaperone erfiillen viele
verschiedene Zellfunktionen. Am bekanntesten ist ihre Hilfe bei der Faltung neu
synthetisierter Proteine, sie sind aber auch an der Riickfaltung denaturierter Proteine, der
Auflésung von Aggregaten sowie der Membrantranslokation beteiligt (Mayer and Bukau,
2005). Ebenso liegt eine Funktion in der Aktivititskontrolle regulatorischer Proteine. Die
Schliisselproteine von Signaltransduktionswegen werden in einer inaktiven Form fixiert
und konnen bei entsprechendem Signal schnell aktiviert werden. Fiir diese Haltefunktion
sind dabei neben HSP70 einige Cochaperone sowie HSP90 notwendig. Dieser
Heterokomplex besteht aus mindestens vier Proteinen: HSP90, HSP70, Hop, das die
beiden Hitzeschockproteine verbindet und HSP40, ein Cochaperon mit charakteristischer
J-Domine (Pratt and Toft, 2003). Zur Reifung von Hormonrezeptoren arbeitet der
Komplex mit p23 und Immunophilinen zusammen. CDC37 dagegen wird gemeinsam mit

dem Heterokomplex fiir die Reifung von Kinasen bendtigt.

Generell ist HSP90 an  der  zelluldiren  Stressantwort  sowie  an
Signaltransduktionsprozessen beteiligt: Normalerweise bindet es an Regulatoren der

Transduktionswege und trdgt zu deren Reifung bei. Bei Stresseinfluss, z.B. durch Hitze
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wird HSP90 aber zusitzlich fiir die Korrektur von entstehenden Fehlfaltungen benétigt
(Rutherford and Lindquist, 1998). HSP90 kommt in allen eukaryotischen Zellen vor; in
bakteriellen Systemen und Organellen sind seine Substrate und die damit verbundenen
Funktionen aber noch nicht genau bekannt. Eine Ausnahme stellt das in Cyanobakterien
identifizierte, an der Tetrapyrrol-Biosynthese beteiligte HemE dar, ein Substrat des

HSP90-Homolog HtpG (Watanabe et al., 2007).

Eine wichtige Klasse der Cochaperone des HSP70/HSP90-Systems sind die J-Doménen-
Proteine. Sie zeichnen sich durch eine hoch konservierte J-Doméne aus, die ihnen eine
Interaktion  mit HSP70  ermdglicht.  Zusdtzlich  enthalten sie  weitere
Proteinbindungsdoménen, die jedoch variieren. Damit ermdglichen sie HSP70 ein weites,
aber spezifisches Spektrum an Substraten (Liu et al., 2005). Mehrere J-Doménen-Proteine
konnen fiir ein HSP70 Substrate rekrutieren, was eine Zahl von 89 dieser Cochaperone in
Arabidopsis thaliana fiir nur 12 HSP70-Proteine erklart (Miernyk, 2001; Sung et al.,
2001).

Eine weitere Gruppe von Hilfsproteinen steht den Chaperonen mit den
Nukleotidaustauschfaktoren zur Seite. Im Cytosol befinden sich den Austausch von ADP
durch ATP erleichternde (Bag-1) und erschwerende Proteine (Hip). Andere vermindern
die ATPase Aktivitdt von HSP70 und verhindern die Ablosung der Substrate (CHIP). In
Prokaryoten steht HSP70 der Nukleotidaustauschfaktor GrpE zur Verfiigung. Er erfiillt
die gleiche Funktion wie Bag-1 ist diesem jedoch nicht homolog.

Nur durch den kontrollierten Austausch von ADP durch ATP und regulierte ATP-
Hydrolyse konnen HSP70-Chaperone ihren vielen spezifischen Aufgaben in der Zelle

gerecht werden.

2.2.2. Das plastidare Chaperonsystem

Nicht nur in Bakterien und im Cytosol eukaryotischer Organismen sind Chaperonsysteme
zu finden, sondern auch in den Zellorganellen. Sowohl Mitochondrien wie auch
Chloroplasten verfligen iiber Hitzeschockproteine, die dort verschiedene Aufgaben

erfillen.
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Fiir diese Arbeit am wichtigsten stellt sich aber das HSP70-HSP90-System im Stroma der
Chloroplasten dar. Daher soll im Folgenden auf die einzelnen Beteiligten eingegangen

werden.

2.2.2.1. HSP70B und seine Partner

Es sind insgesamt drei plastidire HSP70-Chaperonsysteme gefunden worden (Schroda,
2004), von denen eines im Stroma lokalisiert ist. Dieses, dort als HSP70B bezeichnete
Chaperon ist an Proteinfaltung beteiligt, scheint aber auch die Zelle durch Reparatur des
Photosystems II bei Schiden durch zu starke Lichteinstrahlung (Photoinhibition) zu
schiitzen. Es kann sowohl durch Hitzeschock wie auch durch Licht nach einer
Dunkelphase (Dunkel-Licht-Shift) induziert werden (Drzymalla et al., 1996; Schroda et
al., 1999). Das stromale HSP70B &hnelt seinen bakteriellen Homologen wie DnaK aus
Escherichia coli mehr als den cytosolischen in Eukaryoten. Wie DnaK besitzt auch
HSP70B Cochaperone, die spezifische Funktionen vermitteln. Dabei handelt es sich z.B.
um das Homolog des Nukleotidaustauschfaktors GrpE, das im Chloroplasten mit CGE1
(chloroplast GrpE homolog) bezeichnet wird. Es sind zwei Isoformen dieses Proteins
gefunden worden, die durch Temperatur-abhingiges Splicing entstehen. Sie
unterscheiden sich in nur zwei zusdtzlichen Aminosduren in CGE1b gegeniiber CGEla,
was CGElb aber eine hohere Affinitit in der Bildung von Komplexen mit HSP70B
verleiht. Sie werden wie dieses durch Hitzeschock und Licht induziert und bilden iiber
eine N-terminale Coiled-coil-Doméne funktionelle Dimere (Willmund et al., 2007;

Schroda et al., 2001).

Des Weiteren sind im Stroma der Chloroplasten auch Mitglieder der J-Doménen-Proteine
zu finden. Uber eine Suche in EST-Datenbanken von Chlamydomonas ESTs, die fiir
Proteine mit Chloroplastentransitsequenz und J-Doméne kodieren, wurden mehrere
potentielle Cochaperone von HSP70B identifiziert. Das als CDJ1 (chloroplast DnaJ
protein 1) bezeichnete Protein weist dabei eine groBe Ahnlichkeit zu Dnal aus E.coli auf
und wird vermutlich denaturierte Proteine an HSP70B iibergeben. CDJ2 dagegen weist
keine Homologie zu bakteriellen J-Doméne-Proteinen auf und erfiillt andere Funktionen

mit HSP70B (Liu et al., 2005).
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2.2.2.2. CDJ2 und VIPP1

Da CDJ2 im Rahmen dieser Diplomarbeit eine wichtige Rolle spielt, soll es hier etwas
ausfiihrlicher vorgestellt werden. Es handelt sich dabei um ein 16sliches Protein mit einer
Grof3e von 31,8 kDa, das nicht durch Hitzeschock induziert wird. CDJ2 ist vornehmlich
im Stroma der Chloroplasten lokalisiert. Mit HSP70B konnte eine direkte Interaktion
durch Co-Immunoprizipitation nachgewiesen werden (Liu et al., 2005). Auch wenn
CDJ2 aus Chlamydomonas sich vom bakteriellen Dnal unterscheidet, finden sich
trotzdem Homologe in hoheren Pflanzen z.B. in Arabidopsis und Reis, jedoch nicht in
Cyanobakterien. CDJ2 enthélt ein N-terminales Chloroplasten-Transitpeptid und eine J-
Domine. Zwei Regionen der Sequenz bilden aller Voraussicht nach Coiled-coil
Strukturen, zwei weitere sind scheinbar nur in Chlamydomonas und nicht in héheren

Pflanzen anzutreffen. Die Funktion dieser Sequenzen liegt zurzeit noch im Dunkeln.
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Abb. 2: Alignment der CDJ2-AS-Sequenzen aus Arabidopsis thaliana (A.t.), Oryza sativa (O.s.) und
Chlamydomonas reinhartdii (C.r.). Das Chloroplasten-Transitpeptid ist durch eine unterbrochene Linie
gekennzeichnet, die J-Domine gepunktet und mdgliche Coiled-coil-Doménen mit durchgehender Linie
unterstrichen. Quelle: Liu et al. (2005)

Da sich CDJ2 von CDJ1 in den Doménen fiir die Proteinbindung deutlich unterscheidet,
liegt die Rolle von CDJ2 als Cochaperon daher wohl in der Rekrutierung von speziellen
Substraten fiir HSP70B. CDJ2 konnte bis jetzt vor allem mit einem Substrat in
Verbindung gebracht werden: VIPP1 (vesicle inducing protein in plastids 1).
Nachgewiesen ist in Chlamydomonas eine bestehende Interaktion zwischen VIPPI,
CDJ2, HSP70B und CGE1 (Liu et al., 2005; 2007). Dabei kann HSP70B zusammen mit
CDJ2 und CGE1 den Auf- und Abbau von ringférmigen Strukturen mit GréBen von mehr
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als 1 MDa aus VIPP1 durchfiihren und ist zumindest am Abbau von stdbchenférmigen

VIPP1 Komplexen in Ringe beteiligt (Liu et al., 2007).

2.2.2.3. VIPPI und seine vermuteten Funktionen im Chloroplasten

Das Protein VIPP1 wurde 1994 in Pisum sativum (Erbse) identifiziert und stellt ein
Homolog zum bakteriellen PspA (phage shock protein A) dar (Li et al., 1994). Es wurde
als essentieller Bestandteil der Thylakoidmembranbildung und -instandhaltung
identifiziert, wobei die genaue Funktion noch unklar ist. Mutationen in VIPP1 fiihren zu
Defekten an der Biogenese der Thylakoidmembran in Arabidopsis und zum erkennbaren
Verlust von Vesikelbildung zwischen der inneren Membran der Chloroplasten und der
Thylakoidmembran. Obwohl keine Ahnlichkeit zu Bestandteilen von Transportsystemen
des Cytoplasmas feststellbar ist, wird daher eine Beteiligung an der Bildung von
Transportvesikeln erwartet (Kroll et al., 2001). Alternativ kann jedoch auch eine
Funktion in Verbindung mit Importvorgéngen in das Lumen als mogliche Ursache fiir
den auftretenden Phénotyp vermutet werden. Defekte an den Sec- und Tat-
Importsystemen zeigen nachweislich einen vergleichbaren Phénotyp, also Defekte bei der
Thylakoidmembran-Biogenese, wobei der Verlust der Féhigkeit zur Vesikelbildung dann
wohl auf einen sekundiren Effekt zuriickzufiihren ist (Settles et al., 1997). Das VIPP1-
Homolog PspA stellt in Bakterien den erfolgreichen und effektiven Transport aus der
Zelle tiber die Sec- und Tat-Translokationswege sicher (Kleerebezem and Tommassen,
1993; DeLisa et al., 2004). Eine verwandte Funktion von VIPP1 beim Proteintransport

tiber die Thylakoidmembran wére daher durchaus zu erwarten.

2.2.2.4. HSP90C: Auf der Suche nach seiner Funktion mit RNAi

HSPI90C ist nur in einem Teil dieser Arbeit von Bedeutung und soll daher nur kurz
vorgestellt werden. Wéhrend fiir cytosolisches HSP90 zahlreiche Cochaperone und
Interaktionspartner bekannt sind, konnten in Chloroplasten und anderen Organellen lange
keine Interaktionspartner ausgemacht werden. Wie Untersuchungen an Chlamydomonas
zeigen, kommt das plastidire HSP90 hauptsdchlich im Stroma vor, ist aber auch
assoziiert an Thylakoidmembran und innerer Hiillmembran zu finden. Plastiddres HSP90
in Chlamydomonas wird als HSP90C bezeichnet und liegt in aktiver Form als Dimer vor;

es ist 16slich und zeigt ATPase-Aktivitit. Durch Hitzeschock ist es klar induzierbar. Am
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wichtigsten aber ist der Nachweis, dass HSP90C mit dem stromalen HSP70B in
héhermolekularen Komplexen interagiert (Willmund and Schroda, 2005). Damit scheint
auch im Chloroplasten ein HSP70/HSP90-Multichaperonsystem vorzuliegen. Beteiligte
Cochaperone und Substrate miissen allerdings noch identifiziert werden.

Erste Informationen iiber die Bedeutung und mogliche Funktionen von plastiddrem
HSP90 wurden jedoch bereits durch Arabidopsis-Mutanten gewonnen. Die dort als
chlorate resistant 88 (cr88) bezeichnete Mutation bewirkt eine verzdgerte
Chloroplastenentwicklung und Deethiolierung in Rotlicht sowie reduzierte Expression
von einigen normalerweise lichtinduzierten Genen (NR2, CAB und RBCS). Daher lésst
diese Punktmutation im C-Terminus des HSP90-Gens eine Rolle des Chaperons in der
Signaltransduktion vom Chloroplasten in den Kern vermuten (Lin and Cheng, 1997; Cao
et al., 2000; 2003).

Durch Verwendung von RNA-Interferenz zur Unterexpression von HSP90C kann
vielleicht tiber die Entstehung charakteristischer Phénotypen ein Einblick in die Funktion

des plastiddren Chaperons geworfen werden.

CDJ2 |« [ viPPt |

!

< » '\
HSP90C | < » | HSP70B

e "
CDJ1

Abb. 3: Schematische Darstellung des HSP70/HSP90-Chaperonsystems im Stroma der Chloroplasten von
Chlamydomonas reinhardtii. Die Abbildung stellt den zu Beginn der Arbeit bekannten Erkenntnisstand
dar. Nachgewiesene Interaktionen werden durch Pfeile angedeutet.
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2.3. Zielsetzung

Aufgrund der bereits vorliegenden Ergebnisse im Zusammenhang mit dem
HSP70/HSP90-Chaperonsystem im Chloroplasten von Chlamydomonas reinhardtii
sollten im Rahmen dieser Arbeit mehrere Teilgebiete des Chaperonsystems untersucht
werden.

Im ersten Teil der Arbeit stand die Uberpriifung und Charakterisierung moglicher
Interaktionspartner der Proteine HSP70B, HSP9OC und VIPP1 im Vordergrund. Dies
sollte unter Verwendung bereits vorhandener Antikorper gegen die potentiellen Substrate
erfolgen.

Uber eine grobe Fraktionierung in 18sliche und membrangebundene Proteine sowie die
genaue Lokalisierung im Chloroplasten sollte die theoretische Moglichkeit zur
Interaktion der Chaperone mit den Partnerproteinen festgestellt werden. Ein Vorkommen
im gleichen Kompartiment der Chloroplasten ist selbstverstindlich unbedingte
Voraussetzung fiir die biologische Funktion einer Interaktion. Die Uberpriifung der
Induzierbarkeit durch Licht stellt einen ersten Schritt zur Einordnung der Funktion dar.
Durch Co-Immunoprézipitationen sollte dann eine gemeinsame Anreicherung beider

Partner durch spezifische Antikorper und damit eine Interaktion gezeigt werden.

Ein weiterer Teilabschnitt dieser Arbeit sollte sich mit der Suche nach Anzeichen der
Beteiligung von HSP90C an der Lichtsignaltransduktion beschiftigen. Durch gezielte
Unterexpression von HSP90C mithilfe der Technik der RNA-Interferenz sollte daher eine
Reihe von Untersuchungen wie Hitzeschockkinetik, Dunkel-Licht-Shift und

Proteindisplay Auskunft iiber einen moglichen charakteristischen Phénotyp geben.

Der dritte und damit letzte Aspekt zielte auf eine Beschéftigung mit dem Cochaperon
CDJ2 und der Suche nach weiteren Interaktionspartnern. Ein Wachstumsstopp bei der
Uberexpression des Proteins in E.coli fiilhrte zu der Fragestellung, was das
Chlamydomonas-Protein CDJ2 im Bakterium bewirkt, um diesen Phéanotyp auszulGsen.
Durch Massenspektrometrie sollten mit CDJ2 in E.coli interagierende Proteine

identifiziert werden.
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3. Material und Methoden

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

Material

Verwendete Software/ Internet Adressen

Scannen von Gelen bzw. dem Erstellen des Autoradiogramms von Phosphor-
Imager-Platten mit Quantity One (BIORAD)

Klonieren in silico mit Clone Manager

Multiple Sequenzvergleiche (Alignments) mit dem Programm ClustalW:
http://align.genome.jp

BLAST-Suche:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Genom von Chlamydomonas reinhardtii:
http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html

ESTs:

http://www.kazusa.or.jp/en/plant/chlamy/EST/index.html

Translation (Nukleotidsequenz = Proteinsequenz):

http://www.expasy.org/tools/dna.html

Gerate

e Zentrifugen

0 Sorvall RC-5
0 Sorvall RC-56
e Tischzentrifugen
0 Eppendorf 5415R
0 Eppendorf 5415D
0 Eppendorf 5415C
e SpeedVac
0 Backofer; Vacuum Concentrator

o Ultrazentrifuge
0 Beckman LE70

3.1.2.1. Westernblot

0 Amersham Bioscience Hoefer™ TE 77
0 Semidry Transfer
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3.1.2.2. Scanner

0 Molecular Imager FX (BIORAD)
0 Gelscanner 701 Calibrated Imaging (BIORAD)

3.1.2.3. PCR-Block
0 PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research)

3.1.2.4. Zellaufschluss

O Sonizierer: Sinifier 250 (Branson)
0 Glas-Col Nebulizer

3.1.2.5. Photometer
0 Ultrospec 1100pro (AmershamBioscience)

3.1.3. Antikorper
Der Antikorper gegen SecA aus E.coli (aSecA) wurde von der Arbeitsgruppe M. Miiller
des Instituts fiir Biochemie und Molekularbiologie in Freiburg zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Experimente wurde von allen Antikorpern die dritte Blutung verwendet.

Tabelle 1 Verwendete Antikorper, Verdinnung und Herkunft

AntikOrper Verdiinnung Herkunft
aSecA 1:2000 / 1:1000 AG Miiller
aHSP70B 1:10000 / 1:2000 AG Schroda
aHSP90C 1:3000 AG Schroda
aCDJ2 1:2000 bis 1:500 AG Schroda
aDnaK 1:2000 AG Schroda
aPspA 1:1000 AG Schroda
o VIPP 1:5000 AG Schroda
a70-kDa-Protein 1.2000 AG Schroda
aThioesterase 1:2000 / 1:200 AG Schroda
aVAP 1:10000 / 1:200 AG Schroda
aCGEl1 1:10000 AG Schroda
aCytf 1:10000 AG Wollman (Paris)
3.1.4. Bakterienstdmme
E.coli-Zellen:

e DH5a

e MI5[pREP4] (Qiagen)

e [ER2566 (NEB)
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3.1.5. Chlamydomonas reinhardtii - Stamme

In den Experimenten dieser Arbeit wurden verschiedene Stimme der Griinalge
Chlamydomonas reinhardtii verwendet.
e Al ein Wildtypstamm
e CF54, ein Stamm ohne Zellwand und Geileln; Arbeitsname CW15(2)
(Schroda et al., 1999)

e Stamm 325 arg7 aus Li¢ge zur Transformation

3.2. Arbeiten mit Bakterien

3.2.1. Medien

LB Flissigmedium (1 Liter) LB Agarplatten (mit Ampicillin)
10 g Bacto-Trypton pro 1 Liter LB Medium

5 g Bacto-Hefe-Extrakt 15 g Agarose

10 g NaCl 100 pg/ml Ampicillin

950 ml ddH,0

mit NaOH auf pH 7 eingestellt

3.2.2. Bestimmung der optischen Dichte
Die optische Dichte (OD) wurde bei einer Wellenldnge von 600 nm photometrisch

ermittelt. Gemessen wurde die entsprechende Kultur in Einmalkiivetten gegen LB

Medium als Referenz.

3.2.3. Hitzeschock-Transformation

Zu 50 ul kurz angetauten, chemokompetenten E.coli Zellen (hergestellt nach Sambrook
et al., (1989)) wurden 0,4 pl (10 pl nach einer Ligationsreaktion) der zu
transformierenden Plasmidlosung gegeben, beides vermischt und fiir 30 min auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurde das GefaB fiir 2 min im Heizblock bei 42°C inkubiert und
erneut fiir 5 min auf Eis gestellt. Dann wurden 800 pul LB Medium zugegeben und der
Reaktionsansatz flir 1 h bei 37°C auftbewahrt. 200 ul (800 pl nach Ligationsreaktion) der
Zellen wurden anschlieBend auf eine LB-Platte mit Ampicillin ausgestrichen. Nachdem
die Fliissigkeit auf den Platten getrocknet war, wurden diese ii.N. bei 37°C inkubiert.

Danach konnten die Platten bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt werden.
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3.2.4. Minipraparation von Plasmid-DNA

Losung [ Losung I1 Losung 11 TE-Puffer
50 mM Glucose 0,2 N NaOH 3 M Kaliumacetat 10 mM Tris-HCI1 pH 7,5
25 mM Tris-HCI pH 8,0 1% SDS 5 M Acetat 2 mM EDTA
10 mM EDTA pH 8,0

3 ml E.coli-Kultur wurden aus Kolonien transformierter E.coli-Zellen in LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicilin bei 37°C ii.N. unter Schiitteln inkubiert. 1,5 ml wurden davon in
Eppendorf-GefiBle gegeben und 20 s bei 13000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 100 pul Losung I resuspendiert und mit 200 pl Losung II versetzt. Die
Gefille wurden vorsichtig invertiert, bis die Probe klar wurde, dann wurden 150 pl
Losung III zugegeben und geschiittelt. Die genomische DNA und préizipitierte Proteine
wurden danach 10 min bei 12500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand anschlieBend in
neue Gefdlle tiberfiihrt, in die 280 pl Isopropanol vorgelegt wurden. Der Ansatz wurde
gemischt, 30 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (15 min bei 4°C). Das nun
Plasmid-DNA enthaltende Pellet wurde in 400 pl 70% Ethanol aufgenommen, gemischt,
5 min bei 4°C zentrifugiert und im Vakuum getrocknet. Nach vollstandiger Trocknung

wurde es in 50 pl TE-Puffer mit 20 ng/ml RNaseA resuspendiert.

3.3. Arbeiten mit Chlamydomonas reinhardtii

3.3.1. Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden photomixotroph in fliissigem TAP Medium (Harris, 1989) auf
einem rotierenden Schiitter oder auf TAP-Agarplatten bei 23°C und Dauerlicht (30 pE m

2.5l Leuchtréhren L36W/25 von Osram) angezogen.

3.3.2. Medien

TAP (Fliisssig-Medium) Phosphatpuffer

5 mM K-Phosphatpufter pH 7 250 mM K,KPO4
0,5% Spurenelementldsung (v/v) pH mit 1 M KH,PO,
0,02 x Beijerincksalz-Losung auf 7 eingestellt

pH auf 7,2 mit Essigséure eingestellt
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Spurenelementlosung (1 Liter) Beijerincksalz-Losung (1 Liter)
11,4 g H;BO; 10 g NH,CI
22 g ZnSO, -4H,0 2 g CaCl, -2H,0

4,99 ¢ FeS0,-7 H,0O
1,61 g CoCl, -6 H,0
1,57 g CuSO4 -5 H,O
1,1 g (NH4)6M07024 4H20

3.3.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Kammer bestimmt. Es wurden 8§
GroBquadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten ausgezéhlt. Die Flache eines GroBquadrates
betrigt 0,2 mm? und die Tiefe 0,1 mm. Die durchschnittliche Zellzahl berechnet sich also
wie folgt:

Durchschnittliche Zellzahl pro GroBquadrat / (4-10° mm’) = Zellen/ul bzw.
Durchschnittliche Zellzahl pro GroBquadrat - ¥4 - 10° = Zellen/ml

3.3.4. Transformation

24 ml Chlamydomonas-Kultur (Stamm 325 arg7 aus Li¢ge) mit einer Zelldichte von etwa
5,5x 10° Zellen/ml wurden fiir 5 min bei 4000 rpm und RT zentrifugiert. Die dafiir
benutzten GSA-Gefdfle wurden vorher mit 70 % Ethanol gewaschen und unter der
Sterilbank getrocknet. Das Pellet wurde in 330 pl TAP vorsichtig durch Schwenken
resuspendiert. Mit einer mit 70%igem Ethanol gewaschenen Pipette wurden die 330 pl
der Zellen in 2 ml-Gefdle gefiillt, in denen 0,5 g sterile Glaskiigelchen (@: 0,4-0,6 mm)
und 300 ng DNA vorgelegt waren. Die Ansdtze wurden genau 15 s durch Vortexen
gemischt. Nach Zugabe von je 670 ul TAP-Medium wurden die Zellen anschliefend auf
je zwei Agarplatten ausplattiert und ins Licht gestellt.

3.3.5. Zellernte

3.3.5.1. Zellernte fiir RNA- und Protein-Extraktion

DTT-Carbonat 2x Lysepuffer SDS-Sucrose-Puffer
0,1 MDTT 100 mM Tris-HCI pH 8.0 5% SDS (w/v)
0,1 M Na-Carbonat 600 mM NaCl 30% Sucrose (W/v)
4% SDS (w/v)
10 mM EDTA

Die Proben wurden direkt nach Probenentnahme mit Eis versetzt, in den Corex-Gefiflen

5 min bei 5000 rpm und 4°C (SS-34 Rotor) zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das
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Pellet durch Vortexen resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend in Eppendorf-
GefaBe tiberfiihrt und mit ddH,O auf ~600 pl aufgefiillt. 100 pl davon wurden in ein
weiteres GefiBl gegeben und kurz abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
zum Pellet 60 pl DTT-Carbonat gegeben (Proteinprobe). Zu den verbliebenen 500 pl im
ersten Gefall wurde 500 pl 2x Lysepuffer gegeben und ausgiebig gemischt (RNA-
Probe).

Die Proteinproben wurden vor dem Beladen auf das SDS-Gel mit 55 ul SDS-
Sucrosepuffer versetzt, 45 s gekocht, die Proteinkonzentration bestimmt und das

Volumen so eingestellt, dass jeweils gleiche Proteinmengen auf ein Gel geladen wurden.

3.3.5.2. Zellernte RNAi-Stimme

Von den ausgewdhlten Transformanten wurden Zellkulturen von jeweils 3 ml angezogen.
Es wurden von jeder Kultur 3 ml geerntet und in der oben angegebenen Menge DTT-
Carbonat (60 pl) und SDS-Sucrose (55 pl) aufgenommen. Fiir das Screening wurden je
25 ul auf ein grofles Gel geladen.

3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. RNA-Isolierung

Die gefrorenen Zellen wurden 10 min bei 65°C aufgeschlossen, 132 ul 2M KCI
zugesetzt, gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Dann wurden sie fiir 15 min bei RT
und 12500 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge) und der Uberstand in ein neues Gefil3
iiberfiihrt, in dem 500 pl Phenol/Chloroform vorgelegt waren. Diese Losungen wurden
ausgiebig gemischt, zentrifugiert (s.0.) und die Oberphase in ein neues Gefdl iiberfiihrt,
in dem 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol vorgelegt waren. Die Gefdle wurden erneut
gut gemischt und zentrifugiert, die Oberphase in 300 pul 8M LiCl {iberfiihrt und i.N. bei
4°C inkubiert. Nun wurde die RNA fiir 15 min bei 12500 rpm und 4°C pelletiert und der
Uberstand vollstindig entfernt. Das Pellet wurde in 180 pul DEPC-H,O resuspendiert,
20 pl 3M Na-Acetat zugegeben, gemischt, 500 pl 100%iger Ethanol zugegeben und
15 min auf Eis préizipitiert. AnschlieBend wurde 15 min bei 12500 rpm und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und 500 ul 70%iger Ethanol zugegeben. Dies wurde



Material und Methoden

17

gemischt, erneut 5 min zentrifugiert, dann der Uberstand vollstindig entfernt und das
Pellet bei RT getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 30 pl DEPC-Wasser resuspendiert
und bei -80°C gelagert.

Die Konzentration der RNA wurde dadurch bestimmt, dass 1,5 ul RNA in 600 pl
destilliertes Wasser gegeben wurde und die Absorption bei 260 nm gegen reines Wasser

gemessen wurde. Der Wert wurde mit dem Verdiinnungsfaktor verrechnet.
3.4.2. Gelelektrophorese

3.4.2.1. Formaldehyd-Gelelektrophorese

10x MOPS-Puffer Denaturierungspuffer
10 mM EDTA 69% Formamid (v/v)

80 mM Na-Acetat 7% MOPS (v/v)

200 mM MOPS 8,9% Formaldehyd (v/v)
Formaldehydgel-Ladepuffer Formaldehydgel

50% Glycerin (v/v) 1,2% Agarose (w/v)

1 mM EDTA 1x MOPS

3,5% Bromphenolblau (v/v) 2,2 M Formaldehyd

Bis maximal 11 pg RNA, abhingig von der RNA-Konzentration der Proben, wurden mit
DPEC-H;O0 auf ein Volumen von 8 pl gebracht, 21,1 ul Denaturierungspuffer zugegeben
und gemischt. Dies wurde dann 15 min bei 68°C erhitzt, auf Eis wieder abgekiihlt und
3 pl Formaldehyd-Ladepuffer mit 1 pg Ethidium-Bromid pro Probe zugegeben. Pro
Probe wurden 30 pl auf das vorbereitete Formaldehyd-Gel geladen. Die Elektrophorese
wurde bei 85 V in 1x MOPS als Laufpuffer durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde das Gel
anschlieBend auf dem UV-Tisch fotografiert.

3.4.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von DNA-Fragmenten der GroBe 300-2.500 bp wurden 1%ige
Agarosegele mit grolen Taschen fiir anschlieBende Extraktion aus dem Gel oder mit

kleinen Taschen fiir Testverdauansatze verwendet.

50 x TAE Puffer Agarosegel 6x Ladepuffer
20 mM Tris-Acetat 1 bzw 2% Agarose 0,25% Bromphenolblau
0,5 mM EDTA 0,5 x TAE Puffer 0,25% Xylenecyanol FF

0,5 pg/ml Ethidium-Bromid 30% Glycerol
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Zu 15 pl einer DNA-Probe wurde 3 pl 6x Ladepuffer zugegeben, diese auf das Gel
geladen und die Elektrophorese bei 100 V in 0,5x TAE Laufpuffer durchgefiihrt.

3.4.3. Northern-Transfer und Hybridisierung

3.4.3.1. Northern-Transfer

Alkali-Puffer Neutralisierungspuffer 1M Phosphatpuffer pH 6.5
50 mM NaOH 100 mM Tris-HCl pH 7,5 1 M Na,HPO,
10mM NacCl 1 M NaH,PO,
Gewicht — ;| 500 g |
Papiertiicher 4f———\ Wanne
3x Whatman Nylonmembr
Gel

3MM Papier \ :
IAbb. 4: Aufbau eines Northern-Transfers, schematisch (aus: Biochemisches GroBpraktikum,
Skript Schroda)

Nach der Formaldehyd-Gelelektrophorese wurde das Gel so zugeschnitten, dass
Erhebungen am Rand des Gels entfernt wurden. Das Gel wurde fiir 30 min in der
Alkalilésung unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert, zweimal mit destilliertem Wasser
gewaschen und fiir 10 min in Neutralisationspuffer gelegt. Die Blottingwanne wurde
wiahrenddessen mit ca. der Hélfte des Phosphatpuffers gefiillt und drei Lagen Whatman-
Papier auf 19 x 45 cm zugeschnitten. Zusétzlich wurden zwei Whatman-Papiere sowie
die Membran (Hybond N; Amersham) auf Gelgréfe zugeschnitten. Die Transferapparatur
wurde gemil3 Abb. 4 aufgebaut. Der Transfer fand {i.N. statt (mindestens 16 h).

3.4.3.2. Hybridisierung

100x Denhardt’s 20x SSC (1 Liter), pH 7
2% BSA (W/v) 175,2 g NaCl
2% Ficoll-400 (w/v) 88,2 g Na-Citrat

2% PVP (w/v) 800 ml ddH,0



Material und Methoden

19

0,2x SSC-Hybridisierungslésung 10x Nukleotidlésung
55% Formamid (v/v) 200 uM dATP

10x Denhardt’s 200 uM dTTP

50 mM Tris-HCI pH 7,5 200 uM dGTP

1x SSC 500 mM Tris-HCI pH 7,8
0,1 % Na-Pyrophosphat (v/v) 50 mM MgCl,

1% SDS (v/v) 100 mM B-Mercaptoethanol
200 pg/ml Heringssperma-DNA

800 ul H,O

1 g Dextransulfat

Die Hybridisierungsrohrchen wurden mit etwas 2x SSC gespiilt und die Membran mit der
RNA-Seite zum Rohrinnenraum eingeschoben. Dann wurde diese mit etwas 2x SSC
benetzt, 10 ml Hybridisierungslosung zugegeben und mindestens 2 h bei 65°C
vorhybridisiert. Wahrenddessen wurden die Sonden vorbereitet und radioaktiv markiert:
In ein Eppendorfgefidll wurden 7 pl TE-Puffer und 5 pl 1 M Hepes-KOH pH 6,7, sowie
0,5 pl Primer (3 pg/ul) zugegeben. Dazu kamen 12-25 ng des DNA-Fragments. Der
Ansatz wurde 10 min gekocht, kurz zentrifugiert und fiir 15 min bei RT abgekiihlt.
AnschlieBend wurden 2,5 pul 100 mM B-Mercaptoethanol und 2,5 pl Nukleotidlosung
hinzupipettiert. Im Isotopenlabor wurden dann 0,5 pl Klenow-Fragment mit 2-5 U/ul
zugegeben. Die Sonde wurde mit 2,5 pl **P-dCTP (10 pCi/ul; Amersham) radioaktiv
markiert.

Die Probe wurde 2-5 h bei 37°C inkubiert, nach Zusatz von 75 pl TE 5 min bei 95°C
erhitzt, auf Eis abgekiihlt und direkt in das Hybridisierungsrohrchen gegeben. Die
Hybridisierung verlief #.N. Nach Entfernen der Hybridisierungslosung wurde die
Membran zweimal mit 2x SSC und einmal mit 1x SSC/1% SDS (30 min) gewaschen. Die
Membran wurde erneut in 0,2x SSC gewaschen und konnte dann in einer Klarsichthiille
auf einer Phosphor-Imager Platte (Fuji) exponiert werden. Die Platte wurde am néchsten

Tag eingelesen.

3.4.4. DNA Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde mit 1,5 ul DNA in 600 pl destilliertem Wasser gegen
eine Referenz reinen Wassers durch die Absorption bei 260 nm gemessen. Der Wert

wurde mit dem Verdiinnungsfaktor verrechnet und in pg/pl angegeben.
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3.4.5. PCR

Tabelle 2 Liste der verwendeten Primer
Nr. Name Sequenz 5 -3’ Gen/Konstrukt | Datum
26 Bam-Nco-cpDnaJ | AAGGATCCATGGCAGCGAAGAACTTCTACGAC CDJ2 06/00
27 cpDnalJ-BstEll | CGTGGGTAACCTAGCTTATTGAGCTTCTTCTTGAGC CDJ2 06/00
293 SecA-Xhol GGATCTCGAGCTTCTCCACACTGGTGGTTCC SecA 11/06
294 SecA-SpeSap | GGACTAGTGCTCTTCCAACGCCTTCTTCAACAAGCTTTTTAAGAC SecA 11/06
295 AICDJ2-BamHI | GTtggatccGCTAGATCtTCTCCTTACGAGATTC AICDJ2 11/06
296 AICDJ2-BStEIl | CGTGGGTAACCTTGCAAGCCAAGATCTTTCTTC AICDJ2 11/06
297 CDJ2-D1 aAggatcCTATACGCAGGAGCCGCTGCC CDJ2 11/06
298 CDJ2-D2 aaggatcCGGICGGCCCAAGACGCTGG CDJ2 11/06
299 CDJ2-D3 2aGgatcCGCCGCCTTCCGTGAGACTTC CDJ2 11/06
300 CDJ2-D4 aaggAlcCCAACAAAGGCGCCAACAG CDJ2 11/06
301 CDJ2nurJ-BstEll | AGTTGGTAACCGTACTCGGCCCTCTGCTIG CDJ2 11/06

50ul Ansatz:

- 1x Taqg-Puffer

- 3ul 25 mM MgCl,

- 1 pul 10 mM dNTPs
- 2,5ul DMSO

- je 1 ul 20uM Primer
- ~50 ng DNA

auf 50 pl mit ddH,0 auffiillen

Der PCR-Block wurde auf 85°C vorgeheizt und 0,5 pl Taq-/Pfu-Polymerase (24:1)

(5 U/ul, Fermentas) zugegeben.

Tabelle 3 Zyklus der PCR

5. Ende

Schritt Temperatur ~ Zeitdauer Temperatur
1. Erste Denaturierung 94°C 5 min 94°C
2. Denaturierung 94°C 30s 94°C
3. Annealing X°C 30s 55°C
4. Elongation 72°C 1 min/kb 72°C
72°C 5 min 72°C

4°C 0 5°C
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Die Schritte 2 bis 4 wurden 39 Mal wiederholt. Die Annealing-Temperatur betrug hier
bei allen Templates 58°C. Die Elongationszeit lag fiir SecA bei 1,5 min, fiir alle anderen

Konstrukte bei 1 min.

3.4.6. RT-PCR

Zur Klonierung von CDJ2 aus Arabidopsis thaliana wurde zundchst eine Reverse
Transkription mit den Primern ,, AtCDJ2-BamHI* und ,,AtCDJ2-BstEIl* durchgefiihrt.
Diese dauerte 30 min bei 50°C. Auf dem erhaltenen cDNA-Produkt wurde eine PCR-
Reaktion vorgenommen. Durch die Temperaturabhéngigkeit der verwendeten Enzyme
konnen beide Schritte direkt in einem Ansatz erfolgen. Verwendet wurde das One-Step
RT-PCR Kit von Qiagen.

50 pl Ansatz:
- 1x Puffer

- 2 ul 10 mM dNTPs

- je 2 ul 20uM Primer

- 2 pl Enzymmix (Reverse Transkriptase + Polymerase)
- 0,5 ul RNAse out

- 1 ul RNA aus A. thaliana

- auf 50 pl mit ddH,0 (RNAse frei) auffiillen

3.4.7. DNA-Préazipitation

Nach einer PCR-Reaktion wurde die DNA zunichst prazipitiert und aufgereinigt: 50 pl
der Reaktion wurden mit 200 ul Chloroform-Isoamylalkohol (Verhéltnis 24:1) gemischt
und die Phasen durch eine flinfminiitige Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei
maximaler Geschwindigkeit und Raumtemperatur wieder getrennt. Die obere wéssrige
Phase wurde in einem neuen Eppendorfgefdll mit 5 ul 3 M Natriumacetat und 125 pl
100%-Ethanol versehen. Durch eine Inkubation auf Eis fiir 30 min prézipitierte die DNA,
die dann 15 min bei 13.000 rpm und 4°C in der Tischzentrifuge pelletiert wurde. Die
DNA wurde anschlieBend mit 300 pl 70 % Ethanol gewaschen und fiir weitere 5 min bei
maximaler Geschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert. Das vakuumgetrocknete Pellet wurde

in 25 pl TE-Puffer aufgenommen.

3.4.8. Restriktionsverdau

Fiir einen Restriktionsverdau wurden die zu den entsprechenden Restriktionsenzymen

gehorigen mitgelieferten Puffer von NEB/Fermentas (gegebenenfalls mit BSA) 1:10



Material und Methoden

22

verdiinnt, die zu schneidende DNA und 0,5 pl bzw. 2 U des Enzyms zugegeben und das
Volumen mit ddH,O auf 15 pl eingestellt. Zum Schneiden der DNA wurde der Ansatz
.N. bei 37°C inkubiert.

3.4.9. Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase (Fermentas) eingesetzt, die
sowohl sticky- als auch blunt-Ligationen katalysiert. Im Ansatz wurde das Endverhéltnis
der Inserts zum Vektor auf ~4:1 eingestellt. Dazu kamen 1 pl 10x Ligationspuffer
(Fermentas) und 0,5 pl des Enzyms. Mit ddH,O wurde auf 10 pl Endvolumen aufgefiillt,
und der Ansatz 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde eine Hitzeschock-

Transformation in den entsprechenden E.coli-Stamm durchgefiihrt.

3.4.10. DNA-Extraktion aus Agarosegelen (Jetsorb)

Aus dem Gel wurde die entsprechende Bande ausgeschnitten und die DNA mit dem
Jetsorb Gel Extraction Kit der Firma Genomed aus dem SDS-Gel extrahiert. Das
Gelstiick wurde dazu in 300 pl Puffer Al aufgenommen und mit 10 pl Jetsorb-
Glaskiigelchen gemischt. Um die Agarose auszulosen, wurde die Mischung 15 min bei
50°C unter mehrmaligem Schnippen erhitzt. Die Kiigelchen mit der adsorbierten DNA
wurden wie auch in den iibrigen Schritten fiir 30 s bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Dann
wurden sie einmal mit 300 pl Puffer A1 und zweimal mit 300 pl Puffer A2 gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet 5-10 min im Vakuum im offenen
Eppendorfgefd3 getrocknet. Die Elution fand mit 25 pl TE-Puffer fiir 5 min bei 50°C
statt. Nach der Zentrifugation wurde der die DNA enthaltende Uberstand in ein neues

Eppendorfgefal} iiberfiihrt.

3.4.11. Klonierung von SecA in den TYB11-Expressionsvektor

Die ¢cDNA von Chlamydomonas-SecA (AV642591) wurde vom Kazusa Research
Institute (Japan) erhalten. Die cDNA ist mit den Restriktionsschnittstellen EcoRI und
Xhol in den Bluescript Vektor (Stratagene) kloniert.

Fiir die Uberexpression sollten nur die Sequenzen, die fiir das reife Protein kodieren in
den Expressionsvektor kloniert werden. So musste zuvor die fiir die Transitsequenz

kodierende DNA entfernt werden. Die Spleil3stelle der Transitsequenz wurde an der



Material und Methoden

23

Aminosduresequenz VRV am N-terminalen Ende des SecA Proteins vorhergesagt. Fiir

diesen Bereich wurde ein Primer mit den Schnittstellen Spel und Sapl konstruiert.

Es wurde ein zweiter Primer fiir eine Xhol-Schnittstelle kurz vor einer natiirlichen Sap-

Schnittstelle erstellt. Die Klonierung der gesamten Sequenz erfolgte also in zwei

Teilschritten.

Smal-Xmal 6551

Paef7 1-Th |- Xho | 6545 \

EcoR |1 8530 Pst] 6580

MNot| &53 .

e e /i) oe2a
S/

BspE | ET01

Sacll 6383
Pmil 6378
Stul 6353 ——

BstB1 6326

Swal 1096
" _Psil 114
.
%\ Oralli 1319
Heo | 5556 - LY
EGEG — f e
Msc | .m/:’ 5 é:- \II
Mie | 5849 /l pTYB11 \
|
/

Bmt |- Nhe | 5762 7 3

, 7412 bp

4
4

/
X b
ACe6S5 1- Kpn 1 4985 —__ —Pell 2310
Bael 4985~ &
Xbal 4885 BsZ171 2480
Sqral 4778
sphi 4627 tncy -

EcoN1 4562 I il

(1

it gose” |
BsiENl 2916 |  BseHl 3567
Apa |- PspOM | 3891

Abb. 5: Karte des Expressionsvektors pTYB11. CBD
= Chitinbindedoméne aus B. circulans in Intein aus
Saccharomyces cerevisiae eingebettet, ApR =
Anmipicillinresistenzmarker (B-Lactamase aus Tn3),
Ori = Replikationsursprung pMB1 aus pBR322, M13

= Replikationsursprung aus M13, lacI = Lac-
Repressor-Gen aus E. coli.
transformiert. Durch das Anfertigen

Auf der ¢cDNA wurde entsprechend eine
PCR durchgefiihrt, durch die ein Amplifikat
mit einer Linge von 1358 bp erhalten
wurde. Dieses wurde anschlieBend mit Sapl
und Xhol in die Fragmente der Grofle 1333,
16 und 9 bp verdaut. Das Fragment des 5°
Bereichs der SecA-Sequenz mit der Grof3e
1333 bp wurde
Expressionsvektor pTYB11 (New England

von dann in den

Biolabs) ligiert, welcher zuvor mit Sapl und
Xhol verdaut wurde (GroBBe 7731 bp).

Das Plasmid wurde im Anschluss an die
Ligation direkt in den E.coli Stamm DH5a
und einen

von Plasmid-Préparationen

anschlieBenden Testverdau konnten korrekte transformierte Kolonien gefunden werden.

In einem zweiten Schritt wurde mit Ascl und Xhol verdaute cDNA, also das zweite Stiick

des SecA-Gens (GroBe 3025 bp) in den ebenfalls verdauten Vektor TYB11 mit dem

bereits klonierten Sequenzteil (Grofe 7858 bp) ligiert.

So wurde ein reifes SecA-Fusionsprotein erhalten. Es enthélt am N-Terminus ein Intein

mit Chitinbindedomine (CBD) zur Reinigung des exprimierten Proteins. Das entstandene

Plasmid ,,11-SecA* erhielt die Bezeichnung pMS463.

3.4.12.

Klonierung von verschiedenen Deletionen des CDJ2 in pCB785

Um den beteiligten Sequenzabschnitt des CDJ2 in Chlamydomonas fiir eine mogliche

Interaktion mit SecA zu bestimmen, wurden verschiedene Deletionen in CDJ2

vorgenommen.
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CDJ2
| TP | J-Doméne | ]
D1 |
D2 ]
| D3 |

[ CDA2 |

Abb. 6: Schematische Darstellung der N-terminalen Deletionen des CDJ2-Gens. Kloniert
wurden jeweils die hier grau unterlegten Genabschnitte (D1-D4 sowie die J-Doméne).
CDJ2 und CDA42 lagen bereits in pCB785 kloniert vor und sind hier weil3 dargestellt.

Das vollstindige CDJ2 sowie CDJ2 ohne J-Doméne (CDA2) lagen bereits im E.coli-
Stamm M15zur Uberexpression vor. Daher boten sich weitere N-terminale Deletionen
sowie die heterologe Expression der J-Domaéne allein an.

Mit dem Plasmid pMS254, das die vollstindige Sequenz des CDJ2 enthilt wurden PCR-
Reaktionen mit jeweils verschiedenen Primern durchgefiihrt. Es entstanden PCR-
Produkte mit folgenden Groflen:

D1: 599 bp; D2: 496 bp; D3: 337 bp; D4: 148 bp; ,,Nur J*: 274 bp

Diese Abschnitte wurden mit BamHI und BstEII verdaut und anschlieend in den mit den
gleichen Restriktionsenzymen verdauten Vektor pCB785 einligiert. Im Anschluss an die
Ligation wurde in den E.coli Stamm DH5a eintransformiert und in den Kolonien iiber
Plasmid-Priparationen nach korrekten Transformanten gesucht und diese nach einem
Testverdau sequenziert. In einem zweiten Transformationsschritt wurden diese in den
E.coli Stamm M15 transformiert. Die Proteinabschnitte tragen N- und C-terminale

Hexahistidin-Tags zur Aufreinigung mit Ni-NTA Superflow.

3.4.13. Klonierung von CDJ2 aus Arabidopsis thalianain pCB785

Um die CDJ2-cDNA aus Arabidopsis zu erhalten, musste zundchst eine reverse
Transkription auf der mRNA einer Wildtyp-Pflanze durchgefiihrt werden. Direkt im
Anschluss konnte diese cDNA fiir eine PCR-Reaktion genutzt werden. Das entstehende
PCR-Produkt besall eine GroB3e von 603 bp.

Alle weiteren Schritte erfolgten analog zur Klonierung der N-terminalen CDJ2-

Deletionen.
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3.5. Biochemische Methoden

3.5.1.

Elektrodenpuffer

24,8 mM Tris

134,2 mM Glycin
0,1% SDS (v/v)
1 mM EDTA pH 7,5

2x SDS Probenpuffer

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

5x SDS Probenpuffer

225 mM Tris-HCI pH 6,8
50% Glycerol (v/v)

5% SDS (v/v)

0,25 M DTT
0,05%-Bromphenolblau (v/v)

125 mM Tris-HCI pH 6,8
20% Glycerol (v/v)

4% SDS (V/v)

10% B-Mercaptoethanol (v/v)
0,005% Bromphenolblau (v/v)

bei Immunoprézipitation fiir Silberfarbung weggelassen

Tabelle 4 Zusammensetzung von verschiedenen Trenn- und Sammelgelen

Losungen Trenngel Mini Gel Grofles Gel | Grofes Gel Grofles Gel
12% 10% 12% 7,5-15%
30% Acrylamid (ml) 2 26,6 32 9 18
1,5 M Tris-HCL 1,25 20 20 9,54 9,2
pH 8,8 (ml)
Sucrose (g) - - - 1,92 6,4
100 mg/ml APS (ul) 25 200 200 70 65,4
TEMED (ul) 1,5 20 10 10,2 7
Endvolumen (ml) 5 80 80 36 36
Losungen Sammelgel Mini Gel GroBes Gel
30% Acrylamid (ml) 0,325 1,8
0,5 M Tris-HCL 0,62 4,5
pH 6,8 (ml)
10% SDS (ul) 25 -
100 mg/ml APS (ul) 12,5 120
TEMED (ul) 2,5 12
Endvolumen (ml) 2,5 18

Fiir massenspektrometrische Untersuchungen wurden SDS-Gele mit 30% Acrylamid und

0,8% des Crosslinkers PDA (Piparazindiacrylamid) verwendet.




Material und Methoden

26

3.5.2. Gelfarbungen

3.5.2.1. Silberfarbung

Das Gel wurde mindestens 1 h in 30 % Ethanol und 10 % Essigséure fixiert, anschlieend
3x fiir je 20 min in 25 % Ethanol entfarbt und fiir 20 min in Wasser gewaschen. Dann
wurden die Proteine fiir 2 min in 2,5 mM Na,S,0;3 reduziert und das Gel erneut 2x je
5 min in Wasser gewaschen. Fiir die Farbung wurde dieses dann 30 min in 0,2 % AgNO;
und 0,0296 % Formaldehyd in Dunkelheit inkubiert und anschlieBend 1 min mit Wasser
gewaschen. Dann wurde das Gel in zwei Schritten in 3 % Na,CO3, 20 uM NapS,>O3 und

0,0185 % Formaldehyd entwickelt. Die Entwicklung wurde nach Erlangen ausreichender
Férbeintensitdt mit 2,5 % Essigsdure gestoppt, das Gel 30 min in Wasser inkubiert,

gescannt und fotografiert.

3.5.2.2. Coomassiefarbung

Férbelosung Entfarbelosung
50% Methanol 40% Ethanol
7% Essigsaure 7% Essigsdure

0,25% Servablau (R-250)

Das Gel wurde fiir 30-60 min in der Féarbelosung gefarbt, mit Wasser gespiilt, und je nach
Bedarf in der Entfarbelosung inkubiert. Nach dem Scannen wurde das Gel bei Bedarf in

Entfarbelosung mit Glycerol inkubiert und getrocknet.
3.5.3. Westerntransfer und immunologischer Proteinnachweis

3.5.3.1. Westerntransfer., semidry

T2 Puffer T1 Puffer T3 Puffer
25 mM Tris-HCI pH 10,4 525 mg e-Aminocaproinsiure 300 mM Tris-HCI pH 10,4
20% Isopropanol in 100 ml T2 Puffer 20% Isopropanol

10 Whatman-Papiere, sowie eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL; Amersham)
wurden auf Gelgrofe zugeschnitten. Der Transfer wurde geméfl Abbildung 7 aufgebaut
und fiir 1 h durchgefiihrt. Die Intensitit des Stroms ergab sich aus 0,8 mA/cm® Gelfliche.
Wichtig ist, dass sowohl die Schichten des Whatman-Papiers als auch die Membran und

das Gel luftblasenfrei aufeinander liegen. Nach dem Transfer wurde die Membran bei



Material und Methoden

27

Bedarf mit Ponceau-Férbelosung geférbt, um

zu tiberpriifen, ob der Transfer

]l, - flichendeckend funktioniert hat.

R S SRR |

Gel
Membran
} T2

Abb. 7: Schematischer Aufbau eines Western-
}T3 Transfers aus 10 Whatmanpapieren, der Membran
und dem Gel (aus dem Skript fiir das biochemische

GroBpraktikum, Teil Michael Schroda).

3.5.3.2. Immunologisches Nachweisverfahren

10x PBS PBS-T PBS-TM

80 g NaCl 1 x PBS Ix PBS mit 3% Milchpulver (w/v)
2 g KCl 0,1% Tween 20

14,6 g NazHPO4

2 g KH2PO4

H,O auf einen Liter

ECL Losung | ECL Losung 11

100 mM Tris-HCI pH 8,5 100 mM Tris-HCI pH 8,5

2,4 mM Luminol 0,000183 % H,0, (v/v)

0,4 mM p-Cumarsdure

Um die unspezifischen Bindestellen der Nitrozellulosemembran abzusittigen, wurde
diese im Anschluss an den Transfer fir 1 h in PBS-TM unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Anschlieend wurde der primdre Antikdrper in PBS-TM fiir 1 h zugegeben.
Die Verdiinnung des Antikorpers wurde entsprechend seiner Qualitdt gewéhlt (siche
Tabelle 1). Vor Zugabe des sekundiren Antikorpers (o rabbit-IgG, Verdiinnung 1:10.000
bzw. 1:12.000) wurde die Membran einmal fiir 15 min und zweimal fiir 5 min mit PBS-T
gewaschen. Der sekundire Antikorper wurde ebenfalls fiir 1 h inkubiert und die
Waschschritte wie oben wiederholt. Alternativ wurde bei Immunoprézipitationen statt des
sekundiren Antikdrpers ProteinA mit einer gekoppelten HRP in der Konzentration
1:10.000 verwendet.

Die Detektion erfolgte in der Dunkelkammer: Ein Whatman-Papier wurde in einer
Belichtungskassette mit den beiden ECL-Losungen (Verhéltnis 1:1) getrdnkt. Darauf

wurde die Membran gelegt und mit einer Kopierfolie abgedeckt. Uberschiissige Losung
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wird entfernt. Der Film (Hyperfilm™ ECL™, AmershamBioscience) wurde

entsprechend der Signalsstirke aufgelegt und anschlieBend entwickelt.
3.5.4. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

3.5.4.1. Chlorophyllbestimmung

Um jeweils gleiche Konzentration an Gesamtprotein auf die Gele laden zu konnen, wurde
die Chlorophyllkonzentration der einzelnen Proben bestimmt und das Probenvolumen
entsprechend eingestellt. Von den Proben wurde je 10 pl zu 190 pul Wasser pipettiert,
800 ul Aceton zugegeben und die Ansdtze 5 min auf Eis inkubiert. Um einen
Triibungseffekt durch Partikel zu vermeiden, wurde der Ansatz fiir 5 min bei voller
Leistung (Tischzentrifuge) abzentrifugiert. Danach wurde die Absorption photometrisch
bei 645 und 663 nm bestimmt und mit folgender Formel der Chlorophyllgehalt in pg/pl
berechnet:
[(Asas X 17,76) + (Ags3 X 7,34)]/10

Zur Bestimmung des Verhéltnisses von Chlorophyll a zu Chlorophyll b wurde zusétzlich
bei einer Wellenldnge von 750 nm gemessen und es wurden folgende Formeln zur
Berechnung verwendet:

Chl a: [((Aess — Arso) X 12,25)) — ((Asas - Azso) X 2,55))]/10

Chl b: [((Asas — Arso) X 20,31)) — ((Asss - Arso) X 4,91))]/10

3.5.4.2. Proteinbestimmung mit Amidoschwarz (Popov et al., 1975)

Amidoschwarzlésung Waschlosung
0,5% Amidoschwarz (w/v) 90% Methanol
in Waschlosung 10% Essigsédure

2.5,5,7.5, 10, 15, 20 ul BSA Standard (1 pg/ul) sowie 2-30 ug Protein wurden jeweils
mit Wasser auf 200 pl Messvolumen gebracht, gemischt und kurz abzentrifugiert
(12500 rpm; RT; Tischzentrifuge). Dazu wurden 800 ul Farbelosung gegeben, griindlich
vermischt und 10 min bei 12500 rpm und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig entfernt und 800 pl Waschlosung zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt,
10 min zentrifugiert und der Waschschritt wiederholt.

Nach dem Entfernen der zweiten Waschlosung wurden 800 pl 0,2 N NaOH zugegeben,

gevortext und die Proben 5 min stehen gelassen. Nach erneutem Mischen wurden die
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Proben in Einmalkiivetten iiberfiihrt und die Absorption bei 615 nm gegen reines 0,2 N

NaOH gemessen.
3.5.5. Uberexpression

3.5.5.1. Uberexpression von CDJ2, CDA2 und anderen Deletionen

Der E.coli Stamm (M15), der mit dem Plasmid pMS254 (CDJ2), pMS269 (CDA2) bzw.
den Plasmiden mit weiteren Deletionen von CDJ2 transformiert wurde, wurde auf eine
LB Platte mit Ampicillin zu Einzelkolonien ausgestrichen. Eine Kolonie wurde in 10 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin i.N. bei 37°C zu einer Vorkultur angezogen.
Diese Vorkultur wurde in einen Liter des gleichen Mediums tiberfiihrt und bei 37°C unter
Schiitteln bis zu einer ODgyy von 0,4-0,6 angezogen. Die Expression des Proteins wurde
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kultur bei 37°C fiir weitere Stunden
unter Schiitteln gehalten. AnschlieBend wurden die Zellen durch 10 min Zentrifugation

bei 5000 rpm und 4°C geerntet. Das Pellet wurde bei —20°C eingefroren.

3.5.5.2. Wachstumskurve wihrend der Uberexpression

Die Aufnahme von Wachstumskurven erfolgte wiahrend der Proteinliberexpression vor
und nach dem Induktionszeitpunkt. Es wurden wie bei der oben beschrieben Vorkulturen
.N. bei 37°C angezogen, das Volumen lag bei etwa 1-5 % vom benétigten Volumen der
Kulturen der Wachstumskurve. Die Vorkulturen wurden in LB mit 100 pg/ml Ampicillin
verdiinnt (Ausnahme: Stamm M15 ohne Plasmid in LB ohne Ampicillin) und alle 30 min
eine Messung der OD aller Kulturen bei 600 nm vorgenommen. Die Induktion erfolgte
bei einer OD von etwa 0,4. Zuvor wurden die Kulturen in zu induzierende (+) und
Kulturen ohne IPTG-Induktion (-) aufgeteilt, um fiir jede Kultur eine Kontrollmessung
machen zu kénnen. Im Folgenden wurden die OD-Messungen an allen Kulturen (+ und -)
weiterhin alle 30 min durchgefiihrt und zudem jede Stunde 500 pl als Aliquot
abgenommen. Diese Proben wurden abzentrifugiert (3000 rpm, 3 min) und das Pellet in

100 pl TE-Puffer resuspendiert sowie 100 pl 2x SDS-Probenpuffer zugegeben.
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3.5.6. Ni-NTA-Pulldown-Assay

Lysepuffer Harnstoff-Lsung

10 mM Hepes-KOH pH 7,2 20 mM Tris-HCI pH 8,0
40 mM KCl1 10 M Harnstoff

8 mM Imidazol

50 uM PMSF

Verschiedene Konzentrationen Triton X-100(v/v)

Zur Anreicherung von Proteinen mit His-Tags wurde das nach der Uberexpression
geerntete Pellet aufgetaut und in 5 ml Lysepuffer resuspendiert. Es wurde mit 1:100
verdiinnten Protease-Inhibitoren (25x, Roche) und 1 mg/ml Lysozym versetzt. Nach
30 min Inkubation auf Eis erfolgte das Sonizieren der Pellets fiir etwa 1 min.
AnschlieBend wurde das Zelllysat bei 13000 rpm und 4°C 15 min zentrifugiert (SS-34);
in einigen Versuchen erfolgte eine zweite Zentrifugation bei 40.000 rpm fiir 30 min in der
Ultrazentrifuge (Ti50). Der Uberstand wurde auf Ni-NTA-Kiigelchen (Qiagen) iiberfiihrt,
die zuvor zweimal mit Lysepuffer gewaschen wurden. Nach 30 min schiitteln bei 4°C
und abzentrifugieren der Kiigelchen (3000 rpm, 1 min) wurden diese in ein neues
Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und dreimal mit Lysepuffer gewaschen. Es folgten zwei
Waschschritte mit Lysepuffer mit 25 mM Imidazol. AnschlieBend wurde die Probe mit
einem Volumen 10 M Harnstoff-Losung versetzt, 10 min bei 65°C erwdrmt und 10 min
bei RT abgekiihlt. Nach dem Abzentrifugieren wurde der Uberstand abgenommen und
mit SDS-Probenpuffer versetzt.

In einem zweiten Elutionsschritt wurden die Ni-NTA-Kiigelchen zweimal mit 200 mM
Imidazol enthaltenden Lysepuffer gewaschen, die Uberstinde in einem neuen Gefif
gesammelt und ebenfalls mit SDS-Probenpuffer versehen.

Vor Auftragung auf ein SDS-Gel wurden die Proben 45 s gekocht und 1 min bei

13.000 rpm abzentrifugiert. Geladen wurde ein bestimmtes Volumen des Uberstandes.

3.5.7. Immunoprazipitation
Lysepuffer fiir Chlamydomonas Lysepuffer fiir E.coli
20 mM Hepes-KOH pH 7,2 20 mM Hepes-KOH pH 7,2
1 mM MgCl, 40 mM KCl
10 mM KC1 8 mM Imidazol
154 mM NaCl 154 mM NaCl

2% Triton X-100(v/v)
50 uM PMSF
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Sucrosekissen KH-Puffer
0,6 M Sucrose 20mM Hepes-KOH pH7,2
20mM Hepes-KOH pH 7,2 80mM KCl1

3.5.7.1. Kopplung der Sepharose-Kiigelchen mit dem Antikorper

50 mg der ProteinA-Sepharosekiigelchen (Sigma) wurden mit 0,1 M Phosphatpuffer
pH 7,5 fiir 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend 3x mit 0,1 M Phosphatpuffer
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die pelletierten Kiigelchen mit 0,1 M
Phosphatpuffer auf 750 pl aufgefiillt und mit 0,02% Na-Azid versetzt. So kdnnen sie liber
langere Zeit bei 4°C gelagert werden. Die ProteinA-Sepharosekiigelchen wurden dann zu
den Antikorpern pipettiert, 132 ul 1 M Phosphatpuffer pH 7,5 zugegeben und mit
destilliertem Wasser auf 1320 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei RT unter
staindigem Uberkopfschiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde der Probenansatz kurz bei
voller Leistung (Tischzentrifuge) zentrifugiert und dreimal mit Na-Borat Puffer (pH 9,0)
gewaschen. Nach jedem Schritt wurde zentrifugieren und der Uberstand verworfen. Die
schweren Ketten der Antikorper wurden durch Zugabe von 5,2 mg DMP (Sigma)
wéhrend einer 30 miniitigen Inkubationszeit kovalent an das ProteinA gekoppelt. Die
freien Bindungsstellen des DMP wurden durch Zugabe von 1 M Tris-HCI pH 7,5
abgesittigt und anschlieBend die Kiigelchen in 0,1 M Phosphatpuffer und 0,02 %
Na-Azid aufgenommen und bei 4°C gelagert.

3.5.7.2. Immunoprizipitation mit Chlamydomonas-Kulturen

Fiir die Versuche wurden verschiedene Volumina der Chlamydomonas-Kulturen vom
Stamm CW15(2) verwendet. Die Kultur wurde 5 min bei 5000 rpm (Rotor GS3) und RT
zentrifugiert und zweimal mit 50 ml KH-Puffer gewaschen.

Das Pellet wurde in 9 ml Lysepuffer pro Liter geernteter Kultur resuspendiert und 1:100
verdiinnte Protease-Inhibitoren (25x, Roche) sowie 20 mM DSP-Crosslinker zugegeben.
Die Zellen wurden durch 1 min Sonizieren auf Eis aufgeschlossen. AnschlieBend erfolgte
das Crosslinking unter stindigem Uberkopfschiitteln fiir mindestens 1 h bei 4°C. Durch
Inkubation fiir 15 min mit 100 mM Glycin wurde die Reaktion beendet. Dann wurde das
Zelllysat auf ein Sucrosekissen von jeweils 5 ml in Ti50-Zentrifugengefile tiberfiihrt und
30 min bei 40000 rpm (Rotor Ti50) und 4°C zentrifugiert. Die Oberphase wurde

entnommen, zu den vorbereiteten ProteinA-Sepharosekiigelchen gegeben und fiir 1 h
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unter konstantem Schiitteln bei 4°C inkubiert. Vor Zugabe zu den Kiigelchen wurden
20 pl Aliquot entnommen. Zu dem Ansatz wurde 0,5% Triton X-100 zugegeben. Nach
der Inkubation wurden die Kiigelchen dreimal mit Lysepuffer plus 0,1% Triton X-100
gewaschen und in ein neues Gefal3 iiberfiihrt. Anschliefend wurde der Ansatz zweimal
mit 10 mM Tris-HCI pH 7,5 gewaschen.

Nach Entfernen des letzten Uberstandes wurden 50 pl 2x SDS Ladepuffer (mit
B-Mercaptoethanol fiir Western Blots, ohne fiir Silberfarbung) zugegeben, fiir 2 min
gekocht und auf das SDS-Gel geladen.

3.5.7.3. Immunoprizipitation mit E.coli-Kulturen

Fiir den Versuch wurden je 100 ml E.coli-Kultur vom Stamm M15 verwendet. 1% h nach
der Induktion mit IPTG wurden die Kulturen geerntet (s. 3.5.5.3) und das Pellet in je 5 ml
Lysepuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 1:100 verdiinnten Protease-Inhibitoren (25x,
Roche) und 1 mg/ml Lysozym inkubierten die Proben 30 min auf Eis. Die Pellets wurden
soniziert und anschlieBend 30 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Auf die
vorbereiteten Sepharose-Kiigelchen wurde der Uberstand pipettiert und diese fiir 1 h bei
4°C invertiert. Nach der Inkubationszeit wurde analog zur Vorgehensweise bei

Chlamydomonas verfahren.
3.5.8. Protein-ldentifikation mittels Massenspektrometrie

3.5.8.1. Tryptischer Verdau

Waschlosung A Waschlésung B Trypsin-Lésung
10 mM NH,HCO; 5 mM NHHCO; 293 ul von 50 mM NH4HCO;
50% Acetonitril (v/v) 20 pg Trypsin (Promega)

40 pl Trypsin-Puffer

Nach erfolgter Fiarbung mit Colloidal Coomassie (Invitrogen) wurden die zu
analysierenden Banden in einer Grofle von 10-15 x 5 mm aus dem Gel ausgeschnitten, in
Eppendorfgefifle gegeben und mit den Waschlosungen A und B abwechselnd entférbt (3-
4 mal) und nach Entfernen der Losung fiir 2-4 h in der SpeedVac getrocknet. Die die
Gelstiickchen wurden mit 30 pl Trypsin-Losung bedeckt und 20 min auf Eis inkubiert.
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Uberschiissige Losung wurde entfernt, die Probe mit 50 ul 50 mM NH;HCO; bedeckt
und die Proteine 1i.N. bei 37°C verdaut.

Der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und die Peptide zweimal mit 60 %
Acetonitril fir eine Stunde aus den Gelstiickchen extrahiert. Die Losungen wurden
wieder in das neue GefiB iiberfiihrt und die gesammelten Uberstiinde in der SpeedVac

getrocknet, bis die Fliissigkeit vollstindig verdampft war.

3.5.8.2. Massenspektrometrische Analyse

Durch den tryptischen Verdau waren die Proteine zu Peptiden mit den endstindigen
Aminosduren Lysin, bzw. Arginin verdaut worden. Fiir die Analyse wurden die Proben
nach Jena geschickt (Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Mittag).

Die Proben wurde im Massenspektrometer durch Elektronenspray lonisation (ESI)
ionisiert und durch Kollision mit Edelgas (ESI-MS/MS) fragmentiert. Das erhaltene
Muster wurde mit theoretisch verdauten Peptiden aus den Datenbanken fiir
Chlamydomonas reinhardtii verglichen.

Es wurden Listen mit potentiellen Peptid-Sequenzen und daraus hergeleiteten moglichen

Proteinen aus E.coli zugeschickt.
3.6. Zellbiologische Methoden

3.6.1. Kinetiken

3.6.1.1. Dunkel-Licht Kinetik

Fiir die Dunkel-Licht-Kinetik wurden 250 ml Chlamydomonas Zellen vom Wildtyp Al
bzw. Stamm 325 arg7 aus Liege und den RNAi-Stimmen in einem Erlenmeyer-Kolben
zu einer Dichte von ~5-8 x 10° Zellen/ml angezogen. Am Tag vor Versuchsbeginn wurde
die Kultur in je 50 ml Fraktionen unterteilt, in sterile Becherglédser tiberfiihrt und fiir
~16 h abgedunkelt. Fiir den Versuch wurden die Kulturen wieder belichtet. Wichtig dabei
war, dass die Kulturen keinen weiteren Stressbedingungen (Temperaturdnderung,
zusitzliche Bewegung) ausgesetzt wurden. Fiir den Nullwert wurde sofort nach der
Belichtung eine Probe (50 ml) in eiskalte Corex-Zentrifugenbecher iiberfiihrt. Weitere
Proben wurden 30, 60, 120, 240 und 360 min nach Belichtungs-Beginn entnommen und
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in eiskalte Corex-Zentrifugenbecher iiberfithrt. Die Zellernte erfolgte wie in 3.3.5.

beschrieben.

3.6.1.2. Hitzeschock-Uberlebenskurve

Es wurden Kontrollstamm und RNAi-Stimme jeweils auf 2 TAP-Agar-Platten moglichst
gleichméBig ausgestrichen. Eine Platte wurde mehrfach mit Parafilm umwickelt, um
einen wasserdichten Abschluss zu gewihrleisten und anschlieend an vier aufeinander
folgenden Tagen vormittags 1 h und nachmittags 2 h im 40°C-Wasserbad unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Die Kontrollplatte wurde bei moglichst dhnlichen Lichtverhéltnissen

neben dem Wasserbad aufgestellt. Am fiinften Tag wurden die Platten fotografiert.
3.6.2. Grobe Fraktionierung

3.6.2.1. Sonizieren und Frieren / Tauen (Freeze / thaw)

Fiir eine grobe Fraktionierung der Proteine in ldsliche und membrangebundene Anteile
wurden 25 ml Chlamydomonas Kultur des Stammes CW15(2) geerntet und das Pellet in
2 ml TE-Puffer und 1:100 verdiinnten Protease-Inhibitoren (25x) aufgenommen. Ein
Aliquot von 400 pl fiir das Gesamtzellprotein wurde mit 2x SDS Probenpuffer versetzt.
Nach Aufteilen der restlichen Zellen wurde die eine Hélfte durch Sonizieren, die andere
durch 4 Zyklen des Einfrierens in fliissigem Stickstoff und anschlieBendem Tauen
aufgeschlossen. Dann wurden die Zelllysate auf ein Sucrosekissen iiberfiihrt und 30 min
bei 44.000 rpm und 4°C zentrifugiert (Ti50). Die Pellets wurden in einem Volumen TE-
Puffer riickgeldst und ebenso wie die Uberstinde mit 2x SDS-Probenpuffer versehen.

Vor der Auftragung auf ein SDS-Gel wurden die Proben 2 min gekocht.

3.6.2.2. Protein-Display

KMH-Puffer

20mM Hepes-KOH pH7,2
80mM KCl

2,5 mM MgCl,

Fiir die Erstellung des Protein-Displays verschiedener RNAi-Stdmme wurden je 250 ml
Chlamydomonas Zellen bzw. 500 ml bei einer deutlich diinneren Kultur geerntet und das

Pellet in 2 ml KMH-Puffer aufgenommen und Protease-Inhibitoren zugesetzt. Im
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Anschluss erfolgte der Zellaufschluss durch dreimaliges Frieren in fliissigem Stickstoff
und anschlieBendem Tauen. Ein Aliquot von 300 ul fiir das Gesamtzellprotein wurde
abgenommen. Der Rest wurde auf ein Sucrosekissen aufgetragen und 30 min bei
33.000 rpm und 4°C zentrifugiert (Ti50). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktions-
gefd} iiberfiihrt; das Pellet wurde in KMH-Puffer mit 2 % Triton riickgeldst, soniziert
und erneut auf ein Sucrosekissen aufgetragen. Das Aliquot und alle Uberstiinde wurden

mit 2x SDS Probenpuffer versetzt und bei -80°C eingefroren.

3.6.3. Chloroplasten-Isolation

5x NEB Puffer 45% Perkoll Losung 70% Perkoll Losung
1,5 M Sorbitol 45% Perkoll 70% Perkoll

50 mM Tris-HCI pH 7,8 1x NEB Puffer 1x NEB Puffer

25 mM MgCl,

Lysepuffer Sucrosekissen

10 mM Tris pH 7,8 X M Sucrose

10 mM EDTA 10mM Tris-HCI pH7,8

4,5 % Protease-Inhibitor (v/v) 10 mM EDTA

Eine Chlamydomonas Kultur des Stammes CW15(2) wurde in TAP plus 0,5% Pepton
(aus Casein; Roth) zu einer Zelldichte von 5x 10° Zellen/ml angezogen. Die Zellen
wurden fiir ~16 h abgedunkelt, um weitere Zellteilungen zu verhindern und
Chloroplasten gleicher Grofle zu gewinnen. 45 min vor der Ernte wurden die Zellen
wieder belichtet und anschliefend bei 4000 rpm (SLA 1500) und 4°C abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 45 ml eiskaltem 1x NEB-Puffer aufgenommen und im Kiihlraum mit
einem Nebulizer aufgeschlossen. Die zertriimmerten Zellen wurden in einem Corex-
Zentrifugen Gefdll gesammelt und 20 s bei 4°C und 4500 rpm (Rotor HB4) zentrifugiert.
Der Uberstand sollte nur noch leicht griin sein, sonst wurde erneut zentrifugiert. Zu jedem
Pellet wurden 4,5 ml 1x NEB Puffer mit Protease-Inhibitoren (25x) gegeben und das
Pellet durch Auf- und Abpipettieren mit einer abgebrochenen Pasteurpipette
resuspendiert. Die homogene Probe wurde auf einen Perkollgradienten (unten 70 %
Losung, oben 45 % Losung) in Corexgefale gegeben und 20 min bei 5000 rpm (Rotor
HB4) und 4°C zentrifugiert. Die Bremse der Zentrifuge war ausgeschaltet. Intakte
Chloroplasten waren in der Interphase zu finden. Der Bodensatz bestand aus den nicht

aufgeschlossenen Zellen und die Phase oberhalb des Gradienten aus zerstortem
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Zellmaterial. Die Chloroplasten wurden in ein neues Corexgefdl} {iberfiihrt und mit dem
vierfachen Volumen an 1x NEB Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert (40 s bei 4°C
und 4500rpm; HB4-Rotor). Das Pellet wurde dann in je 2 ml Lysepuffer aufgenommen
und die Chloroplasten durch Auf- und Abpipettieren lysiert. Das Lysat wurde auf einen
Sucrosegradienten (0,6 M und 1 M Sucrose) tiberfiithrt und 2% h bei 28.200 rpm (Rotor
SW40) und 4°C zentrifugiert. In der Phase zwischen dem Gradienten fanden sich die so
genannten ,,.Low density membranes“(LDM), im Uberstand das Stroma und im Pellet die
Thylakoidmembranen und andere Partikel. Das Pellet wurde in 5 ml 1,8 M Sucrose
resuspendiert und nach Uberschichten mit 1,3 M Sucrose erneut 2 h zentrifugiert. Die
gereinigten Thylakoide befanden sich nun in der Interphase. Alle Fraktionen von
Gesamtzellextrakt, Chloroplasten, LDM, Stroma und Thylakoiden wurden in Lysepuffer
aufgenommen und eingefroren.

Von allen Proben wurde die Proteinkonzentration durch Amidoschwarzfarbung bestimmt
und fiir die Analyse durch SDS-PAGE zu gleicher Gesamtproteinkonzentration

eingestellt.

3.6.4. Mitochondrien-Isolation nach Eriksson et al. (1995)

Lysepuffer 20% Perkoll-Lésung SEM-Puffer

50mM Hepes-KOH pH 7,2 20% Perkoll 250 mM Sucrose

5 mM EDTA 0,25 M Sorbitol 1 mM EDTA

0,25 M Sorbitol 10 mM MOPS-KOH pH 7,2 1 mM MOPS-KOH pH7,2
4 mM Cystein 1 mM EDTA

0,5% PVP 40 (w/v) 0,5% PVP 40 (w/v)

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

Aus 2 Liter Kultur des Chlamydomonas-Stammes CW15(2) wurden die Zellen (Dichte
~6x 10° Zellen/ml) fir 5 min bei 4500 rpm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet
zweimal mit 20 mM Hepes-KOH pH 7,2 gewaschen (resuspendiert und wieder
zentrifugiert). Dann wurden die Zellen in 30 ml Lysepuffer aufgenommen und durch
einen Nebulizer aufgeschlossen. Nach Abnahme eines 100 ml Aliquots wurde 5 min bei
5000 rpm (SS-34) zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 8000 rpm fiir weitere 10 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 30 ml Perkoll-Lésung aufgenommen und
fiir 40 min bei 20.000 g aufgetrennt. Die untersten 3 ml wurden mit 20 ml SEM-Puffer
aufgefiillt und erneut zentrifugiert (10 min, 10000 g). In 300 pul SEM-Puffer wurde das

Mitochondrien enthaltende Pellet resuspendiert. Nach Zugabe von 1:100 verdiinnten
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Protease-Inhibitoren (25x) und 5x SDS-Probenpuffer wurde die Losung aliquotiert und

eingefroren.
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Ergebnisse

4.1. Biochemische Charakterisierung von VAP, 70-kDa-Protein
und Thioesterase als madgliche Interaktionspartner des
HSP70/HSP90-Chaperonsystems

Uber Immunoprizipitationen (IP) der HSP90C-, HSP70B- und VIPP1-Proteine wurden
verschiedene Proteine als potentielle Interaktionspartner ermittelt. Die Analyse der
angereicherten Proteine erfolgte mittels Massenspektrometrie. Es handelte sich hierbei
um eine Thioesterase, die als mogliches Substrat des HSP90C in Frage kam. Mit der
HSP70B-IP wurde ein 70 kDa groBles Protein unbekannter Funktion angereichert. Mit
VIPP1 schien ein Protein zu interagierten, das den Arbeitsnamen VAP (VIPP1 associated
protein) trug.

Bei dem auf Lichtinduzierbarkeit zusdtzlich untersuchten CDJ3 handelt es sich
moglicherweise um ein plastidéres J-Doménen-Protein, das ein Cochaperon von HSP70B

sein konnte.

4.1.1. Lichtinduzierbarkeit der Gene von VAP, VIPP und 70-kD-Protein

In einem Dunkel-Licht-Shift-Experiment wurden
die Induzierbarkeit der fir VAP, VIPP und das
| 70-kDa-Protein  7/0-kDa-Protein kodierenden Gene durch Licht

0 30 60 120 180 Min

auf mRNA-Ebene untersucht.

| VAP

_ Die Gene aller vier oben erwihnten Proteine
VIPP1 zeigen im  Wildtyp-Stamm  Al"  eine
lichtinduzierte Zunahme der mRNA (Abb. 8).

(CDJ3 Die maximale Induktion ist nach 30 min (VIPP1)

bzw. 60 min (VAP) nach dem Ubergang aus der

Abb. 8: Northern Blots der Dunkel-Licht- P : |
ShiftKinetiken des Chlamydomonas. | Dunkelheit ins  Licht (30 pE m™sek™) zu

Wildtyp-Stamms  Al’, hybridisiert mit | peobachten. Bei CDJ3 und der RNA des
Sonden aus cDNAs, die fiir VIPP1, VAP,

das 70-kDa-Protein und CDJ3 kodieren. 70-kDa-Proteins liegt das Maximum der
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Expression bei 60 min, nimmt bei letzterem aber danach wieder deutlich ab. Bei CDJ3
scheint die vorliegende RNA-Menge auch in den zwei darauf folgenden Stunden

verhéltnismafBig konstant zu bleiben.

4.1.2. Lokalisierung von VAP, 70-kDa-Protein und Thioesterase

Bevor die Frage der Interaktion mit dem HSP70/HSP90-Chaperonsystem angegangen
werden konnte, musste die Lokalisierung der potentiellen Partner gekliart werden. Es
wurde deshalb zunéchst eine grobe Fraktionierung durchgefiihrt, um festzustellen, ob es
sich um l6sliche oder membrangebundene Proteine handelt. Im zweiten Schritt wurde
eine genaue Lokalisierung der potentiellen Partner in Subfraktionen des Chloroplasten
vorgenommen. Gegen alle drei Proteine waren durch heterologe Expression und
Aufreinigung aus E.coli Antikorper aus Kaninchen gewonnen worden, die fiir den

immunologischen Nachweis zur Verfiigung standen.

4.1.2.1. Grobe Fraktionierung

Die Fraktionierung wurde mit zwei verschiedenen Methoden gleichzeitig durchgefiihrt.
Beim Sonizieren erfolgte der Zellaufschluss durch Ultraschall-Anwendung. Alternativ
wurden die Zellen durch dreimaliges Einfrieren in fliissigem Stickstoff und

anschlieBendem Auftauen aufgeschlossen (Abb. 9).

S FIT
WC S m S m
— — —= 70-kDa Protein
e pES CGE1 (|6S|iCh)
— — M | Cyt f(membrangebunden)

Abb. 9: Western Blots der groben Fraktionierung nach Auftrennung in einem linearen 12% SDS-
Polyacrylamid Gel. Mittels Sonizieren (S) und der freeze-thaw Methode (F/T) zum Zellaufschluss
wurden die folgenden Fraktionen erhalten: Losliche Fraktion (s) und Membranfraktion (m). Als
Kontrolle diente eine Probe der gesamten zelluldren Proteine (WC, whole cells).
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Die immunologische Detektion zeigt, dass das 70-kDa-Protein verglichen mit dem

16slichen CGE1 wohl ebenfalls als 16sliches Protein betrachtet werden kann.

Die Lokalisierung der Thioesterase blieb sowohl in der groben wie auch in der
anschlieBenden genauen Fraktionierung erfolglos, da mit Western Blots und
anschlieendem immunologischen Nachweis kein eindeutiges Signal detektiert werden
konnte. AnschlieBende Tests des Thioesterase-Antikorpers ergaben, dass dieser generell
zu viele unspezifische Banden erkennt.

Auch die eindeutige Lokalisierung von VAP war nicht moglich, da es scheinbar sehr
schwach exprimiert wird. Im Gesamtzellextrakt der VIPP1-IP (Abb. 12) ist es ebenfalls
nur als sehr schwache Bande zu erkennen. Mit einem affinititsgereinigten Antikorper

konnten hier moglicherweise eindeutigere Ergebnisse erreicht werden.

4.1.2.2. Genaue Fraktionierung

Bei der genauen Fraktionierung erfolgt eine Isolierung der Chloroplasten, die aufgetrennt
wurden in Thylakoide, Stroma und Low density membranes (LDM) iiberwiegend
bestehend aus innerer Hiillmembran und Transportvesikeln (Zerges and Rochaix, 1998).
Mitochondrien wurden nach (Eriksson et al., 1995) isoliert (Abb.10).

Die mitochondriale Carboanhydrase (CA) wurde wie erwartet hauptsdchlich dort
detektiert, gewisse Mengen jedoch auch in den Thylakoiden und in der LDM-Fraktion.
Das in den Thylakoiden vorkommende Cytochrom f (Cyt f) konnte auch nur dort
nachgewiesen werden. Die Detektion geringer Mengen von CGEIl ausschlieBlich im
Stroma zeigt eine erfolgreiche Reinigung an. HSP70B liegt im Stroma, in der LDM-

Fraktion und in geringem Maf3e auch in der Fraktion der Thylakoide vor.

WC Cp S Th LDM Mi Abb. 10: Lokalisierung plastidérer
und mitochondrialer Proteine.
Gezeigt sind Western Blots der

— —— e 70-kDa-Protein

genauen Fraktionierung nach

‘ i ' - HSP70B Auftrennung in einem 7,5-15% SDS-
Polyacrylamid Gradientengel. Mittels

Chloroplasten-Fraktionierung wurde
-— — - . .
* CA Gesamtzellextrakt (WC) sowie die

- Chloroplasten (Cp) und deren
- il —— Cytf einzelne Fraktionen Low density
membranes (LDM), Stroma (S) und

Thylakoide (Th) gewonnen. Zudem

=l CGE1 wurde eine Mitochondrien-Isolierung

(Mi) durchgefiihrt.




Ergebnisse

41

Bei einer Betrachtung der Lokalisierung des 70-kDa-Proteins zeigte sich eine starke
Anreicherung im Stroma sowie in der LDM-Fraktion. Durch die Auftragung gleicher
Proteinmengen ldsst sich eine Anreicherung im Vergleich zum Gesamtzellextrakt
deutlich erkennen. Der Vergleich mit HSP70B zeigt, dass es als potentieller Partner in

den gleichen Fraktionen vorliegt.

4.1.3. Co-Immunoprazipitationen aus Chlamydomonas-Zellextrakten

zum Nachweis von Interaktionspaaren

Das Ziel von Co-Immunoprézipitationen aus Zellextrakten liegt in der Anreicherung von
Interaktionspartnern mit Hilfe von polyklonalen Antikorpern. Dabei soll iiber die
Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen A und B, auch Protein B mit einem gegen A
gerichteten Antikorper ankonzentriert werden kdnnen.

Vorraussetzung ist jedoch, dass weder das Zielprotein noch die potentiellen
Interaktionspartner unspezifisch mit den Antikorpern oder den verwendeten Sepharose-
beads interagieren. Daher wird eine Kontrolle mit Prdimmunserum durchgefiihrt.

Es wire also zu erwarten, dass durch eine Immunoprézipitation mit dem HSP70B
Antikorper das 70-kDa-Protein als dessen potentieller Interaktionspartner ankonzentriert
werden kann. In der 70-kDa-Protein-IP miisste dagegen neben diesem Protein auch eine
groBere Menge HSP70B zu detektieren sein als im Gesamtzellextrakt. Analoge
Vermutungen gelten fiir VIPP1 und VAP.

Auf die Untersuchung der Interaktion von Thioesterase und HSP90C wurde verzichtet, da
durch die unspezifische Erkennung zu vieler Banden durch den Antikdrper kein
eindeutiger Interaktionsnachweis moglich war.

Um den Einfluss von ATP auf die Interaktion zu untersuchen wurde je eine IP mit einem
ATP-regenerierenden System durchgefiihrt, die andere mit Apyrase und FCCP versehen,

um ATP abzubauen.

Fine  grundsdtzliche  Voraussetzung  fiir eine  erfolgreich  durchgefiihrte
Immunoprizipitation ist, dass das Protein, gegen welches die Antikdrper bei der
jeweiligen IP verwendet werden, auch tatséchlich durch die Immunoprizipitationen

angereichert wurde. Das bedeutet, dass sowohl der Antikorper funktionsfahig ist, als auch
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das zu detektierende Protein tatsdchlich in dem zu untersuchenden Ansatz vorhanden ist.

Dass dies hier der Fall ist, zeigt Abb. 11.

HSP70B

70-kD-Protein

VAP

VIPP1

Hi

wcC Pra +ATP -ATP

Abb. 11: Kontrollen der Co-Immunoprézipitationen aus
Chlamydomonas-Zellextrakten. Gezeigt ist ein Western
Blot der Immunoprézipitationen, nach Auftrennung in
einem 7,5 -15% SDS-Gradientengel. Die Spalten geben
die einzelnen Ansétze an, mit denen die jeweiligen IPs
durchgefiihrt ~ wurden:  Gesamtzellextrakt  (WC),
Praimmunserum (Prd) und die Ansdtze mit ATP (+ATP)
und ohne ATP (-ATP). Rechts sind die priméren
Antikorper der Detektion angegeben, die gleichzeitig
auch den fiir die IPs verwendeten Antikdrpern
entsprechen.

4.1.3.1. 70-kDa-Protein und HSP70B

Die Kontrolle aller IPs war erfolgreich,
da alle Proteine durch ihre eigenen
Antikorper angereichert wurden und
auch erfolgreich detektiert werden
konnten. Auch der AntikOrper gegen
VAP zeigt sich funktionsfiahig, da VAP
angereichert vorliegt.

Da bei VAP im ATP-enthaltenden

Ansatz mit 16slichen Proteinen und im

ATP-freien Experiment mit dem
Gesamtzellprotein  gearbeitet wurde,
lasst sich aus den gleichstarken

Detektionssignalen schlieBen, dass es
sich bei VAP aller Wahrscheinlichkeit
nach auch um ein 16sliches Protein

handelt.

Abschliefend wurden die IPs auf Anreicherung der potentiellen Interaktionspartner hin

untersucht. Dabei erfolgte die Detektion mit dem Antikorper des jeweiligen Partners. Die
70-kDa-Protein-IP wurde daher gegen HSP70B detektiert und die HSP70B-IP gegen den
potentiellen Partner, das 70-kDa-Protein (Abb.12).

118 =

118

85 —

m——

WC Pra +ATP -ATP

— 70-kDa-Protein

— HSP70B

Abb. 12: A: Die mit Antikorper
gegen HSP70B durchgefiihrte IP
wurde detektiert gegen das 70-kDa-
Protein. B: Die 70-kDa-Protein-IP
wurde detektiert gegen HSP70B.
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Das 70-kDa-Protein war nur im Gesamtzellextrakt nachweisbar, nicht jedoch im
HSP70B-Immunoprézipitat. Ebenso eindeutig zeigt die 70-kDa-Protein-IP keine
nachweisbare Interaktion mit HSP70B. Auch hier ist HSP70B nur im Gesamtzellextrakt
nachweisbar und wurde in der IP unabhingig von der Anwesenheit von ATP nicht

zusammen mit dem 70-kDa-Protein co-prazipitiert.

4.1.3.2. VAP und VIPP1

Um die Interaktion zwischen VAP und VIPP1 zu untersuchen, wurde die mit Antikdrpern
gegen VAP durchgefiihrte IP gegen VIPP1 detektiert sowie die VIPP1-IP gegen VAP
(Abb.13).

— - - Das sehr schwach exprimierte VAP

ebenso wie das Protein VIPP1 sind

- F — VAP
| - jeweils nur im Gesamtzellextrakt
A ' zu detektieren. Das bedeutet, dass
" weder VIPP1 mit VAP noch VAP
-— : —vipp1 mit VIPP1 co-prizipitierten.
B 26 =
we Pra +ATP -ATP

Abb. 13: A: Die VIPP1-IP wurde detektiert gegen
VAP. B: Die VAP-IP wurde detektiert gegen VIPP1.

Eine vermutete Interaktion konnte daher bei allen durchgefiihrten Immunoprizipitationen
sowohl zwischen VAP und VIPP1, als auch zwischen HSP70B und 70-kDa-Protein nicht

bestitigt werden.

4.2. HSP90C-RNAI zur Auffindung charakteristischer
Phanotypen

HSPI90C stellt zusammen mit HSP70B den Kern des HSP70/HSP90-Chaperonsystems in

Chloroplasten dar. Uber HSP90C und seine Substrate, Cochaperone und Funktionen ist

allerdings wesentlich weniger bekannt als beim deutlich besser untersuchten HSP70B.

Aufgrund reduzierter Lichtinduktion einiger kernkodierter Gene in HSP90 Mutanten in
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Arabidopsis, kommt fiir chloroplastidires HSP90 eine Funktion in der
Signalweiterleitung vom Chloroplasten zum Kern in Betracht. HSP90C in
Chlamydomonas konnte daher an der Reaktion auf Licht und/oder andere Faktoren, die
eine Induktion bestimmter Proteine im Zellkern erfordern beteiligt sein (Willmund and
Schroda, 2005).

Um einen Hinweis auf Funktionen oder Substrate des HSP90C zu erhalten, wurde dieses
Protein durch RNAi unterexprimiert. Diese Reduktion des Expressionslevels (Silencing)
ist jedoch nicht von Dauer. Im Verlauf einiger Wochen oder Monate kehrt die Fahigkeit,
das entsprechende Protein zu synthetisieren, zuriick. Es ist daher wichtig, zu
kontrollieren, ob zum Zeitpunkt des Experiments das Expressionslevel noch erniedrigt
ist. Uber die Unterexpression von HSP90C sollte in dieser Arbeit nach dadurch

entstehenden charakteristischen Phénotypen gesucht werden.

4.2.1. Transformation und Screening

Um mit RNAI ein Protein unter zu exprimieren, muss zunidchst das RNAi-Konstrukt in
den Organismus transformiert werden und die Transformanten in einem Screening-
Ansatz auf ein reduziertes Proteinlevel untersucht werden.

Durch Transformation des HSP90C-RNAi-Konstrukts (Abb.14) in den zellwandlosen
Chlamydomonas-Stamm 325 Liége wird dort durch Transkription eine doppelstrangige
RNA des HSP90C erzeugt. Sie wird durch Dicer in kleine siRNA-Molekiile geschnitten.

PAR
pMS441 i HSP90C
genomische DNA cDMNA

Abb. 14: HSP90C-RNAi-Konstrukt mit einem HSP70A-RBCS2 Tandempromotor (Par). An die
genomische Sense-Sequenz von HSP90C schlieft sich die cDNA-Antisense-Sequenz an. Diese
Kombination ergibt ein stabileres RNA-Produkt als zwei cDNA-Abschnitte. Auf dem Plasmid pMS441
liegt zudem ein Arginin-Selektionsmarker (Arg). Eine Spel-Restriktionsschnittstelle wird fiir die
Linearisierung des Plasmids vor der Transformation verwendet.
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Diese siRNA sollte in den Transformanten durch RNA Interferenz zur Reduktion des
Expressionslevels von HSP90C-Protein fiihren. In einem Screening wurde das
Zellprotein durch Detektion gegen HSP90C auf reduzierte Proteinmengen des Chaperons
untersucht. Als Ladekontrolle wurde gegen das plastiddre Protein VIPP1 detektiert
(Abb.15).

aHSPOOC| -_ - - - e

WT C16 C19 C24 C27 D13 D21 B21 B24 B29 E16 E22 E23

Pt !

Abb. 15: Western Blot und immunologischer Nachweis von HSP90C in HSP9OC-RNAi-Stimmen. Der
Nachweis von VIPP diente als Ladekontrolle. Der Nachweis erfolgte mit Antikdrpern gegen HSP90C
bzw. VIPP1. Die Probenauftrennung erfolgte in einer 10% SDS-PAGE. Die Pfeile zeigen erfolgreiche
Unterexpression in den Transformanten an. Diese zwei Western Blots sind beispielhaft fiir alle
untersuchten Transformanten abeebildet.

6 der 60 untersuchten Transformanten zeigten deutlich erniedrigte HSP90C-Levels. Das
entspricht einem Anteil von 10%, wobei vor allem schwicher wachsende Kulturen
getestet wurden. In einigen Transformanten waren noch geringe Mengen HSP90C
detektierbar (z.B. C12), in anderen war keines mehr nachweisbar (z.B. C16). Die
detektierten Mengen an VIPP1 waren in allen Kulturen in etwa vergleichbar. Fiir die sich
anschlieBenden Versuche wurde mit den folgenden 6 Transformanten gearbeitet: C12,
C13, C15, C24, C25, El16. Als Wildtyp-Stamm wurde in den Experimenten 325 Licge

verwendet.

4.2.2. Suche nach Phanotypen auf Protein-Ebene

Zundchst wurde eine Auswirkung der HSP90C-Unterexpression auf der Ebene der
Proteinexpression  untersucht. Durch Vergleich der Expressionsmuster der
Transformanten mit dem untransformierten 325 Liége-Stamm und einer vergleichenden
Bestimmung von Chlorophyllmenge und Protein kdnnen vielleicht beteiligte Proteine und

eine Auswirkung der Unterexpression auf die Photosynthese ausgemacht werden.
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4.2.2.1. Protein-Display der HSP90C-RNAIi-Transformanten

Mit den Transformanten C13, C16, C25 und E16 sowie dem entsprechenden
Wildtypstamm wurde eine Fraktionierung der Zellproteine durchgefiihrt. Eine Trennung
in 16sliche und membrangebundene Proteine wurde erreicht. Zum Vergleich wurde auch
der Gesamtzellextrakt der fiinf Kulturen aufgetragen. Interessante Ergebnisse konnten das
Auftreten von hoch- oder runterregulierten Proteinen sein, die in den Transformanten zu
beobachten sind, nicht jedoch im Wildtyp.

Die Proteine wurden jeweils zweimal mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

aufgetrennt und einmal mit Silber und einmal mit Coomassie angefarbt (Abb. 16 + 17).

WT E16 C13 C25 C16 WT E16 C13 €25 C16 WT E16 C13 C25 C16
WC l&slich membrangeb.

Abb. 16: Analyse der Proteinmuster der HSP90C-RNAi-Stimme verglichen mit dem Wildtyp-
Stamm. Gezeigt ist eine Silberfarbung nach Auftrennung der Proben mit einer 7,5-15% SDS-
PAGE. Das Gel wurde nach der Féarbung auf einem Lichttisch fotografiert. Der Probenauftrag
beinhaltet den Gesamtzellextrakt (WC), den Ioslichen Proteinanteil (l6slich) sowie
membrangebundene Proteine (membrangeb.). Der Zellaufschluss erfolgte durch mehrmaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieBendem Tauen.
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WC Lysat Pellet

Abb. 17: Analyse der Proteinmuster der HSP90C-RNAi-Stimme verglichen mit dem Wildtyp-Stamm.
Gezeigt ist ein mit Coomassie gefirbtes Gel. Die Probenaufbereitung ebenso wie die Auftrennung
erfolgte analog zur Silberfarbung in Abb. 16.

Sowohl in dem mit Silber gefarbten Gel wie auch in der Coomassie-Farbung lassen sich
in einzelnen Spuren vom Expressionsmuster des Wildtyps abweichende Banden finden.
Diese sind entweder verstirkt wie in der Coomassie-Farbung der membrangebundenen
Proteine in den Kulturen E16, C13 und C16 bei einer GroBe von knapp 30 kDa. Sie
konnen aber auch reduziert sein, wie es in der Silberfarbung bei C25 im 16slichen Protein
bei einer Proteingréfle von etwa 43 kDa zu beobachten ist (s.0).

Entscheidend ist jedoch, dass keine der Banden in allen Transformanten auf die gleiche
Weise hoch- oder runter reguliert werden. Eine einheitliche, charakteristische

Verdnderung ist daher durch die Unterexpression von HSP90C nicht auszumachen.
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Um zu bestdtigen, dass zum Zeitpunkt der Probennahme das HSP90C-Level noch
signifikant erniedrigt ist und die Expression von HSP90C noch nicht wieder stattfindet,
wurden die verwendeten Transformanten durch immunologischen Nachweis auf die
Abwesenheit des Chaperons getestet.

Alle Proben der Kulturen, die fiir das Protein-Display sowie fiir die Chlorophyll- und

Proteinbestimmung verwendet wurden, zeigten kein nachweisbares HSP90C (Abb.18).

HSPOOC|

Cytf-—’\q

WT 25 C16 C13 E16

Abb. 18: Kontrolle des HSP90C-Expressionslevels fiir die Analyse des Protein-Displays und der
Chlorophyll-/Proteinbestimmung. Gezeigt ist ein Western Blot; die Proben wurden analog zum
Screening in Abb. 15 aufbereitet. Als Ladekontrolle wurde gegen Cytochrom f (Cyt f) detektiert.

4.2.2.2. Bestimmung des Chlorophyll-Gesamtprotein-Verhéltnisses

Die von Cao et al. (2003) veroffentlichten Befunde iiber retardierte Chloroplasten-
Entwicklung in HSP90C-Mutanten in Arabidopsis zeigen in jungen Blittern ecine
geringere Chlorophyll-Konzentration und erscheinen daher gelblich. Eine Bestimmung
der Gesamtchlorophyllmenge wie auch der einzelnen Konzentrationen von Chlorophyll a
und b und die Messung der Bezugsgrofle Gesamtprotein sollten einen ersten Blick auf
mogliche Unterschiede erlauben.

Daraus ergibt sich ein Verhiltnis von Chlorophyll (Chl) zu Protein in den
Transformanten. Auch das Verhéltnis von Chlorophyll a (Chl a) zu Chlorophyll b (Chl b)
wurde bestimmt. Fiir die Ermittlung der Proteinkonzentration wurde eine
Doppelbestimmung mit Amidoschwarz durchgefiihrt, fiir die Chlorophyllmessung eine
dreifache Wertermittlung.
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Tabelle 5 Chlorophyll- und Gesamtproteinkonzentration

Chlorophyll/Gesamtprotein
Chl Protein Chl/Pro Chla/Chlb
Hg/pl Hg/pl
WT 0,23 1,01 0,23 211
E16 0,16 0,701 0,23 1,95
C25 0,26 1,37 0,19 215
C13 0,13 0,721 0,18 1,93
C16 0,04 0,51 0,08 1,39

Nur die transformierte Kultur C16 zeigt signifikant vom Wildtyp-Stamm abweichende
Messwerte. Es scheint Chlorophyll a reduziert zu sein, da sowohl die Messung der
verschiedenen Chlorophylle wie auch das Verhiltnis der Chlorophylle zur Proteinmenge
deutlich niedrigere Werte aufweisen. C16 zeigte zudem ein stark verlangsamtes
Wachstum im Vergleich zu den anderen Transformanten und dem Wildtyp.

Da aber sowohl im Protein-Display als auch in den Werten der anderen erfolgreich
herunter regulierten Stimme keine charakteristischen Effekte zu beobachten sind, kann in
diesen Experimenten nicht von einem gemeinsamen durch RNAi bedingten Phénotyp
gesprochen werden. Die Differenzen in C16 konnten sich durch eine Insertions-
Mutagenese erkldren. Dabei hitte die Transformation moglicherweise die Schidigung
eines wichtigen, anderen Gens zu Folge, die sich aber unabhingig vom HSP90C-Level

auswirkt.

4.2.3. Hitzestress-Uberlebensexperiment

Um zu priifen, ob die Unterexpression des HSP90-Chaperons einen negativen Einfluss
auf die Uberlebendfihigkeit der Transformanten unter Hitzestress hat, wurden auf TAP-
Agar-Platten ausgestrichene Kulturen an vier aufeinander folgenden Tagen im 40°C
Wasserbad mehrere Stunden dem Stressreiz ausgesetzt.

Es wurde bei allen Kulturen ein leicht eingeschrinktes Wachstum im Vergleich zu den
Kontrollplatten beobachtet (ohne Abbildung). Dies trifft jedoch nicht nur auf die

Transformanten sondern auch im gleichen Mafe auf den Wildtyp zu, so dass keine
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Beeintrachtigung der Fahigkeit mit wiederholtem Hitzestress umzugehen in

Chlamydomonas-Zellen mit reduziertem HSP90C-Proteinlevel zu erkennen ist.

4.2.4. Suche nach Phanotypen auf RNA-Ebene
Da auf Protein-Ebene keine charakteristische Beeintrdchtigung durch HSP90C-RNAI

feststellbar war, wurden zwei Kinetiken durchgefiihrt, bei denen regelméfBig genommene
RNA-Proben einen Hinweis auf durch Licht oder Hitze induzierte Komponenten

moglicher Signalwege liefern kdnnten.

4.2.4.1. Dunkel-Licht-Shift-Kinetik

Nach dem Ubergang der Zellen ins Licht nach mehrstiindiger Dunkelheit wurde die
isolierte mRNA mit ¢cDNA-Sonden hybridisiert. Untersucht wurden dabei das vom
Chloroplastengenom kodierte PsbA sowie kernkodiertes HSP70A. cRlp diente als
Ladekontrolle. Eine Anderung in der Konzentration des PsbA-Transkripts konnte auf
einen Einfluss auf chloroplastenkodierte Gene hinweisen. Bei HSP70A handelt es sich
um ein durch Licht und Mg-Protoporphyrin induziertes Gen, das fiir ein cytosolisches
Protein kodiert. Eine verringerte Lichtinduktion des HSP70A-Gens konnte auf eine

Storung des Signalweges von den Chloroplasten zum Zellkern hindeuten.
WT E16
PsbA | m " 2 AARA

Im HSP90C-RNAi-Stamm

E16 scheint eine Induktion

des in den Chloroplasten

A AR R F T IRALRAEL T

kodierten PsbA zu sehen zu
sein  (Abb.19).  Dieser

HSP70A - - - - "n L‘- *5
min 0 30 60 120 240 360 0 30 60 120 240 360

Eindruck bestétigt sich

jedoch nicht, da auch die
Abb. 19: Analyse der mRNA des Wildtyps im Vergleich zum
HSPOC-RNAi-Stamm  E16. Die Northem Blots sind | Ladekontrolle cBlp
stellvertretend fiir alle Transformanten dargestellt. Hybridisiert
wurde mit Sonden aus cDNA, die fiir PsbA, cBlp und HSP70A
kodieren. Die Zeiten nach dem Ubergang vom Dunklen ins Licht Konzentrationen aufweist.
sind unter der Abbildung in Minuten angegeben.

korrelierende

HSP70A wird im HSP90C-
RNAi-Stamm und im Wildtyp durch Licht induziert. Durch das Fehlen von HSP90C ist
keine Verdnderung des normalen Verhaltens festzustellen. Die anderen HSP90C-RNAI-
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Stimme weisen ebenfalls keine auffilligen vom Wildtyp abweichenden Muster auf (ohne
Abbildung). Das Transkript von HSP90C konnte nicht detektiert werden. Zumindest im

Wildtyp hitte eine nachweisbare Menge an RNA erwartet werden konnen.

Die Untersuchungen auf RNA-Ebene ergeben zum jetzigen Zeitpunkt noch keine
Aussage, die eine Richtung bei der Suche nach der Funktion von HSP90C und seinen

Substraten vermuten lassen konnten.

4.3. SecA als moglicher Interaktionspartner von CDJ2

Ziel dieser Arbeit war, durch verschiedene Techniken mogliche weitere mit CDJ2
interagierende Proteine aufzufinden. Verwendet wurde dabei der E.coli-Stamm M15 mit
den eintransformierten Plasmiden pMS254 (kodiert fiir CDJ2 ohne Chloroplasten-
Transitsequenz) sowie pMS296 (kodiert fiir CDJ2 ohne Transitsequenz und J-Doméne;
auch als CDA2 bezeichnet) (Abb.20). Bei CDA2 sollte daher die Interaktion mit HSP70B
unterbunden sein und Substrate sollten nicht an das Chaperon weitergereicht werden
konnen. Als Ansatzpunkt bot sich die Beobachtung, dass bereits bei der Gewinnung von
Protein fiir die Herstellung von Antikdrpern ein drastischer Wachstumsstopp von E.coli
durch Uberexpression von CDJ2 aufgefallen war. Wir gingen davon aus, dass CDJ2 mit
einem E.coli-Protein interagierte, das fiir das Zellwachstum essentiell ist und diese
Interaktion das bakterielle Protein inaktivierte. Ziel war es, dieses mit CDJ2

interagierende, essentielle E.coli-Protein zu identifizieren.

I N N — B —— I co:

cpTP J-Doméne
7~ I N~ I — I <
/ / in pMS254
6 His 6 His
/ in pMS296
6 His 6 His

Abb. 20: Schematische Darstellung des Proteins CDJ2. Fiir die heterologe Expression lagen CDJ2 und
CDA2 ohne Chlorplasten-Transitsequenz (cpTP) und mit N- und C-terminalen Hexahistidin-Tags (6
His) vor. CDA2 fehlt zudem die J-Doméne. Die schmaleren Abschnitte bezeichnen nur in
Chlamydomonas vorliegende Bereiche, wogegen die breiteren Blocke fiir auch in hoéheren Pflanzen
vorkommende Proteindoménen stehen.
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4.3.1. Uberexpression von CDJ2 und CDA2

4.3.1.1. Wachstumskurven

Um den Wachstumsstopp von E.coli nach Expression von CDJ2 bzw. CDA2 zu
illustrieren, wurden Wachstumskurven aufgenommen. Als Kontrolle wurde parallel zur
Uberexpression der beiden CDIJ2-Variationen das GrpE-Homolog CGEl — ein

Nukleotidaustauschfaktor — ebenfalls in E.coli iberexprimiert.

IPTG-Induktion

—=-CDJ2-
—-=-CDJ2+
—— CDD2-
—-— CDD2+
—+ CGE1-
-o— CGE1+
——M15-

——M15+

0 30 50 90 120 150 180 210 240 270

Zeit [min]

Abb. 21: Wachstumskurve bei Uberexpression der Proteine CDJ2, CDA2 und CGE1 nach Induktion
durch 1 mM IPTG (+). Festgestellt wurde die Optische Dichte bei A = 600 nm. M15 ist der
Kontrollstamm ohne Plasmid und wurde daher nicht mit Ampicillin behandelt. Von allen Kulturen
wurden zudem nicht-induzierte Kontrollen gemessen (-). Es wurde mit 1 1-LB-amp-Kulturen gearbeitet.
CDD2 = CDA2

Die Wachstumskurve der gemessenen E.coli-Kulturen zeigt einen normalen

Wachstumsverlauf fiir alle Kulturen bis zum Zeitpunkt der IPTG-Zugabe (Abb.21). Die

Trennung in induzierte und nicht induzierte Kulturen gibt an, dass bereits nach 30 min ein
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signifikanter Unterschied zwischen den CDJ2 und CDA?2 iiberexprimierenden und allen
anderen Kulturen vorliegt. Diese beiden Kulturen zeigen im weiteren Verlauf einen
volligen Wachstumsstopp, obwohl die Menge an synthetisiertem CDJ2 bzw. CDA2 eher
gering sind (Abb.22 A + B). Bei der CGEIl {iberexprimierenden Kultur ist eine leicht
verringerte Wachstumsrate zu beobachten, die aber wahrscheinlich durch die sehr hohen
Mengen des produzierten Proteins in der Zelle erklart werden kann, die durch Coomassie-

Féarbung gut erkennbar sind (Abb.22 C).

Abb. 22: Analyse der Proteinproben aus den Wachstumskurven sowie der Eluate (E) aus der Imidazol-
Elution des Ni-NTA ,,Pulldown-Assays“. Gezeigt sind mit Coomassie Blue gefarbte Proteingele nach
Auftrennung mit 7,5-15% SDS-PAGE. Am Zeitpunkt der Induktion (Oh) sowie nach einer Stunde (1h),
nach zwei Stunden (2h) und nach drei Stunden (3h) wurden dafiir Proteinproben genommen.

A + B: Es erfolgte mit CDJ2-Antikorpern der Nachweis der erfolgreichen Uberexpression von CDJ2 und
CDA?2 nach IPTG-Induktion (eingeklinkte Abbildungen). Abb. C weist die erfolgreiche Uberexpression
von CGEl nach der IPTG-Induktion durch Coomassie-Farbung nach. Die Elution (E) des Ni-NTA-
Pulldown Assays ist bei CGE1 in 1:10-Verdiinnung im Vergleich zu den Elutionen von CDJ2 und CDA2
(A + B) aufgetragen, um eine Uberladung des Acrylamidgels zu vermeiden.

Dass auch die gewiinschten Proteine CDJ2 bzw. CDA2 tatsdchlich exprimiert wurden,
obwohl die Mengen in der Coomassie-Fiarbung nur schwach erkennbar waren, lie sich
mit einem immunologischen Nachweis fiir CDJ2 und CDA2 zeigen (Abb. 22 eingeklinkte
Bilder).
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Der Antikorper gegen CDJ2 erkennt bei der Detektion auch die verkiirzte Proteinversion
CDA?2 spezifisch. Obwohl die produzierten Proteinmengen deutlich unter der des CGE1
liegen, sind die Auswirkungen auf die Wachstumsrate signifikant stirker. FEin
Wachstumsstopp allein durch die Expression artfremden Proteins in groBen Mengen kann

daher ausgeschlossen werden.
Die Uberexpression zeigt sehr reproduzierbar in mehreren unabhiingigen Versuchen die

gleichen Ergebnisse unabhingig vom Volumen der Ansétze (50 ml bis 1 1).

4.3.1.2. Bestimmung des Proteinkonzentration

Um zu iiberpriifen, ob mit dem Wachstumsstopp lediglich die Zellteilung, nicht aber die
Proteinsynthese betroffen war, wurde der Proteingehalt, der wihrend der Uberexpression
gewonnenen Proben  bestimmt. Dazu wurden von drei aufgenommenen

Wachstumskurven unabhingige Proteinbestimmungen mit Amidoschwarz durchgefiihrt
(Abb.23).
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Abb. 23: Mit Amidoschwarz durchgefithrte Gesamtproteinbestimmung der Proteinproben der
Wachstumskurve. Aufgetragen ist die prozentuale Verdnderung der Proteinmenge im Verlauf der
Wachstumskurve wihrend der Uberexpression. Die Probenentnahme erfolgte zum Induktionszeitpunkt
(Oh), nach einer (1h), nach zwei (2h) und nach drei Stunden (3h). Nicht induzierte Kulturen (-) wurden
induzierten gegeniibergestellt (+). Die Fehlerbalken bezeichnen den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) wobei n=3. CDD2 = CDA2
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Der mit Fehlerbalken dargestellte Standardfehler des Mittelwerts (SEM) nimmt zu bei
den Werten, die aus nicht induzierten, stark wachsenden Kulturen gewonnen wurden. Bei
CDJ2 (+) und CDA2 (+) hingegen zeigt die Proteinbestimmung ein hohes Mal} an

Reproduzierbarkeit.

Es kann ein leichter Riickgang der Proteinkonzentrationen in den CDJ2 bzw. CDA2
exprimierenden Kulturen nach der Induktion beobachtet werden (-13,6 % bzw. -32 % im
Vergleich zum Induktionszeitpunkt). Die durchschnittliche prozentuale Zunahme der
nicht-induzierten Kulturen lag dagegen bei 111 % innerhalb von 3 Stunden. E.coli-
Zellen, die CGELl {iiberexprimierten, zeigten eine Proteinkonzentrationszunahme von nur

57 % im gleichen Zeitraum.

4.3.2. Ni-NTA , Pulldown-Assay”

Aus der im Anschluss an die Uberexpression gewonnenen Zellmasse sollten anschlieBend
die CDJ2- bzw. CDA2-Proteine isoliert werden, wobei potentielle Interaktionspartner aus
E.coli ebenfalls mitisoliert werden sollten. Verwendung fanden hier die N- und C-
terminalen Hexahistidin-Tags, die sowohl die Aminosduresequenz von CDJ2 wie auch
von CDA2 flankierten (Abb. 20).

Die Wirkungsweise der Proteinaufreinigung unter Zuhilfenahme von Ni-NTA Superflow

von Qiagen ist im Detail in Abb. 24 dargestellt.

Die FElution der Proteine nach der Aufreinigung erfolgte zundchst nach Angabe des
Herstellers mit 200 mM Imidazol um alle Proteine von den Ni-NTA-beads zu eluieren
(Abb. 24 A). Durch die gleichzeitige Ablosung aller gebundenen Polypeptide von der Ni-
NTA Matrix war das Eluat sehr proteinhaltig, wobei der groite Mengenanteil CDJ2 bzw.
CDA2 zukam. Das hohe Bindungsvermogen der Ni-NTA-Matrix an die His-Tags ist bei
der Aufreinigung dieser beiden eine wertvolle Eigenschaft. In dem verwendeten Ni-NTA
»Pulldown-Assay* konnten mit CDJ2 bzw. CDA2 zusammen angereicherte Proteine

dadurch jedoch schlecht identifiziert werden.
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Abb. 24: Schematische Darstellung der Elution der Ni-NTA-Kiigelchen im ,,Pulldown-Assay®. A: Die
Elution erfolgte zunéchst nur in einem Schritt mit 200 mM Imidazol, das das Protein mit Hexahistidin-
Tag (His-Tag) zusammen mit den daran gebundenen unbekannten Proteinen von den Ni-NTA-
Kiigelchen trennte und in Losung brachte. B: Um eine bessere Trennung des Proteins mit Hexahistidin-
Tag (hier CDJ2) und den mit diesem interagierenden Proteinen zu erreichen, erfolgte zunichst eine
Elution mit gesittigter Harnstoff-Losung. Da der His-Tag auch unter denaturierenden Bedingungen mit
Ni-NTA interagiert, sollte Harnstoff nur die Wechselwirkung zwischen CDJ2 und interagierenden
Proteinen aufheben. In einem zweiten Schritt erfolgte die Elution wie in A. C: Genaue Darstellung der
Interaktionsweise der Histidine und der Ni-NTA Matrix (Quelle: Qiagen) Zwei Histidine-Reste (blau)
binden an ein Ni-lon gebunden an NTA (rot), welches mit einer Kunstharz-Matrix (schwarz) verbunden
ist. An einem Hexahistidin-Tag werden demnach drei der dargestellten Verbindungen wirksam.

Da auf Acrylamidgele nur begrenzte Proteinmengen pro Spur geladen werden kdnnen,
war der Anteil weiterer Proteine auller CDJ2 und CDA2 stark reduziert. Trotzdem sind
verschiedene angereicherte Proteine zu erkennen (Abb. 22 A + B). Es wird sich dabei
jedoch nicht bei allen um potentielle mit CDJ2 bzw. CDA2 interagierende Proteine
handeln, da direkte Wechselwirkungen mit Ni-NTA auftreten konnen. Hervorzuheben ist
eine deutliche Bande bei ca. 100 kDa in der CDA2-Elution. Diese ist besonders auffallig,
da sie in der Elution von CDJ2 kaum zu sehen ist. Bei einer unspezifischen

Wechselwirkung mit Ni-NTA miisste sie auch dort aufzufinden sein.
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4.3.3. Massenspektrometrische Untersuchung der potentiellen

Interaktionspartner

Um eine bessere Trennung der Proteine mit His-Tag und potentiellen
Interaktionspartnern erreichen zu kdnnen, wurde in einem zweiten Ansatz zundchst mit
gesdttigter Harnstoff-Losung eluiert und erst in einem weiteren Schritt mit Imidazol.
(Abb. 24. B) Ziel dabei war, dass die Elution mit Harnstoff an nur CDJ2 bzw. CDA2
gebundene Proteine 10st, ohne die Interaktion der His-Tags mit Ni-NTA zu beeinflussen.
Das Ergebnis zeigt, dass wie erhofft der Anteil der moglicherweise mit CDJ2 bzw. CDA2

interagierenden Proteine (vor allem das bei 100 kDa) im Verhéltnis zu diesen selbst stark

zugenommen hat (Abb. 25).
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Abb. 25: Coomassie-Féarbung des Ni-NTA ,,Pulldown-Assays*, aufgetrennt mit 7,5-15% SDS-PAGE.
Der Lysepuffer enthielt 0,1% Triton. M15 ' bezeichnet die Auftragung des halben Volumens im
Vergleich zu M15. A: Aus dem Gel der mit geséttigter Harnstoff-Losung eluierten Proben wurden die
Banden Y1, Y2 und Y3 sowie die entsprechenden Kontrollbanden (X1, X2, X3) fiir die
massenspektrometrische Untersuchung ausgeschnitten. B: CDJ2 bzw. CDA2 treten in den
Elutionsproben mit 200 mM Imidazol in gro3en Mengen auf.
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Um im Anschluss an die Anreicherung und Auftrennung moglicher Interaktionspartner
diese massenspektrometrisch untersuchen zu konnen, ist der Ausschluss unspezifisch an
Ni-NTA bindender Polypeptide notwendig. Zur Kontrolle kann daher der Stamm M15
ohne eintransformiertes Plasmid verwendet werden. Bei Banden, die auch hier verstarkt
mit Coomassie angefdarbt werden konnen, kann nicht von einer spezifischen

Wechselwirkung ausgegangen werden.

Es wurden daher aus den Gelspuren, die die Harnstoff-Eluate der CDJ2- und CDA2-
»Pulldown-Assays* enthielten, die drei mit Y1-Y3 bezeichneten Abschnitte fiir die
Massenspektrometrie ausgewihlt. In den gleichen Groflenbereichen mussten daher auch
in der Gelspur mit dem Harnstoff-Eluat der Kontrolle zur Analyse aufbereitet werden.
Ein tryptischer Verdau im Gel sowie die Extraktion der Peptide wurden vor der
massenspektrometrischen Analyse der Proben am Institut fiir Allgemeine Botanik in Jena
durchgefiihrt.

Da Trypsin spezifisch nach den Aminosduren Lysin und Arginin schneidet, entstehen
spezielle Peptide, die mit ESI-MS/MS analysiert werden konnen. Das Ergebnis ist
schlieBlich ein fiir die Peptide einzigartiges Fragmentmuster, das nun mit einer
Datenbank von in silico verdauten E.coli-Proteinen verglichen wird. Es werden
Peptidsequenzen als Ergebnisse der Analyse angegeben, und diese konnen dann den
entsprechenden E.coli-Proteinen zugeordnet werden. Damit ein Protein eindeutig
identifiziert werden kann, miissen mindesten zwei verschiedene Peptide detektiert
werden. Die Zahl der insgesamt identifizierten Peptide gibt eine Tendenz an, wie hoch

das jeweilige Protein in einer Probe konzentriert ist.

Die Ergebnisse der Massenspektrometrie der Proben Y1-Y3 sind im Folgenden
zusammengestellt. Ausgewihlt wurden Proteine, die den ausgeschnittenen Banden
entsprechende GroBen besitzen (Y1 ca. 100 kDa; Y2 ca. 52 kDa; Y3 ca. 45 kDa). Sie
kommen entweder nur in den Eluaten von CDJ2- bzw. CDA2- ,,Pulldown-Assays* vor
oder es sind dort signifikant mehr Peptide identifiziert worden. Bei angereicherten
Proteinen ist die Anzahl der identifizierten Peptide in der Kontrolle in Klammern

angegeben (Tabelle 6).
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Tabelle 6 Ergebnisse der Massenspektrometrie

Protein Funktion Y1, (X1), Y2, (X2), Y3, (X3),
Peptide  Peptide ges. | Peptide  Peptide ges. | Peptide  Peptide ges.

Preprotein Peptidsekretion, 44 (4) 394(4) |3 3 2 2
Translocase Transport gro3er

Molekiile
Pyruvat- Energieproduktion | 7 (1) 8(1)
Dehydrogenase und -umwandlung
Pyruvat-Kinase II | Transport, 15 (9) 59 (18)

Metabolismus
D-amino acid AS-Abbau 11 (4) 47 (4)
dehydrogenase
subunit
Protein chain Protein- 4 5
elongation factor Translation und
EF-Tu Modifikation

a: aus Gelspur des Harnstoff-Eluats des CDA2-,,Pulldown-Assays*
b: aus Gelspur des Harnstoff-Eluats des CDJ2-,,Pulldown-Assays*
c: aus Gelspur des Harnstoff-Eluats des M15-,,Pulldown-Assays* (Kontrolle)

In dieser Darstellung der Ergebnisse féllt vor allem das als ,,Preprotein translocase*
bezeichnete Protein auf. Es wird zwar auch in der Kontrolle aufgefunden, aber die
Gesamtzahl von 394 identifizierten und davon 44 unterschiedlichen Peptiden ist extrem
viel hoher als in der Kontrolle (nur insgesamt 4 Peptide). Auch in den Banden Y2 und Y3
lassen sich einzelne Peptide dieses Proteins nachweisen, wobei es sich wohl um
Abbauprodukte handelt. Durch Vergleich der Peptidsequenzen lieB sich ,,Preprotein

translocase‘ als Bestandteil des Sec-Sekretionsweges festmachen (Abb. 26).

MLIKLLTKVFGSRNDRTLRRMRKVVNI INAMEPEMEKLSDEELKGKTAEFRARLEKGEVLENL IPEA
FAVVREASKRVFGMRHFDVQLLGGMVLNERCIAEMRTGEGKTLTATLPAYLNALTGKGVHVVTVNDY
LAQRDAENNRPLFEFLGLTVGINLPGMPAPAKREAYAADITYGTNNEYGFDYLRDNMAFSPEERVQR
KLHYALVDEVDSILIDEARTPLI 1SGPAEDSSEMYKRVNK I IPHLIRQEKEDSETFQGEGHFSVDEK
SRQVNLTERGLVLIEELLVKEGIMDEGESLYSPAN IMLMHHVTAALRAHALFTRDVDY 1VKDGEVI 1
VDEHTGRTMQGRRWSDGLHQAVEAKEGVQIQNENQTLASITFONYFRLYEKLAGMTGTADTEAFEFS
SIYKLDTVVVPTNRPMIRKDLPDLVYMTEAEKIQAI 1EDIKERTAKGQPVLVGT ISIEKSELVSNEL
TKAGIKHNVLNAKFHANEAATVAQAGYPAAVT IATNMAGRGTD IVLGGSWQAEVAALENPTAEQIEK
IKADWQVRHDAVLEAGGLH I IGTERHESRRI1DNQLRGRSGRQGDAGSSRFYLSMEDALMR IFASDRV
SGMMRKLGMKPGEA I EHPWVTKATANAQRKVESRNFD IRKQLLEYDDVANDQRRATYSQRNELLDVS
DVSETINSIREDVFKAT IDAY 1PPQSLEEMWD I PGLQERLKNDFDLDLP IAEWLDKEPELHEETLRE
RILAQSIEVYQRKEEVVGAEMMRHFEKGVMLQTLDSLWKEHLAAMDYLRQG IHLRGYAQKDPKQEYK
RESFSMFAAMLESLKYEVISTLSKVQVRMPEEVEELEQQRRMEAERLAQMQOLSHQDDDSAAAAALA
AQTGERKVGRNDPCPCGSGKKYKQCHGRLQ

Abb. 26: Darstellung der Aminoséuresequenz von SecA aus E.coli. Unterstrichen sind die
Sequenzabschnitte dargestellt, die als Peptide mit Massenspektrometrie identifiziert wurden.
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Es handelt sich dabei um eine 16sliche ATPase mit einer Grof3e von 102 kDa, die als
SecA bezeichnet wird. Dieses Protein sollte im Folgenden néher betrachtet werden.
Die anderen identifizierten Proteine lassen keinen unmittelbaren Zusammenhang zur

betrachteten Fragestellung vermuten und wurden bis jetzt nicht weiter untersucht.

4.3.4. Arbeiten mit dem Antikdrper gegen SecA aus E.coli

Aufgrund der Sequenzéhnlichkeit des SecA in E.coli und Chlamydomonas (s. Alignment
im Anhang) lag die Vermutung nahe, dass mit einem gegen das bakterielle Protein
gerichteten Antikdrper auch das Homolog in Chlamydomonas detektiert werden kdnnte.
Moglicherweise konnte dieser Antikorper dann auch fiir eine Co-Immunoprizipitation in
Chlamydomonas Verwendung finden. Damit wére ein direkter Nachweis der Interaktion
zwischen SecA und CDJ2 in Chlamydomonas méglich.

Ein bereits vorhandener Antikorper gegen SecA aus E.coli wurde von Prof. M. Miiller
vom Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie in Freiburg fiir weiterfithrende
Experimente bereitgestellt. Mit diesem sollte zundchst die Anreicherung von SecA im Ni-
NTA ,Pulldown-Assay“ bestitigt werden und parallel ein Gesamtzellextrakt von

Chlamydomonas auf mit diesem Antikorper detektierte Protein-Banden untersucht

118
- - .’ «————SecAin E.coli
— D
- 48
- 30
- 27
GChlamy WC M15 CDJ2 CDA2 M15 CDJ2 CDA2
7 Hg Urea-Elution 2l Urea-Elution 10yl

Abb. 27: Western Blot und immunologischer Nachweis von SecA aus E.coli in Ni-NTA-Eluaten.
Neben den Harnstoff-Eluaten der CDJ2-, CDA2- und Kontroll (M15)- ,,Pulldown-Assays* wurde
zudem Gesamtzelllysat von Chlamydomonas-Zellen des Stamms CW15(2) (Chlamy WC) aufgetragen.




Ergebnisse

61

werden.

In der Harnstoff-Elution ldsst sich die starke Anreicherung von SecA nach dem
»Pulldown-Assay* von CDJ2 bzw. CDA2 im Vergleich zur Kontrolle mit dem Stamm
M15 klar nachweisen (Abb.27). Dies zeigt, dass SecA nur in den CDJ2 und besonders
CDA2 iiberexprimierenden Kulturen mit einer Ni-NTA-Matrix angereichert wird und
keine unspezifische Wechselwirkung von SecA mit der Ni-NTA-Matrix vorliegt.
Besonders das Fehlen der J-Domine scheint ein wichtiger Faktor fiir eine erhdhte
Ankonzentrierung zu sein. Eine stabile Interaktion zwischen CDJ2 bzw. CDA2 aus
Chlamydomonas und SecA aus E.coli kann daher als gesichert angenommen werden.
Problematischer dagegen stellt sich die Detektion des SecA-Homologs aus
Chlamydomonas mit dem bakteriellen Antikdrper dar. Die beiden bei etwa 70 bzw. 32
kDa detektierten Banden sind mdglicherweise Abbauprodukte des 102 kDa groflen SecA-
Proteins. Obwohl der Antikorper demnach das denaturierte SecA-Protein aus
Chlamydomonas nicht ausreichend erkannte, bestand die Moglichkeit, dass sich das
native Protein damit detektieren lief3e.

Daher wurden Co-Immunoprézipitationen in Chlamydomonas wie auch in E.coli mit dem

Antikdrper gegen das bakterielle Protein durchgefiihrt.

4.3.5. Co-Immunoprazipitation von SecA und CDhJ2 aus

Chlamydomonas-Zellextrakten

In der Hoffnung, die Interaktion der ATPase SecA mit dem Cochaperon CDJ2 auch im
homologen System in Chlamydomonas nachzuweisen, wurde unter Zuhilfenahme des
Antikorpers gegen E.coli-SecA eine Immunoprézipitation durchgefiihrt. Zusatzlich wurde

als Kontrolle die IP aus den gleichen Zellextrakten mit Praiimmun-Serum vorgenommen

(Abb. 28).

CDJ2 wird in der Immunoprézipitation mit dem entsprechenden Antikdrper wie erwartet
stark angereichert, ist jedoch in der SecA-Immunoprézipitation kaum zu erkennen. Die

CDJ2-Konzentration erscheint dort sogar noch geringer als in der Prdiimmun-Kontrolle.
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Abb. 28: Co—Immunopréizipitation. von CDJZ und SecA aus eindeutige Detektion von
Chlamydomonas-Zellextrakten. Gezeigt ist ein Western Blot nach
Auftrennung der Immunoprézipitationen auf 7,5-15% SDS-PAGE. In | SecA ist dagegen in allen
der Bildunterschrift ist der Antikdrper angegeben, mit dem die
Immunoprizipitation durchgefiihrt wurde. Pri steht fiir die Kontroll- | drei  Proben  praktisch
Immunoprézipitation mit Prdimmunserum. Die bei der Detektion .
verwendeten Antikorper sind rechts neben der Abbildung aufgefiihrt. unmdglich.
Sowohl die SecA-Immunoprazipitation wie auch die Detektion wurden Auch
mit dem Antikorper gegen E.coli-SecA durchgefiihrt. Die Antikorper uc
gegen HSP70B gnd CDJ2 sind gegen die Proteine aus gefirbtes Gel der gleichen
Chlamydomonas gerichtet.

ein mit Silber

Immunoprizipitations-
Proben (ohne Abbildung) konnte nur die Anreicherung von CDJ2 belegen. Eine Bande
im GroBenbereich von SecA lieB sich in der SecA-Immunoprézipitation unter idealer
Beleuchtung auf einem Lichttisch schwach erahnen, war jedoch zu gering konzentriert,
um in einem Scan oder Foto des Gels dargestellt werden zu kénnen. Ein Nachweis, dass
SecA als Substrat von CDJ2 mit diesem auch in Chlamydomonas interagiert ist daher
nicht erfolgt.

In diesem Experiment wurde eine 0,5 % Triton-Konzentration verwendet, da zu dem
entsprechenden Zeitpunkt der Einfluss des Detergenz noch nicht eindeutig festgestellt
war. Daher ldsst sich nicht ausschlieBen, dass mit einer geringeren Menge Triton X-100

im Lysepuffer aussagekriftigere Ergebnisse hitten erzielt werden konnen.

Da der Antikorper gegen E.coli-SecA das homologe SecA aus Chlamydomonas weder im
Western Blot von Gesamtzell-Protein noch in der Immunoprézipitation erkannt zu haben
schien, war die Herstellung eines spezifisch gegen plastiddres SecA aus Chlamydomonas

gerichteter Antikorper unabdingbar.
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4.3.6. Verhalten der SecA-Konzentration wahrend der CDJ2
Uberexpression
Um eine mdgliche Induktion von SecA durch die Uberexpression von CDJ2 wihrend der
Wachstumskurve zu verfolgen, wurden die dort genommenen Proteinproben in einer
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit dem SecA-Antikorper gegen das E.coli-
Protein detektiert. Als Kontrolle diente das im gleichen Versuch iiberexprimierte
plastiddre GrpE Homolog CGE1 (Abb. 29).
— — — — — —
aSecA
—— -
aCDJ2 - CGE1
Oh 1h 3h Oh
CDA2 CGEA1

Abb. 29: Western Blot und immunologischer Nachweis von SecA in Proben nach Induktion der
Uberexpression von CDA2 bzw. CGE1. Probenentnahme fand zum Induktionszeitpunkt (Oh), nach einer
Stunde (1h) und nach drei Stunden (3h) statt. Die Auftragung der Proben fand auf Basis gleicher
Proteinmengen statt, die durch Proteinbestimmung mit Amidoschwarz festgestellt wurden. Zur
Kontrolle, ob CDA2 und CGE1l auch exprimiert wurden, ist ein Western Blot der Wachstumskurve
detektiert mit dem Antikorper gegen CDJ2 dargestellt sowie eine Coomassie-Farbung der Auftragung

von Proteinproben der CGE1-Expression.

Es konnte sowohl nach Induktion von CDA2 wie auch von CGE1 keine Zunahme von
SecA im Verhéltnis zur Proteinmenge vor der Induktion festgestellt werden. Durch die
heterologe Uberexpression dieser Chlamydomonas-Proteine findet keine Induktion der

Expression von SecA in E.coli statt.
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4.3.7. Einfluss von Triton X-100 auf die Interaktion von SecA und CDJ2

Die Aufreinigung der CDJ2- bzw. CDA2-Proteine mit His-Tag unter Verwendung von
Ni-NTA wurde mit Lysepuffer mit einer Konzentration von 0,1 % Triton X-100
durchgefiihrt. Um die bakterielle Plasmamembran stirker zu solubilisieren wurde eine
weitere Reinigung mit Lysepuffer durchgefiihrt, der 2% Triton enthielt. Erwartet wurde
eine besseres Solubilisieren von Membranproteinen, an die CDJ2 auBerdem binden
konnte. Zusétzlich sollte storender Hintergrund durch unspezifisch an Ni-NTA bindende

Proteine dadurch reduziert werden. Dies sollte SecA deutlicher hervortreten lassen.

0,1 % Triton 2 % Triton
. L 118 118
| +—SecA +—— SecA?
— 85 -
46 49
33 34
p— 26 25
. R ek — 19 19
A M5 M1z CDJ2 CDA2 g CGE! M5 CDA2  CDJ2

Abb. 30: Analyse der mit gesattigtem Harnstoff und unterschiedlichen Triton X-100 generierten Ni-
NTA-Eluate. Unter der Abbildung ist das tiberexprimierte Protein bzw. M15 als Kontrolle angegeben.
Bei M15% wurde nur das halbe Volumen aufgetragen. Abb. A stellt die Elution mit 0,1% Triton im
Lysepuffer dar und wurde mit kolloidalem Coomassie gefdrbt. In Abb. B sind mit 2 % Triton im
Lysepuffer eluierte Proben aufgetragen; es wurde mit Coomassie Brilliant Blue geférbt.
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Trotz einer intensiveren Bandenanfirbung durch kolloidales Coomassie im Vergleich zu
Coomassie Brilliant Blue und dadurch erscheinenden Konzentrationsunterschieden fallt
jedoch die deutliche Reduktion der SecA-Bande (102 kDa) bei Verwendung von 2 %
Triton X-100 im Lysepuffer auf. Da der einzige Unterschied der beiden Experimente in
der verwendeten Triton-Konzentration lag, erschien dies als wahrscheinliche Ursache. Es
war daher zu vermuten, dass eine zu hohe Konzentration an Triton X-100 die Interaktion
zwischen SecA und CDJ2 stort und die ATPase damit im Ni-NTA-Pulldown Assay nicht
mehr mit angereichert wird. Um dies zu iiberpriifen, wurden mit Zellextrakt von CDA2
iiberexprimierenden Zellen 6 parallele Aufreinigungen mit verschiedenen Triton-
Konzentrationen durchgefiihrt. Alle Bedingungen einschlieBlich des Zellmaterials waren

identisch, ausgenommen der dem Lysepuffer zugesetzten Menge Triton X-100 (Abb. 31).

h AR —— . ; . # aSecA

C

aDnaK

— — e —
Y | — — — m— e

«CDJ2

0% 0,1% 0,2% 0,5% 1% 2% Triton

Abb. 31: Analyse der Abhédngigkeit der CDA2-SecA-Interaktion von der Triton X-100-Konzentration.
Gezeigt ist ein Western Blot nach Auftrennung der Harnstoff-Eluate der CDA2- ,,Pulldown-Assays® auf
7,5-15% SDS-PAGE. SecA (a.SecA), DnaK (aDnaK) und CDA2 wurde mit dem Antikorper gegen CDJ2
nachgewiesen (alCDJ2). Nach der induzierten Uberexpression von CDA2 wurden die Zellen aus 1 1
Kultur geerntet. 6 verschiedene Ni-NTA-Pulldown-Experimente wurden mit den verschiedenen
angegebenen Triton-Konzentrationen im Lysepuffer durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit gesattigter
Harnstoff-Losung.

DnaK, das HSP70 Homolog aus E.coli zeigt keine Verdnderung in der Affinitit zu
CDA2, mit dem zusammen es von den Ni-NTA-Kiigelchen eluiert wird. Die Affinitit von
SecA fiir CDA2 nimmt dagegen mit steigender Triton-Konzentration stark ab. Bei einer

Konzentration von 1 % Triton X-100 im Lysepuffer ist bereits kein eluiertes SecA mehr
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detektierbar. Die nachweisbare Menge an CDA2 bleibt dabei jedoch immer vergleichbar
grof3. Dieses Ergebnis bestitigt eindeutig eine Storung der Interaktion von SecA und
CDA2 durch Triton X-100. Experimente, bei denen diese Wechselwirkung untersucht
werden soll, diirfen daher mit maximal 0,1 bis 0,2 % Triton X-100 durchgefiihrt werden.

4.3.8. Klonierung der SecA-cDNA in den Expressionsvektor pTYB11

4.3.8.1. Verschiedene Isoformen von SecA in Chlamydomonas?

Um Chlamydomonas-SecA heterolog in E.coli zu exprimieren und zu reinigen, war eine
erfolgreiche Klonierung des fiir SecA kodierenden Gens aus Chlamydomonas
Voraussetzung. Im Anschluss daran kann durch Kaninchen-Immunisierung ein Serum
mit spezifischen Antikdrpern gewonnen werden.

In der Chlamydomonas-Genomsequenz konnten 2 Gene identifiziert werden, die
potentiell fiir SecA-Homologe kodieren. Bei SecA2 handelt sich aber vermutlich nur um
einen zusitzlich eingetragenen, unvollstindigen Genabschnitt. Alternativ wire auch eine
Genduplikation mdglich, die aber noch nicht lange besteht, da sich die Sequenzen nur in

sehr wenigen Nukleotiden unterscheiden.

4.3.8.2. Klonierung von SecA unter Verwendung von cDNA

Ein fir das Chlamydomonas-SecA kodierender cDNA-Klon (AV642591) wurde vom
Kazuza DNA Research Institute zur Verfiigung gestellt.

Da in der Sequenz von SecA eine natiirliche Sapl-Restriktionsschnittstelle enthalten ist (s.
Anhang 2), musste, wenn mit diesem Enzym gearbeitet werden sollte, die Klonierung in
zwei Teilschritten erfolgen. Zunichst wurde der erste Genabschnitt von SecA durch PCR
amplifiziert. Die Primer wurden dabei so hergestellt, dass am 3’ Ende des ersten
Teilabschnittes eine Xhol- vor der internen Sapl-Schnittstelle generiert wurde. Durch
PCR-Amplifikation entstand ein 1358 bp langes Produkt (Abb. 32).

Im Anschluss wurde dieses und der Expressionsvektor pTYBI1 mit den
Restriktionsenzymen Sapl und Xhol verdaut. Durch eine nachfolgende Ligation entstand

das Zwischenprodukt ,,11-PCR*.
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Xhol

SecA- Sapl
cDNA
Sel;lpl
PCR
ECoR xhol
pBS-Vektor

SecA 1. Tell

PCR-Produkt
1358 bp

Abb. 32: Auf der SecA-cDNA wurde eine PCR-Reaktion durchgefiihrt, um den ersten Genabschnitt des
SecA zu amplifizieren. Eine Klonierung des gesamten SecA in einem Schritt war durch eine natiirliche
Sapl-Schnittstelle in der Sequenz (eingezeichnet) nicht moglich.

Durch Verdau des Plasmids ,,11-PCR* sowie der SecA-cDNA des Kazuza DNA Research

Institute (mit den Restriktionsenzymen Ascl und Xhol) und anschlieBende Ligation

konnte der Expressionsvektor und der erste Teilabschnitt von SeCA mit dem zweiten

Genabschnitt zu pMS463 vereint werden (Abb. 33).

SecA-
cDMA

Sapl Ascl Xhol
P | i EcoRI

SecA 1. Teil
PCR-Produkt
1358 bp
Sapl Xhol \

Sapl / Xhol

—

,11-PCR*

Ascl

Sapl

Xhol

\

pES-Vektor

Ascl

Asciixhol
SecA
Xhol

pPMS463

Abb. 33: Schema zur Klonierung der SecA-cDNA in den Expressionsvektor pTYBI11. Das PCR-
Produkt und der Vektor wurden mit den Restriktionsenzymen Sapl und Xhol verdaut und anschlieend
ligiert (,,11-PCR%). In einem zweiten Schritt wurde die SeCA-cDNA direkt verdaut und mit dem
ebenfalls mit Ascl und Xhol verdauten ,,11-PCR* ligiert (pMS463).
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Durch die Klonierung in den Vektor pTYB11 wird ein SecA-Fusionsprotein kodiert, an
dessen N-Terminus sich eine Sequenz fiir einen bifunktionellen Tag aus Intein und einer
Chitin-Bindedomine (CBD) befindet. Uber diese kann mithilfe einer Chitinsiule (New
England Biolabs) das entstehende Fusionsprotein aufgereinigt werden. Das Intein bindet
mit der CBD an das Chitin und kann anschliefend mit einem DTT-haltigen Puffer nach
Waschschritten von der Sdule eluiert werden.

Nach Aufreinigung des heterolog in E.coli produzierten Chlamydomonas-SecA-Proteins
ist die Gewinnung eines spezifischen Antikdrpers moglich. Aber auch Glutaraldehyd-
Crosslinking und Co-Immunopréizipitation von gereinigten SecA- und CDJ2-Proteinen
konnen in vitro durchgefiihrt werden, um eine Interaktion beider Proteine nachzuweisen.
Diese Untersuchungen lielen sich aber innerhalb des Zeitrahmens dieser Arbeit nicht

mehr durchfiihren.

4.3.9. Klonierung der N-terminalen Deletionen von CDJ2 in pCB785

In einem bei Benson et al. (2003) beschriebenen Verfahren wurde in E.coli ein SecA
hemmendes Peptid verwendet. Eine kurze Aminosduresequenz fiihrt dabei durch Bindung
an SecA zu einem Wachstumsstopp. Wir vermuteten, dass ein Sequenzabschnitt in CDJ2
an die gleiche Bindestelle von SecA binden konnte, um so den beobachteten
Wachstumsstopp auszuldsen.

Um genauer zu definieren, welcher Sequenzabschnitt des CDJ2 aus Chlamydomonas
tatsdchlich mit dem SecA-Protein interagiert, wurden verschiedene N-terminal verkiirzte
Versionen von CDJ2 in E.coli exprimiert. Die Deletion vom N-Terminus wurde gewéhlt,
da mit CDA2 bereits ein um die N-terminale J-Domédne verkiirztes Protein zur
heterologen Expression vorlag. Da dieses die gleiche, wenn nicht sogar stirkere
Wachstumsinhibition verursachte als CDJ2, konnte die J-Doméne als Interaktionsstelle
mit SecA ausgeschlossen werden und wurde im Folgenden als Positivkontrolle ebenfalls
in den Vektor pCB785 einkloniert. Dieser Vektor enthdlt das HSP70B-Gen, das von
Hexahistidin-Tag kodierenden Sequenzen flankiert wird. Durch den Verdau wird das
HSP70B-Gen aus dem Vektor entfernt. Die His-Tags flankieren das entstehende Protein

und ermoglichen somit die Aufreinigung mithilfe der Ni-NTA-Matrix.
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Abb. 34: Schematische Darstellung der Klonierung der N-terminalen Deletionen von CDJ2. Auf der
CDJ2-cDNA wurden verschiedene PCR-Reaktionen durchgefiihrt, um verschiedene Teilbereiche des
CDJ2-Gens zu amplifizieren. Es handelte sich hierbei um N-terminale Deletionen von CDJ2 (D1 bis
D4) sowie die J-Domine. Die unterschiedlichen Genabschnitte sind schematisch im eingeklinkten
Kasten grau unterlegt dargestellt. Die amplifizierten Teilbereiche von CDJ2 wurden ebenso wie das
Plasmid pCB785 mit BamHI und BstEII verdaut und ligiert (pMS Nr.465 bis 469). Das vollstindige
CDJ2 sowie CDA42 (weil}) lagen bereits in pCB785 einkloniert vor.

Es wurden 4 Konstrukte hergestellt, die fiir N-terminale Deletionen des CDJ2-Proteins
kodieren. Diese wurden durch die Auswahl entsprechender Primer mittels PCR auf dem
Plasmid pMS254, das die CDJ2-Sequenz enthidlt, amplifiziert. Die Sequenzen der
Teilabschnitte sowie der gesamten CDJ2-cDNA aus Chlamydomonas sind im Anhang
verzeichnet. Zudem sind die Anfange in der Aminosduresequenz in Abb. 2 durch Pfeile

unter dem Alignment dargestellt.

Die Plasmide pMS465 bis pMS469 wurden sowohl in kompetente Zellen des E.coli
Stamms M15 wie auch in den Stamm DH5a durch Hitzeschock eintransformiert.

Lediglich die D1-Deletion konnte nicht kloniert werden. Die in den E.coli-Stamm M15
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transformierten Plasmide wurden im Anschluss fiir die Erstellung einer Wachstumskurve

verwendet.

4.3.10. Klonierung von CDJ2 aus Arabidopsis thaliana in pCB785

Um die Frage zu beantworten, ob die Interaktion von CDJ2 mit SecA nur bei
Chlamydomonas oder auch bei hoheren Pflanzen besteht, wurde analog zu der
Klonierung der fiir N-terminale CDJ2-Deletionen kodierenden Konstrukte in den Vektor
pCB785 die fiir das Arabidopsis CDJ2-Protein kodierende cDNA kloniert.

Da einige Domédnen von CDJ2 nur im Chlamydomonas—Homolog zu finden sind (Abb.
20), ist die Auswirkung des Arabidopsis-CDJ2 (AtCDJ2) in E.coli von hochstem
Interesse. Bei einem gleichartigen Wachstumsstopp ist von einer generellen Interaktion
von CDJ2-Proteinen mit SecA auch in hoheren Pflanzen auszugehen.

Da keine cDNA, die fiir CDJ2 kodiert aus Arabidopsis vorlag, wurde mithilfe einer RT-
PCR zunichst aus mRNA eines Arabidopsis Wildtyps durch reverse Transkription eine
solche hergestellt. Auf dieser wurde in einem unmittelbar darauf folgenden Schritt eine
PCR durchgefiihrt und die AtCDJ2-cDNA amplifiziert. Nach einem Verdau des PCR-
Produkts sowie des oben beschriebenen Vektors pCB785 mit BamHI und BstEII, konnte
eine Ligation des Vektors mit dem PCR-Produkt durchgefiihrt werden.

Das entstandene Plasmid wurde mit pMS464 bezeichnet.

" mRNA , 3
‘TlastE” Abb. 35: Schematische Darstellung
lRT der Klonierung von CDJ2 aus
CDUZ<DNA Arabidopsis thaliana. Die mRNA
] b von Arabidopsis wurde zunéchst
lF’CR revers transkribiert gemacht. Auf
- - der dabei entstehenden CDJ2-
" " cDNA wurde anschlieend eine

AtCDJZ

PCR-Produkt

BStEll

N

BamH| / BstEll

BamHI '

AtCDJ2

pMS464

PCR-Reaktion durchgefithrt. Das
PCR-Produkt wurde ebenso wie das
Plasmid pCB785 mit BamHI und
BstEIl verdaut und beide ligiert
(pMS464). pCB785 enthdlt die
HSP70B-cDNA, die von fur
Hexahistidin-Tags kodierenden
Sequenzen flankiert wird. Durch
den Verdau wird die HSP70B-
cDNA aus dem Vektor entfernt.
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pMS464 konnte aus Zeitgriinden nicht mehr sequenziert werden. Die Plasmide in den
MI15 Zellen wurden jedoch in der Messung der Wachstumskurve wéhrend der
Uberexpression verwendet, da zwei positive Testverdauansitze die erfolgreiche

Klonierung wahrscheinlich erscheinen lieen.

4.3.11. Wachstumskurve von E.coli-Stammen, die CDJ2 aus Arabidopsis

und deletierte Versionen von CDJ2 aus Chlamydomonas exprimieren

Zum Abschluss dieser Arbeit wurden die CDJ2-Varianten aus Arabidopsis und
Chlamydomonas nach IPTG-Induktion iberexprimiert und wéhrenddessen durch

halbstiindige Messung der optischen Dichte Wachstumskurven aufgenommen (Abb. 36).

-IPTG /+M15

5
4 <— 1/ ACDJ2

. <+— +'nurJ"
Induktion nur

0,9 1 «— +D4

«——*+D3
«—— +CDJ2
<+— + CDA2

QODs15

0.7 A

+«— +D2
05 -

03 A

0.1 : : : : ‘
0 30 50 90 120 150 180 210 g Zeit[min]

Abb. 36: E.coli Wachstumskurve withrend der Uberexpression von CDJ2 und der N-terminalen Deletionen
von CDJ2 sowie der J-Domine alleine (,,nur]J*). Die Messungen der Kontrollkulturen ohne IPTG-Induktion
sind schwarz dargestellt (-IPTG). Die Kulturen, die zum Induktionszeitpunkt mit 1 mM IPTG induziert und
danach gemessen wurden, sind durch graue Fiarbung zu erkennen (+). AtCDJ2 nicht-induziert und induziert
(+/- AtCDIJ2) ist gemeinsam bezeichnet, da beide Kulturen nahezu identische Werte aufweisen.

4.3.11.1. Wachstumskurve von E.coli-Stimmen, die deletierte Versionen von CDJ2 aus

Chlamydomonas exprimieren

Bereits nach 30 Minuten lassen sich deutliche Unterschiede der mit IPTG induzierten

E.coli-Kulturen und der nicht-induzierten Kontrollkulturen erkennen. Die
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Wachstumskurven der Deletionen D2, D3 und D4 liegen dicht beieinander und gleichen
denen der ebenfalls gemessenen Kulturen mit iiberexprimiertem CDJ2 und CDA2 sehr.
Der stérkere inhibitorische Effekt bei D2 relativiert sich, wenn man in die Betrachtung
die geringere optische Dichte zum Induktionszeitpunkt mit einbezieht. Ohne IPTG-
Zugabe verlauft das Wachstum der Kulturen vergleichbar dem der Kontrollkultur M15
ohne Plasmid. Bei M15 ist das Wachstum erwartungsgemif unabhéngig von der IPTG-
Zugabe.

Dieses Ergebnis bedeutet, dass auch die kiirzeste Version des CDJ2 — D4 — einen rapiden
Wachstumsstopp auslosen kann. Eine Interaktion von SecA mit CDJ2 muss daher im
Sequenzbereich von D4 zu finden sein.

DI ist in der Kurve nicht aufgetragen, da bei der Herstellung im letzten
Klonierungsschritt ein Fehler aufgetreten war. Bei der Messung der Wachstumskurve
konnte daher wie erwartet kein Unterschied zwischen induzierter und nicht-induzierter
Kultur gemessen werden (Daten nicht dargestellt). Da aber die kiirzeren Versionen wie
z.B. D2 und D4 einen Effekt hervorrufen, ist davon auszugehen, dass die korrekte
Version von D1 diesen auch bewirken wird. Eine nachtrigliche Uberpriifung ist somit

hinfallig.

4.3.11.2. Wachstumskurve von E.coli-Stimmen, die nur die J-Domine von CDJ2 aus

Chlamydomonas exprimieren

Die Uberexpression der J-Domine alleine fiihrt zu gewissen WachstumseinbuBen im
Vergleich zur Kontrollkultur. Der messbare Effekt ist keinesfalls so stark wie bei CDJ2
und seinen deletierten Versionen, scheint aber doch signifikant zu sein. Die Hemmung
des Wachstums ist in der Stirke vergleichbar mit der Auswirkung der CGEIl-
Uberexpression in E.coli. Um eine einmalige UnregelmiBigkeit auszuschlieBen, miisste
diese Messung wiederholt werden. Es gibt aber Hinweise darauf, dass die Expression der

J-Domine in E.coli negative Effekte auf das Zellwachstum hat (Deloche et al., 1997).

4.3.11.3. Wachstumskurve von E.coli-Stimmen, die CDJ2 aus Arabidopsis exprimieren

Wenn CDJ2 aus Arabidopsis in E.coli tiberexprimiert wird, zeigt sich kein Unterschied
zwischen induzierter Kultur und Kontrolle. Beide Messungen verlaufen vollig parallel.

Da die Richtigkeit der Klonierung von Arabidopsis-CDJ2 noch nicht durch eine
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Testsequenzierung bestitigt wurde, kann eine fehlerhafte Klonierung nicht vollig
ausgeschlossen werden, erscheint aber unwahrscheinlich. Damit ergibt sich, dass
scheinbar kein inhibitorischer Effekt auf SecA durch CDJ2 aus Arabidopsis ausgeiibt
wird. Eine Interaktion der beiden Proteine in hoheren Pflanzen erscheint somit zurzeit

eher unwahrscheinlich.
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Diskussion

5.1. VAP und 70-kDa-Protein sind keine Interaktionspartner
von VIPP1 und HSP70B

Das etwa 70 kDa grof3e Protein, das als potentieller Interaktionspartner von HSP70B in
Frage kam, hat sich nicht als dessen Substrat erwiesen. Es handelt sich jedoch um ein
lichtinduzierbares, 16sliches Protein, das im Stroma und in der LDM-Fraktion, die aus
Chloroplasten-Hiillmembranen und Vesikeln besteht (Zerges and Rochaix, 1998),
detektiert werden konnte (Abb. 8, 9, 10 + 12).

Das mit dem Arbeitsnamen VAP versehene Protein zeigte keine Interaktion mit VIPP1
(Abb. 13) und wird daher anders bezeichnet werden miissen. Es ist jedoch nachweislich
durch Licht induzierbar (Abb. 8) und liegt in der Zelle wahrscheinlich in 16slicher Form
vor. Die als potentielles Substrat von HSP90C identifizierte Thioesterase konnte bis zum
jetzigen Zeitpunkt als Interaktionspartner weder bestitigt noch ausgeschlossen werden.
Diese Resultate sind als Negativ-Ergebnisse zu werten. Eine weitere Untersuchung der

Proteine fand daher nicht statt.

5.2. Keine charakteristischen Phanotypen durch Unter-
expression von HSP90C

Die Unterexpression von HSP90C in Chlamydomonas durch RNAI, konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden. Ein Zehntel der untersuchten Transformanten zeigte ein deutlich
reduziertes Proteinlevel (Abb. 15).

Die anschlieenden Untersuchungen auf Protein- und RNA-Ebene zeigten jedoch keinen
einheitlich verdnderten Phénotyp. Bei einem im Wachstum auffilligen HSP90OC-RNAI-
Stamm (Stamm C16) muss von einer Insertions-Mutagenese als Ursache fiir den
Phinotyp ausgegangen werden. In allen anderen Kulturen waren keine signifikanten
Unterschiede festzustellen. Die Unterexpression von HSP90C hat demnach keinen
Einfluss auf die Expression abundanter Proteine, auf Chlorophyll-Akkumulation sowie
Lichtinduktion des HSP70A-Gens. HSP90C erfiillt demnach entweder Funktionen, die

von anderen Chaperonpartnern libernommen werden konnen, moglicherweise durch
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HSP70B, oder geringe Mengen von HSP90C sind ausreichend fiir die Aufrechterhaltung
der Funktion. Moglich ist auch, dass ein charakteristischer Phanotyp nur in bestimmten
Situationen zum Tragen kommt wie z.B. bei an ,,State-transitions* beteiligten Kinasen
(Depege et al., 2003). HSP9OC-RNAi-Stimme wurden deshalb nicht weiter untersucht,

sondern die Zeit fiir den im Folgenden beschriebenen Teil der Arbeit verwendet.

5.3. Mogliche Verbindung zwischen dem HSP70-Chaperon-

system und dem Sec-Translokationssystem

5.3.1. Wachstumsstopp durch heterologe Expression von CDJ2 in E.coli

Wird plastidires CDJ2 aus Chlamydomonas in E.coli zur Expression gebracht, kann
zuverldssig ein dramatischer Wachstumsstopp und eine bis zu mehr als 30%ige Abnahme
des Gesamtproteins im Verlauf von drei Stunden nach Beginn der Expression festgestellt
werden (Abb 21 + 23).

Vergleichbare Beobachtungen wurden bei der heterologen Expression von Mdjlp, dem
mitochondrialen DnaJ-Homolog aus Saccharomyces cerevisiae in E.coli gemacht. Es trat
ein dem in dieser Arbeit erfassten, vergleichbarer Wachstumsstopp auf, wenn E.coli
groBere Mengen des J-Domédnen-Proteins Mdjlp exprimierte. Eine toxische Wirkung fiir
E.coli wurde beschrieben und eine Interaktion von Mdjlp mit einer noch unbekannten
Schliisselkomponente in E.coli vorausgesagt. Diese Interaktion findet mithilfe einer
Cystein-reichen Region statt und wird nicht durch die J-Doméne vermittelt (Deloche et
al., 1997).

Sequenzédhnlichkeiten zwischen den Proteinen CDJ2 und Mdjlp scheinen sich allerdings
auf die konservierte J-Domiéne zu beschrinken, die nachweislich nicht den hemmenden
Faktor darstellt (Abb. 21). Dies zeigt der genauso deutliche Wachstumsstopp induziert
durch Uberexpression des um die J-Domine verkiirzten CDJ2 (CDA2).

5.3.2. Bakterielles SecA interagiert mit plastidarem CDJ2

5.3.2.1. Mit CDJ2 angereichertes Protein als SecA identifiziert

Auf der Suche nach der Ursache nach den dramatischen Auswirkungen der Expression

von CDJ2 in E.coli, konnte durch einen CDJ2-,,Pulldown-Assay“mit diesem zusammen
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ein Protein deutlich angereichert werden, das mit Massenspektrometrie als SecA
identifiziert werden konnte (Abb. 25 + 26).

SecA ist ein essentieller Bestandteil des Sec-Translokationssystems, das in Bakterien den
Transport aus der Zelle liber die innere Membran gewihrleistet. In Plastiden besitzt das
homologe Sec-System eine wichtige Funktion beim Transport von Proteinen iiber die
Thylakoidmembran (Keegstra and Cline, 1999).

In E.coli handelt es sich bei SecA um ein 102 kDa grof3es Protein, das in seiner aktiven
Form als Homodimer vorliegt (Akita et al., 1991). Die Rolle der ATPase besteht darin, zu
transportierende Proteine an das heterotrimere Translokon aus SecYEG heranzufiihren
und in einem ATP-verbrauchenden Prozess die Translokation zu starten. Die Proteine
werden beim Sec-System im Gegensatz zum Tat-Translokationssystem ungefaltet {iber
die Membran transportiert (Collinson, 2005).

Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers gegen das bakterielle SecA (in Kollaboration
mit Prof. M. Miiller, Universitét Freiburg) lie} sich die Interaktion von plastiddrem CDJ2
mit E.coli-SecA in E.coli definitiv bestitigen (Abb. 27).

Interessant ist, dass die Anreicherung durch CDA2, dem die J-Domine fehlt, stirker
erscheint als durch CDJ2. Dies ldsst sich sowohl mit Coomassie-Farbung als auch im
immunologischen Nachweis zeigen (Abb. 22 + 27). Es ldsst sich vermuten, dass dies mit
der Féhigkeit der J-Doméne zur Interaktion mit dem HSP70-Chaperon (in E.coli mit dem
HSP70-Homolog DnaK) zu tun hat. Die J-Doméne bindet an HSP70 und fiihrt dieses an
iiber C-terminale Regionen gebundene Substratproteine heran. das Substrat wird vom J-
Dominen-Protein an HSP70 tibergeben. AnschlieBend wird die Konformation des vom J-
Dominen-Protein libergebenen Substrats unter ATP-Verbrauch verdndert und dieses
entlassen. Fehlt die J-Doméine kann das gebundene Substrat nicht oder nur mit geringerer
Effizienz an das HSP70-Chaperon iibergeben werden (Laufen et al., 1999; Han and
Christen, 2003). Beim Fehlen der J-Doméne in CDA2 konnte es daher zur Akkumulation

des Substrates am J-Domaéne-Protein kommen.
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5.3.2.2. Antikorper gegen E.coli-SecA erkennt Homolog aus Chlamydomonas offenbar

nicht

Der verwendete Antikorper gegen SecA aus E.coli, der zur Detektion der Anreicherung
des bakteriellen Proteins ausgezeichnet funktionierte, konnte das homologe SecA aus
Chlamydomonas nicht ausreichend erkennen. Trotz einer hohen
Sequenziibereinstimmung ist die Bindung an das plastiddre SecA nicht stark genug, um
eine Co-Immunoprizipitation durchfiihren zu koénnen, die den Nachweis einer Interaktion
von SecA und CDJ2 in den Chloroplasten darstellen konnte. Die nachfolgende
schematische Darstellung soll dies verdeutlichen (Abb. 37).

Abb. 37: Schematische
Darstellung  der  vermuteten
Interaktionen von SecA und
CDJ2 mit den verwendeten
Antikorpern. A: Der Antikorper
gegen SecA aus E.coli erkennt
A dieses und kann das mit E.coli-
SecA  interagierende @ CDJ2
aSecA (E.col) anreichern B: Der Antikorper aus
E. coli gegen SecA erkennt das
SecA aus Chlamydomonas nicht
oder nicht in ausreichendem
Mal3e, um anschlieBend
angereichertes CDJ2 detektieren
zu konnen. Chlamydomonas-
SecA kann anschliefend erst
recht nicht mit dem artfremden
B aSecA (E.coli) Antikdrper nachgewiesen
werden. C: Der CDJ2-Antikorper
aus Chlamydomonas erkennt ein
Protein zuverldssig und reichert
mit diesem auch SecA aus
Chlamydomonas an. SecA aus
Chlaydomonas lédsst sich jedoch
erneut nicht mit dem Antikdrper
aus E.coli detektieren.

Y7

N

Y7

C aCDJ2 (Chlamydomonas)

Der in A dargestellte Fall tritt bei einer IP in E.coli auf. Dieses Experiment wurde zwar
durchgefiihrt, dabei aber 2 % Triton im Lysepuffer verwendet (ohne Abbildung). Wie
Abb. 31 zeigt, ist jedoch bei mehr als 0,5 % keine Interaktion mehr nachweisbar. Das

Experiment miisste daher ohne Triton wiederholt werden. Eventuell kdme auch ein
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anderes Detergenz wie Digitonin in Betracht. Die in B und C beschriebenen Fille treten
offenbar bei der IP in Chlamydomonas auf (Abb. 28). Mit den oben dargestellten
Annahmen lédsst sich zeigen, dass ein erfolgreicher Interaktionsnachweis mit dem
verwendeten Antikorper nicht moglich ist.

Alternativ besteht die Mdglichkeit, dass SecA in Chlamydomonas so instabil ist, dass es
bei der Zelllyse in 70 und 32 kDa groBe Teile zerfillt (Abb. 27).

Um eine Co-Immunoprézipitation der beiden Proteine in Chlamydomonas erfolgreich
durchfilhren zu konnen, muss ein fiir das Chlamydomonas-Protein SecA aus
Chloroplasten spezifischer Antikorper hergestellt werden. Daher erfolgte die Klonierung
von SecA aus Chlamydomonas in E.coli. Durch Uberexpression soll im Anschluss an
diese Arbeit SecA fiir die Herstellung polyklonaler Antikdrper gewonnen werden, sowie

die Interaktion mit CDJ2 und den deletierten Versionen in vitro erfolgen.

5.3.3. Storung der Interaktion von CDJ2 und SecA durch Detergenzien

Durch Ni-NTA Pulldown-Assays mit verschiedenen Triton-Konzentrationen konnte
eindeutig eine Stérung der Interaktion zwischen SecA und CDA2 mit steigender

Konzentration des Detergenz nachgewiesen werden (Abb. 31).

Abb.  38: Darstellung

aber auch alleine befdhigt

transportieren (Samuelson et

ist noch unklar.

der

Komponenten des bakteriellen Sec-
Translokationssystems.  Losliches
SecA liegt als Dimer vor. Sec YEG
ist in die Membran -eingebettet.
SecB liefert das zu transportierende
Protein vom Ribosom an SecA ab.
In Chloroplasten kommt kein SecB
vor. YidC ist eine Komponente des
Sec-Translokationssystems, die mit
SecYEG zusammen arbeiten kann,

ist

Proteine tiber die Membran zu

al.,

2001; Scotti et al., 2000). Auch
YajC ist an der Proteintranslokation
beteiligt, aber die genaue Funktion

Bildquelle: de Keyzer et al. (2003)
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Eine mogliche Erkldrung dieses zunéchst iiberraschenden Ergebnisses ergibt sich aus den
anderen Bestandteilen des Sec-Translokationssystems. Im bakteriellen Organismus
interagiert das 16sliche Protein SecA unter anderem mit den membrangebundenen
Einheiten SecY, SecE und SecG (Abb. 38). Einige weitere Membranproteine wie z.B.
SecD, SecF und YidC sind zudem an der Translokation der translatierten Proteine tiber

die innere Membran beteiligt.

Die erhohte Triton-Konzentration fiihrt zu einem Auslosen der genannten Proteine aus
der Membran, die damit als Interaktionspartner im Lysat zur Verfiigung stehen. Bei
einem kompetitiven Ringen um SecA als Substrat konnten sich hierbei die
Membranproteine als stdrker bindend erweisen und damit die Interaktion mit CDJ2
verhindern. Diese Proteine miissten sich in diesem Fall durch eine Immunoprézipitation
mit Antikorper gegen SecA in E.coli unter Verwendung erhohter Triton-Konzentrationen
anreichern lassen. FEin immunologischer Nachweis von z.B. SecY mit dem
entsprechenden Antikorper ware mdoglich.

Nachgewiesen ist fiir das in einem Gleichgewicht zwischen Dimer und Monomer
vorliegende SecA auch, dass unter anderem einige nichtionische Detergenzien wie
Dodecylmaltosid (DDM) dieses Verhiltnis stark zugunsten der Monomere verschieben.
Gerade die Monomere scheinen aber an den Komplex SecYEG gebunden zu sein (Or et
al., 2002). Das Detergenz Triton X-100 kénnte daher wie DDM zur Dissoziation des
Dimers fithren und damit die Bindung der entstehenden Monomere an Membranproteine
fordern. Die scheinbar schwichere Bindung an CDJ2 reicht dann fiir eine Anreicherung

von SecA mit dem J-Doménen-Protein nicht mehr aus.

Uber die Verwendung von verschiedenen Konzentrationen des Detergenz Digitonin als
Ersatz fiir Triton X-100 konnte eine genauere Aussage erreicht werden. Digitonin bewirkt
im Gegensatz zu DDM keine Monomerbildung bei SecA (Or et al., 2002). Sollte daher
mit Digitonin keine Stérung der Interaktion von SecA und CDJ2 nachzuweisen sein, ist
davon auszugehen, dass CDJ2 nur an die aktive Form, ndmlich das funktionale Dimer

binden kann.
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Abb. 39: Schematische Darstellung der Funktion von SecA im bakteriellen Organismus. A: Im
natiirlich vorkommenden Fall wird ein SecA-Dimer bendtigt, das an in der Membran gebundenes
SecYEG bindet und Protein iiber die Membran transportiert. B: Durch Detergenzien wie DDM
entstehen SecA Monomere, die zwar noch in gleicher Stirke an SecYEG binden, jedoch keine Proteine

transportieren konnen (Jilaveanu et al., 2005).

5.3.4. Interaktionsstelle liegt in 43 AS langem Sequenzabschnitt

5.3.4.1. Wachstumshemmung in E.coli durch Inaktivierung von SecA

Bei SecA handelt es sich um ein fiir Bakterien essentielles Protein. Auf der Suche nach
einem Nachweis fiir lebensnotwendige Proteine in Bakterien, bei dem SecA als Beispiel
verwendet wurde, stieB man auf eine spezifische Inhibition von SecA durch bestimmte
Peptide (Benson et al., 2003). Das Peptid bindet dabei an das Zielprotein und hemmt
seine Funktion. Dies fiihrt zu starken Wachstumshemmungen. Fiir SecA reduziert sich
das relative Wachstum auf etwa 20 % bei Verwendung der folgenden Peptidsequenz:
e SSFSFDGHVWYPVLPAQSR

Da dieses inhibitorisch wirkende Peptid experimentell aus verschiedenen wirksamen
herausgesucht wurde, besteht durchaus die Moglichkeit, dass andere hemmende
Sequenzen sich von dieser noch deutlich unterscheiden kénnen. Die Bindung des durch
Phagen Display selektierten Peptids scheint jedoch insgesamt spezifisch, da sich mit einer
zufillig generierten Peptidsequenz kein Wachstumsstopp erreichen lieS. Auch mit einer

gezielten Uberexpression von SecA kann die Hemmung des Wachstums wieder
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aufgehoben werden. Dies beschreibt trotz Verwendung einer anderen Methode den
Phénotyp eines ,,Protein-Knockout™.

Aufgrund dieser Ergebnisse bestand die Moglichkeit, dass ein Sequenzabschnitt des
CDJ2-Proteins dieser Peptidsequenz dhnelt und zu einer spezifischen Inhibition von SecA
fiihrt. Damit kdnnte der abrupte Wachstumsstopp bei Uberexpression von CDJ2 in E.coli

erklart werden.

5.3.4.2. 43 Aminosauren lange Sequenz verursacht Wachstumsstopp

Durch Uberexpression der N-terminal verkiirzten Varianten von CDJ2 konnte die
mogliche Interaktionsstelle mit SecA auf eine 43 AS lange Sequenz eingegrenzt werden.
Da auch die kiirzeste Version CDJ2-D4 ein deutlich reduziertes Wachstum nach dem
Start der Uberexpression zeigt, ist davon auszugehen, dass auch dieses deletierte Protein
noch mit SecA interagiert und die Inhibition auslésen kann (Abb. 36). Ein Blick auf die
betreffende Sequenz zeigt einen Prolin-reichen Abschnitt und eine durch das COILS-
Programm prognostizierte Coiled-coil-Doméne (Abb. 2). Beim Wachstumsstopp durch
Uberexpression von mitochondrialem Mdjlp in E.coli war dagegen ein Cystein-reicher
Sequenzabschnitt als mogliche Interaktionsstelle mit dem unbekannten Protein
ausgemacht worden (Deloche et al., 1997). Die entsprechende Sequenz von CDJ2-D4
besitzt jedoch keine Ahnlichkeit mit der von Benson et al. (2003) verwendeten und l4sst

daher eine alternative Bindung an SecA vermuten.

5.3.5. Keine Interaktion zwischen AtCDJ2 und bakteriellem SecA

nachweisbar

Die Uberexpression von plastidirem CDJ2 aus Arabidopsis fiihrt nicht zu einer
Hemmung des Wachstums. Die Kultur wichst vollig vergleichbar zu nicht-induzierten
Kontrolle. Dies ldsst weitere Schlussfolgerungen zu.

Zunichst scheint damit angedeutet, dass keine Interaktion zwischen AtCDJ2 und
bakteriellem SecA besteht. Dies wiirde die Interaktion von SecA und CDJ2 zunéchst auf
Chlamydomonas beschrianken. Moglicherweise ist jedoch die Klonierung von AtCDJ2
nicht korrekt und es liegt ein Frameshift vor, da zwei Testverdauansidtze Banden der
korrekten GrofBlen zeigten. Aufgrund anderer ,,Codon-usage® der AT-reichen AtCDJ2-

Sequenz konnte das Expressionsniveau wegen seltener Kodone noch geringer sein, als
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von Chlamydomonas-CDJ2. Trotz schwacher Expression von CDJ2 auch ohne Induktion,
zeigt die E.coli-Kultur keinen Wachstumsstopp (Abb. 21 + 22). Ein gewisser
Schwellenwert bei der Proteinexpression muss demnach wohl {iberschritten werden,
damit eine Wachstumshemmung ausgeldst werden kann.

Alternativ dazu kann aufgrund der teilweisen Sequenziibereinstimmung von CDJ2-D4
aus Chlamydomonas und AtCDJ2, die fiir die Interaktion mit SecA bendétigte

Aminosdurefolge moglicherweise weiter eingegrenzt werden.

D4-Cr QQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEE I DAELLALKKKLNKL
AECDJ2  mmmmmmmmmmm IDE IEATLAQLKKDLGLQ

=kk-% * **k*k *

In einem Alignment der durch Sequenzierung gesicherten Sequenz von D4 mit den
letzten Aminosduren von AtCDJ2 wird deutlich, dass im Bereich der letzten 18 Reste
eine Ahnlichkeit vorliegt. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um eine Coiled-coil-
Region.

Aufgrund der fehlenden Hemmung des Wachstums durch AtCDJ2 sollte diese Region als
Interaktionsstelle ausgeschlossen werden konnen. Es bleibt dann der spezifische Rest der
Sequenz von Chlamydomonas. Dabei handelt es sich um die bereits zuvor erwiahnte
Prolin-reiche Region.

Um zu tberpriifen, ob es sich bei diesem Peptid um das mit SecA intergierende und
hemmende Element handelt, bestiinde die Mdoglichkeit dieses Peptid synthetisch
herzustellen und den inhibitorischen Effekt auf SecA festzustellen. Auch eine weitere
Aufspaltung der CDJ2-D4-Sequenz in den gemeinsamen Anteil der Coiled-coli-Region
und den in Chlamydomonas allein vorkommende Abschnitt bieten sich fiir eine erneute

Klonierung an.

5.3.6. Zusammenhang zwischen dem HSP70-Chaperonsystem und dem

Proteintransport Uber die Thylakoidmembran

5.3.6.1. Nachgewiesene Interaktionen zwischen beteiligten Komponenten

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und anderen bereits vorliegenden Erkenntnissen

zeichnet sich die Moglichkeit einer Verbindung zwischen dem HSP70-Chaperonsystem,
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zu dem CDJ2 als Cochaperon gehort, und dem Sec-Translokationsystem im
Chloroplasten, an dem SecA beteiligt ist, ab.

SecA ist in Chloroplasten ebenso wie bei Bakterien ein unverzichtbarer Bestandteil der
Protein-Translokation durch das Sec-System. Es interagiert dabei mit dem gebundenen
Translokon in der Thylakoidmembran, das in Chloroplasten zumindest aus SecY
(cpSecY) besteht.

Homolog zum bakteriellen YidC, dass in E.coli ein Bestandteil des Sec-Systems darstellt,
ist in Chloroplasten das Protein Alb3 zu finden. YidC, Alb3 und das Homolog aus
Mitochondrien, Oxal, bilden eine Proteinfamilie (Luirink et al., 2001; Scotti et al., 2000).
In Arabidopsis konnte bereits eine Interaktion von cpSecY mit Alb3 nachgewiesen
werden (Klostermann et al., 2002).

In Chlamydomonas sind zwei Homologe von Alb3 identifiziert worden, die mit Alb3.1
und Alb3.2 bezeichnet werden. Alb3.2 weist dabei die groBere Ahnlichkeit zu Alb3 aus
Arabidopsis auf. Es ist notwendig fiir den Aufbau beider Photosysteme und darf nur in
gewissem Grad reduziert sein, da die Zelle sonst nicht iiberlebensfdhig ist. Wenn Alb3.2
unterexprimiert wird, fiihrt dies zu einer Abnahme der funktionsfihigen Photosysteme.
Es kommt moglicherweise zu Fehlfaltungen der Thylakoid-Komplexe, die zu verhindern
die Funktion von Alb3.2 zu sein scheint (Gohre et al., 2006). Alb3, Oxal und YidC sind
normalerweise wohl an der Faltung von neu synthetisierten Proteinen in die Membran
beteiligt (Kuhn et al., 2003).

Interessant an der Unterexpression von Alb3.2 in Chlamydomonas ist aber vor allem,
dass sie eine Induktion der Proteine VIPP1, HSP70B und CDJ2 auslost. Mit VIPP1
konnte sogar eine Interaktion durch Immunoprézipitation nachgewiesen werden. HSP70B
und CDJ2 waren dabei allerdings nicht zu detektieren (Gohre et al., 2006). Betrachtet
man die Verbindung zwischen Alb3.2 und VIPP1 und die Tatsache, dass VIPP1 als
Substrat fiir HSP70B durch CDJ2 an dieses heran gefiihrt wird (Liu et al., 2005; 2007),
ergibt sich ein moglicher Zusammenhang, der in der folgenden Graphik zusammengefasst

ist (Abb. 40).
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Abb. 40: Schematische Darstellung des theoretischen Zusammenhangs zwischen Bestandteilen des
Sec-Translokationssystems und der HS70-Chaperonmaschinerie. Stromales SecA interagiert mit
cpSecY. In Arabidopsis sind cpSecY und Alb3 assoziiert. Alb3.2 tritt in Verbindung mit VIPP1 in
Chlamydomonas. VIPPI ist ein Substrat fiir HSP70B, das durch CDJ2 zur Interaktion gebracht wird.
CGEl ist Bestandteil des Chaperonkomplexes um HSP70B.

Wird nun von einer nachweisbaren Verbindung zwischen CDJ2 und SecA ausgegangen,

konnte dies die einzelnen Teilergebnisse in einem Gesamtbild zusammenfiigen.

5.3.6.2. Hinweise auf einen funktioneller Zusammenhang

Wie im vorhergehenden Abschnitt dargestellt, ldsst sich iiber VIPP1 eine mogliche
physische  Verbindung  zwischen dem  HSP70-Chaperonsystem und  der
Proteintranslokation herstellen. Andere Untersuchungsergebnisse deuten, wie im
Folgenden erklirt, einen funktionellen Zusammenhang an. Eine Schliisselrolle in den
Chloroplasten besitzt dabei moglicherweise das Substrat von HSPOB, VIPPI.

PspA, das VIPP1 Homolog aus E.coli., kann durch Faktoren, die einen stérenden Effekt
auf die Exportmaschinerie haben, wie Uberexpression mutierter Proteine der duBeren
Membran (PhoE) oder Hitzeschock, induziert werden. Interessant ist eine nachgewiesene
Induktion auch durch secD, secF und secA Mutanten. Auch die Abnahme von YidC

erzeugt erh6hte Mengen an PspA (Van der Laan et al., 2003). Vermutlich handelt es sich
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daher beim Induktionssignal um die Uberlastung oder Blockierung des
Proteintranslokationssystems. PspA kann daher als notwendig fiir die Sicherung des
funktionsfahigen Sec-Exportweges erachtet werden (Kleerebezem and Tommassen,
1993).

Auch die Effizienz des Twin-arginine-Translokationssystem (Tat-pathway) ist auf das
Protein PspA angewiesen. Mutationen in den Bestandteilen des Tat-Systems
(Tat(A/E)BC) erzeugen wie die sec Mutanten eine Induktion des psp-Operons (DeLisa et
al., 2004).

Die Funktion von PspA wird in der Aufrechterhaltung der Proton Motive Force (PMF) an
der Membran vermutet (Kleerebezem et al., 1996). Da der Tat-Translokationsweg
ausschlieBlich durch die PMF angetrieben wird, liegt darin moglicherweise die Ursache
der Effizienzsteigerung. Die verbesserte Effizienz des Tat-Weges durch PspA wird auch
durch VIPP1 aus Synechocystis spec. vermittelt. Ebenso kann PspA in der Erbse (Pisum
sativum) die Effizienzsteigerung des Tat-Translokationsweges bewirken (DeLisa et al.,
2004). Dies legt den Schluss nahe, dass es sich bei den homologen Proteinen auch um
funktionell verwandte Komponenten handelt, die in Bakterien wie auch im Chloroplasten
an der Proteintranslokation zumindest indirekt beteiligt sind.

Dies bestitigen auch Beobachtungen, dass Mutationen in Komponenten des Sec- oder
Tat-Systems einen vergleichbaren Phanotyp aufweisen, wie er bei vippl Mutanten zu
finden ist. Es sind beschiddigte Thylakoidmembranen auszumachen, die durch gestorten
Proteinimport in das Lumen entstehen konnten (Liu et al., 2005). Eine Beteiligung am
Vesikeltransport wie von Kroll et al. (2001) vermutet, scheint aufgrund der vorliegenden
Indizien daher eher unwahrscheinlich.

Die Funktion von VIPP1 lidge dann wahrscheinlich in der Aufrechterhaltung der
Membranintegritit, eventuell auch durch Aufrechterhaltung der PMF. VIPP1 konnte mit
HSP70B und den Cochaperonen CDJ2 und CGEl eine Priifung und Sortierung der fiir
das Lumen bestimmten Proteine vornehmen. Der Transport korrekt gefalteter Proteine
iiber den Tat-Translokationsweg konnte dabei ein Austreten von Protonen durch das
Translokon verhindern und so die PMF stabilisieren. Die Induzierbarkeit von HSP70B
und VIPPI1 durch Hitzeschock und Licht konnte eine solche Vermutung erhirten, da

durch Hitze und oxidativen Stress mit verhdltnismadfig mehr beschidigten Proteinen fiir
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den Import in das Lumen zu rechnen ist (Liu et al., 2005). Stdbchenférmige VIPPI-
Oligomere konnten hier als Speicherform fiir funktionelles VIPP1 dienen.

Alternativ ermdglichen die VIPP1-Oligomere allerdings vielleicht einen gerichteten
Transport von zu importierenden Proteinen {iber die Stdbchen. An der
Thylakoidmembran finde dann méglicherweise die Ubergabe der Proteine von VIPP1 an

SecA nach Chaperon-vermittelter VIPP1-Oligomer-Disassemblierung statt.

5.4. Ausblick

5.4.1. Nachweis der Interaktion von CDJ2 und SecA in Chlamydomonas

Kann eine Interaktion zwischen dem J-Doménen-Protein CDJ2 und SecA im
Chloroplasten von Chlamydomonas nachgewiesen werden, stellt dies eine direkte
Verbindung zwischen dem HSP70-Chaperonsystem und dem Sec-Translokationssystem
dar. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit wie auch der zuvor erlduterten bekannten
Untersuchungsergebnisse erscheint eine Verbindung durchaus moglich.

Ein Nachweis der physischen Interaktion von CDJ2 und SecA konnte durch
Glutaraldehyd-Crosslinking der beiden betreffenden Proteine in vitro durchgefiihrt
werden. Dazu wird sowohl aufgereinigtes CDJ2 wie auch SecA aus Chlamydomonas
benotigt. Letzteres kann durch heterologe Expression in E.coli und anschlieBende
Aufreinigung erhalten werden. Ausreichende Mengen des gereinigten CDJ2 liegen
bereits vor.

Nach der Erzeugung eines spezifischen polyklonalen Antikoérpers gegen SecA kann
dieser fiir immunologische Nachweise als auch fiir Immunoprézipitationen verwendet
werden. Diese konnten den Zusammenhang zwischen SecA und CDJ2 sowohl in vitro
wie auch in vivo nachweisen. Durch Co-Immunoprézipitationen sollte CDJ2 mit
Antikorpern gegen SecA im Vergleich zum Gesamtzellextrakt angereichert werden und
ebenso eine Anreicherung von SecA mit spezifischen CDJ2 Antikdrpern erreicht werden
konnen. Durch Zugabe spezifischer Peptide, die die fiir die Interaktion notwendige
Region in CDJ2 abdecken, sollte die Interaktion inhibiert werden. Ebenfalls zu
untersuchen ist, ob die Interaktion auch von andern Detergenzien wie Digitonin gestort

wird.
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5.4.2. Nachweis der Interaktion bei hdheren Pflanzen

Ein wichtiger Ansatzpunkt ist auerdem die Uberpriifung, ob eine Verbindung zwischen
SecA und CDJ2 oder anderen Bestandteilen des HSP70-Chaperonsystems auch in
hoheren Pflanzen wie den Modellorganismen Arabidopsis thaliana oder Pisum sativum
nachzuweisen ist. Durch die heterologe Expression von AtCDJ2 in E.coli ohne eine
messbare Auswirkung (Abb. 36), erscheint dieser Zusammenhang moglicherweise
schwieriger zu detektieren zu sein. Die Feststellung der genauen Bindestelle von CDJ2 an
SecA konnte eine genauere Untersuchung des Interaktionsmechanismus ermoglichen. Ist
in hoheren Pflanzen keine vergleichbare Sequenz zu finden, existiert vielleicht ein
anderer Weg, der Chaperonsystem und Translokationssystem verbindet. Mdglich ist
jedoch auch eine auf Chlamydomonas begrenzte Interaktion. Die durch vippl Mutationen
verdanderten Thylakoidmembranen in Arabidopsis (Kroll et al., 2001) weisen aber darauf

hin, dass auch in hoheren Pflanzen ein solcher Zusammenhang besteht.
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Anhang X1I

Anhang

1.) Alignment der Aminosduresequenzen von SecA aus E. coli, C. reinhardtii und Pisum
sativum (Erbse)

Cr_SecA MQLLGGRQSVAHGRAAGSRRSVPQAPALPRSLGQPGAADALLGRSAGLRTAPGLKARRSA
Ps_SecA MATSSLCSSFTSQTCNPHSRPHRKTLTLP---GSVFLCRQFHLNSPSVSKTRRIRTRQSG
Ec SecA ---——"—1-"—1H—HnnH——n—

Cr_SecA RGAVRVEAFFNKLFKTDPSAGTRNKYQSRVDQVNALEPAMQALSDDQLRAKTTEFKERVK
Ps_SecA PVASLGGLLGGIFKGTDTGEATRKQYAAIVNTINGLEPKISALSDSELRDMTFASRERAQ
Ec_SecA ----- MLIKLLTKVFGSRNDRTLRRMRKVVNIINAMEPEMEKLSDEELKGKTAEFRARLE

* - -k ** - *** -*- * - % -

Cr_SecA KGESLESILPEAFAVVREGSRRVLGLRPFDVQLIGGMILHEGQIAEMRTGEGKTLVAVLP
Ps_SecA KGESLDSLLPEAFAVVREASKRVLGLRPFDVQL IGGMVLHKGEIAEMRTGEGKTLVAILP
Ec_SecA KGEVLENLIPEAFAVVREASKRVFGMRHFDVQLLGGMVLNERCIAEMRTGEGKTLTATLP

*kk K- = =mkhkAkAhkAkirkAh k-Fkk-Kk-k FEIAXxkhkkhk-kFKk-K%k- - *hkikkhkikihkkikikit Kk k%

Cr_SecA AYLNALTGRGVHVVTVNDYLARRDSEWVGQVHRFLGLSVGL 1QADLKPEARRAAYACDVT
Ps_SecA AYLNALVGKGVHVVTVNDYLARRDCEWVGQVPRFLGMKVGL 1QQONMTSEQKKENYLCDIT
Ec_SecA AYLNALTGKGVHVVTVNDYLAQRDAENNRPLFEFLGLTVGINLPGMPAPAKREAYAADIT

****** * ************ ** * - ***- **- -- * * *

Cr_SecA YVTNSELGFDYLRDNLAAAPAELVLREATPFNFCVIDEVDSILIDEARTPLIISGMSDKP
Ps_SecA YVTNSELGFDFLRDNLATSVEELVIRG---FNYCVIDEVDSILIDEARTPLIISGPAEKS
Ec_SecA YGTNNEYGFDYLRDNMAFSPEERVQRK———LHYALVDEVDSILIDEARTPLIISGPAEDS

* ** * *** **** * - * * * Tt - _******************* -
Cr_SecA STKYVKAHKIADALSR----——-———- DVHYTVDEKQKSVLLTEDGYEAVEDVLQVTDLY
Ps_SecA SDQYFKAAKIADAFER---—-————-- DIHYTVDEKQKSVLLSEQGYEDAEEILAVKDLY
Ec_SecA SEMYKRVNKIIPHLIRQEKEDSETFQGEGHFSVDEKSRQVNLTERGLVLIEELLVKEGIM

* * - ** - *: **** - **** *--* _-
Cr_SecA DPRTQWAS----—-—-—- Y I INALKAKELQIKNVNY IVKAGEV I VDEFTGRTMPGRRWSDG
Ps_SecA DPREQWAS---—----—- FVINATKAKELFLRDVNY I RGKEVL 1VDEFTGRVMQGRRWSDG
Ec_SecA DEGESLYSPANIMLMHHVTAALRAHALFTRDVDYIVKDGEVIIVDEHTGRTMQGRRWSDG

*=-=-k=- % - * ** - ** **** *** * Fhikikkik

Cr_SecA LHQAVEAKEGLEIQNENITLASVSYQAFFRGFPKLAGMTGTAATEVSEFDSIYKLPVAVV
Ps_SecA LHQAVEAKEGLPIQNETVTLASISYQNFFLQFPKLCGMTGTAATEITEFESTIYKLKVTIV
Ec_SecA LHQAVEAKEGVQIQNENQTLASITFQNYFRLYEKLAGMTGTADTEAFEFSSIYKLDTVVV

********** **** **** - =% - ** *hkikkiki K% ** Ak E -k

Cr_SecA PTNRSISRQDNPDVVFRLEQYKWKAVVTEVKRMHKTGRPVLVGTTSVEKSE ILSAMLQEE
Ps_SecA PTNKPMIRKDESDVVFRATTGKWRAVVVEISRMNKTGRPVLVGTTSVEQSDSLSQQLKEA
Ec_SecA PTNRPMIRKDLPDLVYMTEAEKIQAIIEDIKERTAKGQPVLVGTISIEKSELVSNELTKA

*** - * * * * * *hkikkk * * *- -* * -

Cr_SecA GIRHQVLNAKPENVERESEIVAQSGRKGAVTISTNMAGRGTDILLGGNADYMARLKLREM
Ps_SecA GILHEVLNAKPENVEREAEIVAQSGRLGAVTIATNMAGRGTD I ILGGNAEFMARLKLREI
Ec_SecA GIKHNVLNAKFHAN--EAAIVAQAGYPAAVTIATNMAGRGTDIVLGG--=—==—===——-

**k K -Kkkkhkk * = Fhkkk-% *hkhk =-Fkkkhkihkhikihkik-k*k*k



Anhang

XIII

Cr_SecA LMPEVVTIVEDDNNPFRVGKDGKARVRNWAANPSLFPCELSANTMSMAKSAVTAAVAAWG
Ps_SecA MMPRVVKLVAEG---EFVSVKKPPPSKTWKVNEKLFPCQLSNQNTELAEKAVQLAVKTWG
Ec SecA ---——--—1-"-—1H-1Hn"n—"mnn—r—

Cr_SecA TRQLSELEAEDRLSVACEKGHTEDPELLKLREAFGAMLSEYKAVTEVEKAEVVGLGGLHY
Ps_SecA KRSLTELEAEERLSYSCEKGPAQDEVIAELRNAFLEISKEYKVFTEEERKKVVAAGGLHV
Ec_SecA - SWQAEVAALENPTAEQIEKIKADWQVRHDAVLEAGGLHI

- * - **** -

Cr_SecA 1GTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDPGSTRFFLSLEDPLFRVFGGDRIKGLMVAFQVED-L
Ps_SecA VGTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDLGSSRFFLSLEDNIFRIFGGDRIQGLMRAFRVED-L
Ec_SecA IGTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDAGSSRFYLSMEDALMRIFASDRVSGMMRKLGMKPGE

= AEEAEAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAX XK k=K kk=-kk =--%k=-% **k - K=k - ==

Cr_SecA PMESSMLSDALDTAQKRVEAYFFDIRKNLFDYDQVVNTQRDKIYAERRKALLAPDLAQMM
Ps_SecA PIESQMLTKALDEAQKKVENYFFDIRKQLFEYDEVLNSQRDRVYTERRRALQSVNLQSLL
Ec_SecA AIEHPWVTKAIANAQRKVESRNFDIRKQLLEYDDVANDQRRAIYSQRNELLDVSDVSETI

-- k= ** ** ***** * ** * * X% -*--* --

Cr_SecA REYAEKTADDILEANVDKSTEPAEWKLDSLAAKMVQYCYLLEGLTGDELLKVANESGFEG
Ps SecA 1EYAELTIDDILEANIGSDAPKESWDLDKLIAKIQQYCYLLTDLTPDLLLNECS--DYEG
Ec_SecA NSIREDVFKATIDAY IPPQSLEEMWDIPGLQERLKN--DFDLDLPIAEWLDKEPELHEET

* - -k - - * - * *

Cr_SecA LRVHLHRVCVDAYEKKVQMVDAVQPGLMAEVQKFFVLSQTDSLWKEHLQAITKFLQQAVGL
Ps_SecA LRSYLRLRGKEAYLQKRDIVEQQAPGLMKEAERFLILSNIDRLWKEHLQALKFVQQAVGL
Ec_SecA LRERILAQSIEVYQRKE———EVVGAEMMRHFEKGVMLQTLDSLWKEHLAAMDYLRQGIHL

-* * FXxkkikkkh K= ===k - X

Cr_SecA RGYASKDPLTEFKLEGYNLFVDMTAQIRRNVIYNVYMFQPQRIVPVEEVQQQAAAAAAAN
Ps_SecA RGYAQRDPLIEYKLEGYNLFLEMMAQIRRNVI1YSI1YQFKPVLLKQDQDKMENQKSGKRNA
Ec_SecA RGYAQKDPKQEYKRESFSMFAAMLESLKYEVISTLSKVQVRMPEEVEELEQQRRMEAERL

*hkk =kk  Kk-k Kk - -k * - k% -

Cr_SecA GSANGSSNGTAKEAETAKSGGKQKAKAR-———=————————mmmmmm
Ps_SecA RPPTDTNPDPVGTVEPSTSASS———————--mmmmmmmmmmmmmme o
Ec_SecA AQMQQLSHQDDDSAAAAALAAQTGERKVGRNDPCPCGSGKKYKQCHGRLQ

2.) Korrigierte Sequenz von SecA aus Chlamydomonas reinhardtii
In grauer Schrift sind UTRs, unterstrichen die ersetzte Sequenz und Grau hinterlegt die
natiirliche Sapl-Restriktionsschnittstelle dargestellt.

GTCACCCAAATAGGCATCGTAATAGGCATCGTGTTTACGTGGTTGCGTTCACTGCCTGGCCACCGTTTTGCT
GCTTGCGTCAGAGTCGACCTCGGTTCGGCGCTCTAAACAGAAAATCGACCTTGCTACCGTAGTATTTGGGCT
TTAGATCCACTGCTTATCAAATCTAGGCTCAAGAATGCAGCTGCTCGGTGGTCGGCAGTCTGTGGCGCACGG
CCGTGCTGCCGGTTCGCGCCGCTCGGTGCCTCAGGCGCCCGCGCTTCCTCGCTCTCTGGGTCAGCCGGGTGC
TGCTGATGCGCTCTTGGGCCGCTCGGCGGGGCTCCGCACTGCGCCCGGTCTGAAGGCTCGCCGCTCCGCTCG
CGGAGCTGTGCGCGTAGAGGCTTTCTTCAACAAGCTTTTTAAGACCGATCCCTCGGCCGGTACTCGTAATAA
GTACCAGTCGCGTGTGGACCAGGTGAACGCTCTGGAGCCGGCCATGCAGGCTCTGTCCGATGACCAGCTGCG
CGCTAAGACCACGGAGTTCAAGGAGCGCGTGAAGAAGGGCGAGTCGCTGGAGAGCATTCTGCCGGAGGCATT
CGCGGTGGTGCGCGAGGGCTCCCGCCGCGTGCTGGGCCTGCGCCCCTTCGACGTGCAGCTCATTGGCGGCAT
GATCCTGCACGAGGGCCAGATTGCGGAGATGCGCACCGGCGAGGGCAAGACGCTGGTGGCGGTGCTGCCCGC
CTACCTGAACGCGCTGACGGGTCGCGGCGTGCACGTGGTGACGGTGAACGACTACCTGGCACGCCGTGACTC



Anhang X1V

GGAGTGGGTGGGCCAGGTGCACCGCTTCCTGGGCCTGTCCGTGGGCCTAATCCAGGCTGACCTGAAGCCCGA
GGCGCGCCGCGCCGCCTACGCCTGCGACGTGACGTACGTGACCAACAGCGAGCTGGGCTTTGACTACCTGCG
CGACAACCTGGCGGCGGCCCCCGCCCAGCTGGTGCTGCGTGAGGCCACGCCCTTCAACTTCTGCGTCATTGA
TGAGGTGGACTCCATCCTCATTGACGAGGCGCGCACGCCGCTCATCATCAGCGGCATGAGCGACAAGCCCTC
CACCAAGTACGTCAAGGCGCACAAGATCGCGGACGCCTTGTCCCGCGACGTGCACTACACCGTGGACGAGAA
GCAGAAGTCGGTGCTGCTGACGGAGGACGGATACGAGGCGGTGGAAGACGTGCTGCAGGTGACTGACCTGTA
CGACCCGCGCACCCAGTGGGCCTCCTACATCATCAACGCGCTCAAGGCCAAGGAGCTGCAGATCAAGAACGT
CAACTACATTGTCAAGGCCGGAGAGGTGATCATCGTGGACGAGTTCACTGGCCGCACCATGCCCGGGCGCEG
CTGGAGCGACGGCCTGCACCAGGCTGTGGAGGCCAAGGAGGGGCTGGAGATCCAGAACGAGAACATCACCCT
GGCCTCCGTGTCCTACCAGGCCTTCTTCCGCGGCTTCCCCAAGCTGGCGGGTATGACTGGTACCGCCGCCAC
CGAGGTGTCTGAGTTCGACTCCATCTACAAGCTGCCTGTGGCCGTGGTGCCCACCAACCGCTCCATCAGCCG
CCAGGACAACCCGGATGTGGTGTTCCGCCTGGAGCAGTACAAGTGGAAGGCGGTGGTCACGGAGGTGAAGCG
CATGCACAAGACCGGCCGGCCCGTGCTGGTGGGAACCACCAGTGTGGAGAAGAGCGAGATCCTGTCGGCCAT
GCTTCAGGAGGAGGGCATCCGCCATCAGGTGCTGAACGCCAAGCCCGAGAACGTGGAGCGTGAGTCCGAGAT
TGTGGCGCAGAGCGGCCGCAAGGGCGCCGTCACCATCTCCACGAACATGGCCGGTCGCGGTACCGATATCCT
GTTGGGCGGTAACGCCGACTACATGGCCCGCCTGAAGCTGCGTGAGATGCTAATGCCCGAGGTGGTGACCAT
CGTGGAGGACGACAACAACCCCTTCCGCGTGGGCAAGGACGGCAAGGCGCGCGTGCGCAACTGGGCCGCCAA
CCCCTCGCTTTTCCCCTGCGAGCTCAGTGCTAACACCATGTCCATGGCCAAGTCCGCTGTGACTGCGGCTGT
GGCGGCGTGGGGCACGCGGCAGCTGTCGGAGCTGGAGGCGGAGGACCGGCTGTCCGTGGCGTGTGAGAAGGG
ACACACCGAGGACCCCGAGCTGCTCAAGCTGCGTGAGGCGTTCGGCGCCATGCTGTCCGAGTACAAGGCGGT
GACGGAGGTGGAGAAGGCCGAGGTGGTGGGGCTGGGCGGCCTGCACGTCATCGGCACGGAGCGCCACGAGTC
GCGCCGCATCGACAACCAGCTGCGCGGCCGCTCCGGTCGCCAGGGCGACCCCGGCTCCACCCGCTTCTTCCT
GTCTCTGGAGGACCCGCTGTTCCGCGTGTTCGGCGGCGACCGCATCAAGGGCCTCATGGTGGCCTTCCAGGT
GGAGGACCTGCCCATGGAGAGCTCCATGCTCAGCGACGCGCTGGACACGGCGCAGAAGCGCGTGGAGGCCTA
CTTCTTCGACATCCGCAAGAACCTGTTTGACTACGACCAGGTGGTCAACACGCAGCGCGACAAGATCTACGC
GGAGCGGCGCAAGGCGCTGCTGGCGCCCGACCTGGCGCAGATGATGCGCGAGTACGCGGAGAAGACCGCAGA
CGACATCCTGGAGGCCAACGTGGACAAGTCCACGGAGCCGGCCGAGTGGAAGCTGGACAGCCTGGCCGCCAA
GATGGTGCAGTACTGCTACCTGCTGGAGGGTCTGACTGGCGACGAGCTGCTCAAGGTGGCCAACGAGAGCGG
CTTCGAGGGCCTGCGCGTGCACCTGCACCGCGTGTGCGTGGACGCCTACGAGAAGAAGGTGCAGATGGTGGA
CGCAGTGCAGCCGGGCCTGATGGCGGAGGTGCAGAAGTTCTTCGTGCTCAGCCAGACCGACAGCCTTTGGAA
GGAGCACCTGCAGGCCATCAAGTTCCTGCAGCAGGCGGTGGGACTGCGCGGCTACGCCAGCAAGGATCCGCT
GACCGAGTTCAAGCTGGAGGGCTACAACCTGTTTGTGGACATGACGGCGCAGATCCGCCGCAACGTGATCTA
CAACGTCTACATGTTCCAGCCGCAGCGGATTGTGCCGGTGGAGGAGGTGCAGCAGCAGGCGGCAGCGGCCGC
GGCAGCCAACGGCAGCGCCAATGGCAGCAGCAACGGGACAGCCAAGGAGGCGGAGACCGCCAAGAGTGGCGG
CAAGCAGAAGGCCAAGGCCCGCGCATAAGCGCTGGGCTTGCAGCAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTACGCGTGTGTTCGTTACGTTGAGGGGGTATGGAGATTGGTGTGTCCG
CAACTTCGCTGCAACCGAAACAGCGGGTTGCGCTGCGGGATAGCATGAAGAAGGACTGAGGCAAGCTGAGTA
CAAGTTAACGTAACGTTACCGTATGTTGAGGGGTGCAGGAGAGTTCACGGCTGTTTTGGTGGTGCTGACGGA
GAGACTACGCCGTACGGTGCGAGCTGCATTCACTGTGATGCGATGCTCTTCTTGTTGATAGTACGGGCCCGA
TTTTGAGTGCGGCGCACGGGCATTAGGTGGTGCACAGCAGCACAGGAAGTATGCACACAGAAGCGCAGGGAG
AGGGCAGCCCCAAGAGAGTCGAGAGAGGCTGTCAGGTTGGCACAGGTTTGACATGATGGCAAACGCAAAGGC
CAATCAAGCAACTGTATAACGACGACGAAACTCTGAGAACATGATTGCGACGTTACAAGAGCTCAAGAAGGG
CCAGCCGCCGAGCCCAATGCGGGATGACATGGGGCTTACGAAGGCTGCGCTCGCCTGTAGGCAACCTCTCTG
CT

3.) Aminosduresequenz von CDJ2 aus Chlamydomonas reinhardtii sowie die Sequenzen
der Deletionen (schwarz)

CDJ2 (374 AS)

MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYDILGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDL IKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEL
DAELLALKKKLNKL
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XV

CDA2 (236 AS)

MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYD ILGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDL IKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEI
DAELLALKKKLNKL

D1 (193 AS)
MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYD ILGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDL IKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEI
DAELLALKKKLNKL

D2 (159 AS)

MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYD I LGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDLIKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEI
DAELLALKKKLNKL

D3 (106 AS)

MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYD ILGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDLIKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEL
DAELLALKKKLNKL

D4 (43 AS)

MHAALQ I GGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYD I LGVSASATDRD IKSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDL IKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEI
DAELLALKKKLNKL

Nur J (71 AS)

MHAALQ IGGCSAAGFAPVRCGGRKASALATPVRGCQLGCGASAQSPMRAGAALGPRRSGR
RTAVVCRAAAKNFYDILGVSASATDRD I KSAYRKLAMKLHPDVNKAPDAQKRFMEVKVAY
ETLSDAKQRAEYDRRLRGGYAGGRTGYSGSSSSSGYGGAYGGNSAGNWGSSYGTGGGNYG
NYTQEPLPGLDDL IKELEKEYTAWVRERATKTGPGGRPKTLAEELEDLGGEFLDFLEEAL
GIKEEAGSSSSSSAGGNGSSSSTGAAAGAAFRETSKSAAEQFDAWWQQYGDGSPLGGAGG
SSGAGASPAGSRSTSSGASASSSSSASSSSSQQRRQQAPPPPPPRPPPPPPPKKSREEEI
DAELLALKKKLNKL
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