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1 Einleitung

Chloroplasten sind endosymbiontisch aufgenommene Zell-Organellen cyanobakteriellen
Ursprungs. Sie sind strukturell komplex organisiert und bestehen aus mehreren Membranen,
die wasserl 6dliche Kompartimente voneinander abgrenzen.

Die innerste Membran in Chloroplasten ist die Thylakoidmembran, die das Stroma vom
Thylakoid-Lumen trennt. Sie ist das charakteristische Merkmal photosynthetischer Eukarya
und Ort fur die lichtgetriebene Photophosphorylierung. In und an der Thylakoidmembran
werden fir diesen Prozess wenigstens vier supramolekulare, membranintegrale
Proteinkomplexe aufgebaut, die einen Quanten, Elektronen und ProtonenTransfer
katalysieren (Murphy, 1986).

Zusammen mit dem endoplasmatischem Reticulum und der inneren Membran der
Mitochondrien stellt die Thylakoidmembran darlber hinaus eine der Proteinexport-

Membranen der photosynthetischen Zelle dar.

1.1 Die vier Protein-Export-Wege an der Thylakoidmembran

Obwohl Chloroplasten ihr eigenes Genom und die Fahigkeit zur Proteinsynthese besitzen,
wird die Mehrheit der Proteine der Thylakoidmembran vom Nukleus kodiert, im Cytoplasma
synthetisiert und von einem Trand okations-Mechanismus durch die beiden Hullmembranen
transportiert (Soll et al., 2002). Die importierten Vorlaufer-Proteine werden im Stroma zu
spezifischen Intermediaten prozessiert und tber einen von vier moglichen Transportwegen in
die Thylakoidmembran oder durch sie hindurch ins Lumen der Thylakoide exportiert (siehe
Abb. 1). Jeder der vier Protein-Export-Wege transportiert dabei einen anderen Satz an
Proteinen (Cline und Henry, 1996; Keegstra und Cline, 1999; Dalbey und Robinson, 1999)
und bendtigt unterschiedliche Energie- und Proteinfaktoren Die Sortierung der Proteine wird
dabei zum Teil Uber sogenannte Signal-Peptide vermittelt, die als Erkennungssequenz dafur

sorgen, dass das jeweilige Protein an seinen Bestimmungsort geleitet wird.

Eine Moglichkeit Proteine in die Thylakoidmembran zu integrieren, wird der ,, spontane” oder
der , direkte” Integrations-Weg genannt. Die Bezeichnung macht bereits deutlich, dass neben

dem exportiertem Protein keine weiteren Faktorenan der Translokation beteiligt sind. CFo-Il,



PsbW und PsbX sind Proteine, die Uber diesen Weg in die Thylakoidmembran exportiert
werden (Schleiff und Kloésgen, 2001). Signal-Peptide dieses Export-Weges gleichen den
Membrant | ntegrations- Signalen aus Bakterien (Dalbey und Kuhn, 2000).

Die anderen drei Export-Wege haben sich im Laufe der Evolution aus den ProteinExport-
Wegen des prokaryotischen Endosymbionten entwickelt. Der prokaryotische Ursprung von
bisher identifizierten Komponenten der Export-Wege cpSec (chloroplast secretory),
DpH/cpTAT pH/chloroplast twin arginine translocation) und cpSRP (chloroplast signal

recognition particle) ist unverkennbar.

Trandokation durch die Insertionin die
Thylakoidmembran Thylakoidmembran
- vEHY Y SN
c (A c
cpSecAp (% . £ ) c
/ stromale
4 Export-
ATPl Dle GTPl CPSRP l i
'_|_ ~N — Stroma
[ lopsec cpTAT Alb3—> AIB3—s " Thyiakoidmembran
— v e Lad w7 Lumen

CcpSEC CpTAT CpSRP spontan

Abbildung 1 (Eichacker und Henry, 2001): Proteinexport an der Thylakoidmembran. In
Chloroplasten sind vier, voneinander unabhangige Transportwege beschrieben, die entweder
ein N-terminales Signalpeptid (N-terminale Box; cpSec, cpTAT, spontan) und stromale
Faktoren (cpSec, cpSecA), keine N-terminale Signal-Sequenz aber stromale Faktoren (cpSRP
mit cpSRP43 und 54), oder nur eine Signal-Sequenz, die ausschliefdich dem ,targeting* des
Proteins zur Thylakoidmembran dient (cpTAT, spontan), bendtigen. Weitere Erlauterungen
hierzu sind im Text zu finden.

Die Trandokation verschiedener luminaler Proteine wird Uber den cpSec-Weg vermittelt.
Plastocyanin, OE33, PsaF und das plastidér kodierte Cytochrom f sind Proteine, die diesen
Weg nutzen (Hulford et al., 1994; Karnaucov et al., 1994; Yuan and Cline, 1994). Analog
zum bakteriellen Sec-Weg ist cpSecA auch fur den cpSec-Weg eine wichtige Komponente, da
es durch ATP-abhdngige Zyklen von Membraninsertion und -deinsertion die zu
transportierenden Proteine durch den Translokatorkomplex, der mindestens aus cpSecY und
cpSecE besteht (Schuenemann et al., 1999), driickt. Obwohl der cpSec-Weg nicht in der Lage
ist, DpH-abhangig trandozierte Proteine wie OE23, zu transportieren, kann ein pH-Gradient
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Uber die Thylakoidmembran den cpSec-Weg stimulieren (Mori und Cline, 2001). Die Signal-
Peptid-Sequenzen fir den cpSec-Weg gleichen sehr stark denen von Proteinen, die in
Bakterien Uber den Sec-Weg exportiert werden (Robinson und Klésgen, 1994).

Ein anderer Transportweg fur luminale Proteine wie OE23, OE17, PsbT und PsaN, hangt von
einem pH-Gradienten Uber die Thylakoidmembran &. Dieser sogenannte DpH/cpTAT-Weg
benttigt neben einem pH-Gradienten aulerdem die Membranproteine Hcf106, cpTatC und
Thad, jedoch keine stromalen Faktoren (Chaddock et a., 1995). Die Uber diesen Weg
exportierten Proteine sind entweder ganz oder teilweise gefaltet (Robinson, 2000) und weisen
in ihren N-terminalen Signalsequenzen ein charakteristisches, sogenanntes , twin arginine“-

Motif auf, das aus zwei zusammenhéangenden Arginin-Resten besteht (Mori und Cline, 2001).

Der vierte Transportweg von kernkodierten Proteinen zur Thylakoidmembran ist der
sogenannte cpSRP-Weg, der chlorophyll-bindende Proteine der Lichtsammelkomplexe
(LHCP) transportiert. Komponenten dieses GTP-abhéngigen cpSRP-Weges sind cpSRP43,
cpSRP54 und cpFtsY als [6sliche bzw. peripher-membranassoziierte Proteine und das in der
Thylakoidmembran lokalisierte Albino3 (Alb3) (Schuenemann et a., 1998; Tu et al., 1999;
Moore et al., 2000). Das stromale Protein cpSRP43 ist alein in Chloroplasten zu finden,
wahrend cpSRP54 Homologe in Saugetieren (SRP54) und Bakterien (Ffh) besitzt (Keegstra
und Cline, 1999). Ein Modéell fur den Transport und die Membraninsertion von LHCP sieht
die Bindung von importierten LHCP an ein cpSRP bestehend aus zwei cpSRP43- und einer
cpSRP54-Untereinheit zur Bildung des sogenannter Transit-Komplexes vor (Schuenemann et
al., 1998). Neuere Daten deuten aber auf ein cpSRP as Heterodimer aus je einer cpSRP43-
und cpSRP54-Untereinheit hin (Eichacker und Henry, 2001 und Abb. 2). Dieser Transit-
Komplex leitet LHCP an die Thylakoidmembran, an der die Insertion erfolgt. Fir diese
Insertion nach einem noch nicht bekannten Mechanismus wird offensichtlich cpFtsy und
Alb3 bendtigt.

1.2 Der Sec-abhéngige und Sec-unabhangige cpSRP-Weg

Mutanten, Organismen mit genetischen Verénderungen, stellen in der Biologie ein wichtiges

Werkzeug zur Erforschung komplexer, molekularer Wechselwirkungen dar. Ist die genetische



Veranderung bekannt, kdnnen aus den Auswirkungen auf den Organismus Riickschllisse auf
die Funktion der veranderten Komponente gezogen werden.

Es wurden bereits verschiedene Mutanten von Genen, die fir Komponenten der oben
genannten Transportwege in Mais (z.B. Hcf106, cpSecA (thal) und cpSecY (csyl) (Voelker
und Barkan, 1995; Voelker et a., 1997; Roy und Barkan, 1998) und A. thaliana (z. B.
cpSRP43 (chaos), cpSRP54 (ffcl-1), Alb3 (albino3) und cpFtsY (Klimyuk et al., 1999;
Pilgrim et al., 1998; Amin et a., 1999; Sundberg et a., 1997, Hutin und Nussaume,
unveroffentlicht) beschrieben.

Alle Mutanten mit Mutationen in Genen, die fir Komponenten des cpSRP-Weges kodieren,
zeigen unterschiedliche Phanotypen und unterschiedliche Effizienzen im LHCP-Transport
(Klimyuk et a., 1999; Amin et al., 1999; Sundberg et al., 1997; Hutin und Nussaume,

unveroffentlicht). Dies spricht fur weitere Funktioneneiniger der cpSRP-Komponenten.

Hillmembranen | Import

pLhcB Stroma

Transit-Komplex

Trangt
Thylakoid-
membran Export
Albino3 SecYE Albino3
LhcB psbA
—Sec-unabhangig— —Sec-abhangig—

Abbildung 2 (Eichacker und Henry, 2001): cpSRP-Weg: posttrandationaler (Sec-

unabhéngiger) und kotrandationaler (Sec-abhangiger) Export in die Thylakoidmembran.
Erlauterungen sind im Text zu finden.

Fur cpSRP54 wurden zum Beispiel zwel verschiedene Komplex-Populationen beobachtet
(Abb. 2). Die eine ist am posttrandationalen, sec-unabhéngigen Export von LHCII in die
Thylakoidmembran beteiligt. Das LHC-Protein der Thylakoidmembran, das den

Lichtsammler-Komplexe des Photosystems Il in hoheren Pflanzen mit aufbaut, ist im Zellkern
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der Zelle kodiert, wird im Cytoplasma a's Vorlaufer-Protein trandlatiert und posttranslational
Uber die beiden Hullmembranen des Chloroplasten importiert (Schleiff und Soll, 2000). Im
Chloroplasten wird das Vorlaufer-Protein prozessiert und LHCP wird mit Hilfe eines cpSRP-
abhangigen Transit-Komplexes bestehend aus cpSRP43, cpSRP54 und cpFtsY (Abb. 2;
weisse, blaue und schwarze Kreise) an die Thylakoidmembran geleitet (Dalbey und Kuhn,
2000; Tu et a., 1999). Die Sec-unabhangige Membrantinsertion wird durch einen DpH
stimuliert und das Vorhandensein des zum bakteriellen YidC und zum mitochondriellen
Oxalp homologen Alb3-Proteins (Abb. 2; rote Box) ist eine Voraussetzung dafiir (Moore et
al., 2000).

Die andere cpSRP54-Population ist am kotrandationalen, Sec-abhangigen Export von
Proteinen in die Thylakoidmembran beteiligt. ES wurde gezeigt, dass das im Chloroplasten
Genom kodierte Protein D1, an einem Komplex bindet, der wenigstens aus cpSRP54,
Ribosomen, dem naszierenden D1 und der psbA mRNA besteht. Dieses impliziert fir
cpSRP54 eine Sortierungs-Funktion (Nilsson et al., 1999). Diese Interaktion zwischen der
naszierenden Kette von D1 und cpSRP54 hat allerdings nur wahrend der Sortierung andie
Thylakoidmembran bestand und wird nach der Integration des D1-Proteins in die
Thylakoidmembran nicht mehr beobachtet (Zhang und Aro, unvertffentlicht). Die Sortierung
der psbA mMRNA an die Thylakoidmembran kénnte dariber hinaus durch die Membran
Assoziation von Trandations-Initiations-Regulatoren (Abb. 2; griines Dreieck) unterstiitzt
werden (Hauser et al., 1998; Rochaix, 1996).

Das Alb3-Protein wurde as Membrankomponente des cpSRP-Weges durch spezifische
Blockierung seiner Exportfunktion mittels Antikorper, der gegen das Alb3-Protein der
Thylakoidmembran aus A. thaliana gerichtet war, identifiziert (Moore et a., 2000). Ebenso
wie fur cpSRP54 wurde fur das Alb3-Protein eine Beteiligung an der Membraninsertion von
naszierendem D1 postuliert (Eichacker und Henry, 2001 und Abb. 2). In neueren Studien an
der C. reinhardtii—-Mutante ac29, in der das Alb3-Homolog fehlt, konnte gezeigt werden, dass
der Export des D1-Proteins in die Thylakoidmembran tats&chlich durch das Fehlen von Alb3
beeinflusst wird. So kann in der ac29-Mutante im Vergleich zum Wildtyp nur etwa halb so
vid D1-Protein nachgewiesen werden, wahrend andere Proteine und Protein-Komplexe der
Thylakoidmembran wie PsaE, der Cytochrom bsf-Komplex und die ATP-Synthase scheinbar
nicht betroffen sind (Bellafiore et al., 2002). Dass die MembranInsertion an einem Alb3
enthaltendem cpSecY E-Trandocon auch Sec-abhangig und kotranslational ablaufen kann,
geht aus den Studien mit cpSecY -Null-Mutanten (Roy und Barkan, 1998) und Studien, die die



Funktion des zu Alb3 homologen YidC—Proteins aus Bakterien untersuchen, hervor
(Samuelson et a., 2000).

CpSRP43 hingegen scheint spezifisch am posttranglationalen Export der Proteine in die
Thylakoidmembran involviert zu sein, da keine Interaktionen mit naszierenden D1-Ketten

nachgewiesen werden konnten.

1.3 Die YidC/Oxalp/Alb3-Protein-Familie

Mitochondrien besitzen zwei Membranen: die innere und die &uf3ere Membran. Chloroplasten
haben drei verschiedene Membranen: die &uf3ere und innere Hullmembran, sowie die
Thylakoidmembran. Die innere Membran der Mitochondrien, sowie die Thylakoidmembran
der Chloroplasten gleichen der inneren Membran von E. coli in vielen Aspekten und es
Uberrascht nicht, dass Ahnlichkeiten zwischen den generellen Protein-Sortierungs-Wegen an
diesen Membranen bestehen (Dabey und Kuhn, 2000).

Eine Uber die Evolution konservierte Proteinfamilie mit Homologen in Bakterien,
Mitochondrien und Chloroplasten ist hier am Proteinexport beteiligt. In E. coli ist es das
Protein YidC, das in der inneren Membran lokalisert ist. YidC ist homolog zu Oxalp in
Mitochodrien und Alb3 in Chloroplasten (siehe Anhang Tab. | und Abb. 1). Fir das
Endoplasmatische Reticulum, einer Membran, an der ebenso Protein-Export stattfindet, wurde

bisher kein Homolog gefunden.

YidC igt je nach zu exportierendem Protein, entweder als eigensténdige Einheit oder as
Komponente des SecY EG-Trans okons an der Translokation von Proteinen beteiligt (Scotti et
al., 2000). Da Mitochondrien keinen SecY EG-dhnlichen Komplex besitzen, wird vermutet,
dass Oxalp entweder an sich en neues Trandokon in der inneren Membran von
Mitochondrien bildet, oder zumindest an der Formation eines solchen beteiligt ist. Fir Alb3,
das homologe Protein in Chloroplasten, wurde die Mdglichkeit einer Beteiligung an einem
Sec-abhangigen und einem Sec- unabhangigen Mechanismus bereits beschrieben (Eichacker
und Henry, 2001 und Abb. 2).

Pflanzen weisen mit Oxalp in Mitochondrien und Alb3 in Chloroplasten zwei Homologe fur
den Proteinexport mit unterschiedlicher Lokalisation auf. Oxalp ist in der inneren

Mitochondrienmembran von S. cerevisiae essentiell an der Biogenese von Proteinen der
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Atmungskette, speziell der Cytochrom Oxidase und der FFoATPase, betelligt (Altamura et
a., 1996; Hell et al., 1998). Da aber in der pflanzlichen albino3-Mutante keine Hemmung der
mitochondrialen Cytochrom Oxidase-Aktivitét festgestellt werden konnte, ergibt sich die
Frage, welche unterschiedlichen Funktionen die homologen Proteine Oxalp und Alb3 bei der
Biogenese von Proteinen in der inneren Membran der Mitochondrien und der plastidaren
Thylakoidmembran Gbernehmen (Sundberg et al. 1997).

Wahrend die Funktion von Alb3 durch seine spezifische Blockierung mittels Antikorper
aufgeklart werden konnte (Moore et a., 2000), kann Uber den zu Grunde liegenden
Mechanismus des Protein- Exportprozesses wenig ausgesagt werden. Bislang wird lediglich
vermutet, dass eine Storung der Wechselwirkung des stromalen LHCP/cpSRP54-Komplexes
mit dem Membranrezeptor cpFtsY oder eine direkte Hemmung eines Alb3 enthaltenden
Trandocons zur Hemmung der Membranintegration fuhren kénnte. Zur Funktion des
mitochondrialen Homologen Oxalp liegen bereits umfangreiche Daten vor. Das Oxal-Protein
formt in der inneren Mitochondrien Membran einen Transokationskomplex, der
wahrscheinlich aus vier Oxalp Monomeren besteht (Nargang et al. 2002). Weiter wurde
beschrieben, dass Oxalp in Abhangigkeit vom Membranpotential Uber der inneren Membran
gemald der ,positive-inside“-Regel den Export hydrophiler N-terminaler Enden des COXI|-
Proteins katalysiert (Herrmann et a., 1995; Hell et a., 1998). Der Mechanismus der
Trandokation konnte somit nach Anbindung der Exportproteine an den Transl okationsapparat
zum Teil auf der elektrophoretischen Wirkung des Membranpotentials (negative Matrix-,
positive Intermembranseite) auf die negativ geladenen Sequenzabschnitte der Exportproteine
beruhen (Herrmann et a., 1997). Fir den Export hydrophiler Doménen, die zwischen zwei
paarweise inserierten  transmembranen Doménen  liegen, konnte sowohl  ein
elektrophoretischer Effekt, wie auch die Hydrophobizitét der benachbarten Transmembrant
Domaénen regulierend wirken (Date et al., 1980; Schuenemann et al., 1999).

Neben den Alb3-Homologen, die zum Protein-Export in Bakterien, Mitochondrien und
Chloroplasten verwendet werden, gibt es weitere zu Alb3 homologe Proteine, die andere
Funktionen wahrnehmen.

So wurde in Bacillus subtilis das SpolllJ-Protein identifiziert, das sowohl zu Oxalp und zu
Alb3 Homologien aufweist (Errington et al. 1992; Tjalsma et a., 2000). SpolllJ wird in B.
subtilis as Sporulationsgen beschrieben, dessen Inaktivierung einen Zellzyklus-, arrest” in

einem Zwischenschritt der Sporenformation bewirkt. Aus der Homologie zu YidC aus E. coli



wird fur SpolllJ eine Trandokase-Aktivitdt abgeleitet. In Lokalisierungsstudien mit GFP
wurde das Protein in vegetativen Zellen in der Zellmembran und in sporulierenden Zellen in

den sporulationsspezifischen Septen nachgewiesen (Murakami et a., 2002).

In A. thaliana wurde vor Kurzem das Artemis-Protein entdeckt, das in die Chloroplasten
Teilung involviert ist (Fulgos et a, 2002). Artemis hat ein apparentes Molekulargewicht von
110 kD, ist im Zellkern kodiert und in der inneren Hullmembran von Chloroplasten
lokalisiert. Das Protein ist aus drei Modulen aufgebaut: einer N-terminalen, Rezeptor-
dhnlichen Domane, einem zentralen Glycin-Strang mit einer Nukleotid-Bindungsstelle und
ener C-terminalen  YidC/Oxalp/Alb3-Protein  Trandokase-dhnlichen Doméne. Die
Inaktivierung des Proteins in A. thaliana resultiert in spezifischen Defekten bei der
Chloroplastenteilung. Das Cyanobakterium Synechocystis besitzt ebenfalls ein Artemis-
Homolog, dessen Inaktivierung in der D1471-Mutante Defekte bei der Zelltellung, jedoch
keine bei der Protein-Sortierung, verursacht. D1471-Mutanten konnten durch Transformation
mit der Alb3-Doméne von Artemis komplementiert werden und waren wieder teilungsfahig.
Artemis stellt auf Grund der Homologie und der dhnlichen Funktion in Synechocystis und A.

thaliana, eine Verbindung zwischen prokaryotischer Zell- und Teilung der Chloroplasten dar.

1.4 Das Alb3-Protein in Chloroplasten

Dasim Zelkern kodierte Alb3-Gen wurde durch ein ,, Screening” entdeckt, das speziell darauf
abzielte A. thaliana Mutanten mit Defekten in der Pigmentierung zu finden (Sundberg et al.,
1997). Die albino3-Mutante besald im Phanotyp Chloroplasten mit abnormaler Morphologie
und sehr wenigen Thylakoidmembranen. Inzwischen wurden in anderen Organismen zu Alb3
homol oge Proteine gefunden (Tab. 1).

Tabelle 1: Ubersicht iber bekannte Alb3-Homologe der Thylakoidmembran. Die
Signalsequenzen wurden mit ChloroP (siehe 3.1.8) und die transmembranen Domanen mit
TMPred vorausgesagt (siehe 3.1.8).

Protein |Organismus | Vorlaufer-| Signal- | matures ™ - Referenz
Protein | Sequenz| Protein | Domanen
AS kD AS AS kD

Alb3 A. thaliana 462 | 50,2 55 407 | 44,6 5 Sundberg et al., 1997
PPF1 P. sativum 442 | 48,2 29 413| 45,0 5 Moore et a., 2000

Alb3-1 |C.renhardtii |495| 51,6 42 453 | 46,9 6 Bellafiore et al., 2002
Alb3-2 | C.reinhardtii |422| 44,7 51 371| 39,4 5 Bellafiore et al., 2002




1.4.1 Das Alb3-Protein von Arabidopsis thaliana

Das Alb3-Vorlauferprotein von A. thaliana hat eine Grofse von etwa 50 kD (462 AS) und
wird nukledr kodiert. Nach dem Import in den Chloroplasten wird die 55 Aminosauren lange
Signalsequenz von der , leader”-Peptidase abgeschnitten. Das mature Protein hat somit eine
errechenbare Grof3e von ca. 44,6 kD (Tab. 1 und Abb. 3).

MARVLVSSPSSFFGSPLI KPSSSLRHSGVGGEGGTAQFLPYRSNNNKLFTTSTTVY RFSLNEI
PPFHG.DSSVDI GAl FTRAESLLYTI ADAAVVGADSVVTTDSSAVQKSGOWGHI SDAMELV
LKI LKDGLSAVHVPYAYGFAI | LLTI | VKAATYPLTKQQVESTLAMUNL QPKI KAI QQRYAG
NQERI QLETSRL YKQAGVNPLAGCLPTLATI PVW GLYQALSNVANEGLFTEG-FW PSLGG
PTSI AARQSGSGE SW.FPFVDGHPPLGWYDTVAYLVLPVLLI ASQYVSMEI MKPPQTDDPAQ
KNTLLVFKFLPLM GYFALSVPSGLSI YW.TNNVL STAQQVYLRKLGGAKPNVDENASKI |'S
AGRAKRSI AQPDDAGERFRQL KEQEKRSKKNKAVAKDT VEL VEESQSESEEGSDDEEEEARE
GALASSTTSKPL PEVGQRRSKRSKRKRTV

Abbildung 3. Die Aminosaure-Sequenz des Alb3-Proteins von A. thaliana. Die
unterstrichenen Bereiche entsprechen den vorausgesagten transmembranen Doméanen des
Proteins (TMPred; siehe 3.1.8). Das Dreieck (¥) kennzeichnet die berechnete
Prozessierungsstelle (ChloroP; siehe 3.1.8).

Eine Topologie Analyse mit dem TMPred-Programm sagte funf transmembrane Bereiche
voraus, die jeweils mindestens eine Lange von 17 Aminosauren aufweisen (Tab. 1 und Tab.
2). Die a-Helices sind vorwiegend im mittleren Bereich des Proteins zu finden, so dass sich
sowohl der N- als auch der GTerminus weit in ein [6sliches Kompartiment erstreckt. Der
hochste Score (6769; Summe aus den einzelnen Scores der vorausgesagten transmembranen
Bereiche) wurde fur eine Nn-Cou-Orientierung angegeben (Tab. 2; A). In der Literatur ist
allerdings eine Ny Cir-Orientierung flr das Protein postuliert worden (Moore et a., 1997),
die mit dem Programm TMPred einen minimal kleineren Score (6695) erzielte (Tab. 2; B).

Tabelle 2: Transmembran-Doménen des Alb3-Proteins von A. thaliana. Die Analyse wurde
mit dem Programm TMPred (siehe 3.1.8) durchgefiihrt. Um als Transmembran-Doméne (TM)
zu gelten ist fur eine Abfolge an Aminosduren ein Score von >500 nétig; (A) die mit dem
Score von 6769 als wahrscheinlichste angegebene Ni,-Coy-Orientierung; (B) die mit dem
Score von 6695 als aternativ angegebene Noi-Cin- Orientierung.

(A) (B)

TM | von | bis | Score |Orientierung TM | von | bis | Score |Orientierung
1 136 | 154 1577 -0 1 136 | 156 1882 o
2 205 | 223 1107 O-i 2 207 | 223 1004 i-0
3 233 | 253 962 I-0 3 233 | 253 915 O
4 273 | 294 | 1520 O 4 275 | 294 1111 i-0
5 318 | 338 | 1603 I-0 5 318 | 340 1783 (o




1.4.2 Das PPF1-Protein von Pisum sativum

Das zu Alb3 homologe PPF1-Protein von P. sativum wurde mit Hilfe einer BLAST-
Datenbank-Analyse entdeckt (Moore et a., 2000). Das PPF1-Vorlauferprotein besteht aus 442
Aminosauren, seine Molekularmasse betragt ca. 48 kD und es wird nukledr kodiert. Nach dem
Import in den Chloroplasten, wird eine 29 Aminosauren lange Signalsequenz von der
»leader-Peptidase abgeschnitten und das mature Protein hat eine Grof3e von ca. 45 kD. Das
PPF1-Protein verfigt wie das Alb3-Protein von A. thaliana Uber funf transmembrane
Domanen, fur die das TM Pred-Programm eine Ny Cin-Orientierung voraussagt (Tab. 1 und
Abb. 4).

MAKTLI SSPSFLGTPLPSLHRTFSPNRTR™ LFTKVQFSFHQLPPI QSVSHSVDLSG FARA
EGLLYTLADATVAADAAASTDVAAQKNGGOWFGFI SDGVEFVLKVLKDGL SSVHVPYSYGFAI

| LLTVI VKAATL PLTKQQVESTLAMNLQPKI KAl QERYAGNQERI QLETSRLYTQAGVNPL
AGCLPTLATI PVW GLYQAL SNVANEGLL TEGFLW PSLGGPTSI AARQSGSG SW.FPFVD
GHPLLGAYDTAAYLVLPVLLI VSQYVSVEI NKPPQTNDPNQKNTLLI FKFLPLM GYFSLSV
PSGLTI YWETNNVL STAQOVW RKL GGAKPAVNENAGG | TAGQAKRSASKPEKGGERFRQL
KEEEKKKKL| KAL PVEEVQPL ASASASNDGSDVENNKEQEVTEESNTSKVSQEVQSFSRERR
SKRSKRKPVA

Abbildung 4 Die Aminosdure-Sequenz des PPF1-Proteins von P. sativum. Die
unterstrichenen Bereiche entsprechen den vorausgesagten transmembranen Doméanen des
Proteins (TMPred; siehe 3.1.8). Das Dreieck (¥) kennzeichnet die berechnete
Prozessierungsstelle (ChloroP; siehe 3.1.8).

Die Lokalisierung des PPF1-Proteins in der Thylakoidmembran der Chloroplasten von P.
sativum ist bereits durch Antikorper-Studien (Moore et a, 2000), sowie Uber radioaktive
Importstudien nachgewiesen worden (Moore und Henry, unveroffentlicht).

Auch der Nachweis fur die Funktion von Alb3-Homologen erfolgte mit dem zu Alb3
homologen PPF1-Protein. Mit Hilfe von Antikdrpern gegen eine Sequenz aus dem Alb3-
Protein von A. thaliana wurde die Membraninsertion von LHCP in P. sativum blockiert und
damit gezeigt, dass das Alb3-Protein am LHCP-Export in die Thylakoidmembran der
Chloroplasten beteiligt ist (Moore et a., 2000). LHCP wird im Zellkern kodiert und benétigt
fUr die Sortierung an die Thylakoidmembran cpSRP und FtsY (Li et al., 1995; Tu et al., 1999;
High et a., 1997). Da die Membranintegration von LHCP durch Antikdrper gegen cpSecY
nicht gestort wird, legt dies eine Sortierung von LHCP mittels cpSRP/FtsY hin zu Alb3 nahe.
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1.4.3 Alb3-Homologe von Chlamydomonas reinhar dtii

In C. reinhardtii wurden vor kurzem zwel Alb3-Homologe (Alb3-1 und Alb3-2) entdeckt
(Bellafiore et al. 2002 und Tab. 1). Da in der Literatur jedoch nur das Alb3-1-Protein

biochemisch untersucht wurde, wird in der vorliegenden Arbeit nur dieses beriicksichtigt.

Das Alb3-1-Vorlauferprotein von C. reinhardtii besteht aus 495 Aminosauren mit einer
Molekularmasse von ca. 52 kD und wird nukledr kodiert. Nach dem Proteinimport durch die
Hullmembranen des Chloroplasten wird die 42 Aminosduren lange Signalsequenz von der
» |eader”-Peptidase abgeschnitten und das mature Protein hat eine errechnete Grof3e von ca. 47
kD. Die sechs transmembranen Domanen, aus denen das Protein besteht, durchspannen die

Thylakoidmembran vermutlich in einer Ni,-Cin-Orientierung (Tab. 1 und Abb. 4).

M5SSMCL ARCSASL SAGNFPSRVFMGRLHAQRRTRTLQLRCA Y ASLLPDQPTLAASSAI SPV
PSDL PEVLGDALHRL GAI YVLADASASTAAAAVVPTAVDSAAGAAPCQRAGGWAPVADAL EQ
VLYALQEGLDKLHVPYSYGYSI | LLTLI VKLLTYPLTKQQVESAMAVQALKPRI DLI KDRFG
EDKDKI QKETSVLYEQAGVNPLAGCLPTLATI Pl FI GLFSSLTNVANDGLLDTQGFYFVPSL
AGPTTVAVRQSGL GTSW.WPL GPDGAPPI GAEDAAAYL TLPLLLVAVQYASSSVTSPPI DPK
DENANTQRAL LVFLPLMVGWFSLNVPAGLSLYYLANTVLSSAI Q' YLKKLGGANVVIMNEL GP
VTKPGSGRRNGVAAGEWEWKPAT VL TTAEAAKARAEAEEAVERAREAAEEAAAAAAFDNAS
VSLSVDDSTAAI AGTATNVAVTAGAPAAAMDPSKVNRRCKRRRL TSLVQDGSTASAAVAGASA

Abbildung 5 Die Aminosdure-Sequenz des Alb3-1-Proteins von C. reinhardtii. Die
unterstrichenen Bereiche entsprechen den vorausgesagten transmembranen Doménen des
Proteins (TMPred; siehe 3.1.8). Das Dreieck (¥) kennzeichnet die berechnete
Prozessierungsstelle (ChloroP; siehe 3.1.8).

In der Literatur wurde das Alb3-1-Protein von C. reinhardtii as ein etwa 55 kD Protein
nachgewiesen (Bellafiore et a., 2002). Der Nachweis erfolgte in der C. reinhardtii ac29-
Mutante, die mit einem dreifach-Hemagglutinin (HA) etikettierten alb3-1-Gen
komplementiert worden war. Der HA-,tag”, der aus 27 Aminosduren bestand, war fir die
Identifikation des Proteins mittels Antikorper notwendig geworden, weil die Antikorper-

Herstellung gegen eine Sequenz des Alb3-1-Proteins zuvor erfolglos gewesen war.

Weiterhin wurde in dieser Publikation die Beteilligung der Alb3-Homologen an der
Integration von LHCP und D1 in die Thylakoidmembran untermauert, in dem reduzierte
LHCP- und D1-Mengen in der ac29-Mutante nachgewiesen wurden. Diese Daten unterstiitzen

die Vermutung, dass Alb3 sowohl eine Komponente des posttransationalen, Sec-
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unabhangigen as auch des kotrandationalen, Sec-abhéngigen Protein-Exportwegs an der
Thylakoidmembran ist (Eichacker und Henry, 2001 und Abb. 2).

Das Alb3-1-Protein scheint in C. reinhardtii in zwei Komplexen (60 bis 80 kD und 600 bis
700 kD) vorzuliegen, die mittels Saccharose-DichtegradientenZentrifugation und
anschlief3ender WesternAnalyse identifiziert werden konnten. Es ist jedoch nicht sicher, dass
diese beiden Komplexe tatsachlich in dieser Form in C. reinhardtii existieren, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass diese Komplexe auf den zuvor zur Detektion in der

Western-Analyse eingefiihrten HA-, tag” zuriickzufUhren sind.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a. Qualité und wurden von den Firmen
Amersham Pharmacia Biotech, ICN, Merck, Roth und Sigma bezogen.

2.2 Pflanzenmaterial

2.2.1 Arabidopsis thaliana
Arabidopsisthaliana L., Stamm Landsberg erecta.

2.2.2 Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas reinhardtii cwl5-: Kernmutante mit reduzierter Zellwand (Harris, 1989)

2.2.3 Hordeum vulgare

Hordeum wvulgare L., Sommergerste, Stamm Steffi; Saatzucht Dr. J. Ackermann & Co,
Iribach.

2.3 Antikorper

2.3.1 primare Antikodrper

a-Alb3 1 polyklonales Antiserum aus Kaninchen (Tier 1) gegen ein Peptid aus
dem Alb3-Protein (AS 296 bis 311) von A. thaliana mit der Sequenz:
NH,—MEI MKPPQTDDPAQK- CONH,
(verwendete Verdinnung: 1:1000; hergestellt von Pineda Antikorper
Service, Berlin, Deutschland)

a -Alb3 3 polyklonales Antiserum aus Kaninchen (Tier 3) gegen ein Peptid aus
dem Alb3-Protein (AS 296 bis 311) von A. thaliana mit der Sequenz:
NH,—MEI MKPPQT DDPAQK- CONH,
(verwendete Verdinnung: 1:1000; hergestellt von Pineda Antikorper
Service, Berlin, Deutschland)

a -Alb3_ RH polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen ein Fusionsprotein aus
GST-Alb3-50aa. Alb3-50aa ist ein 50 Aminosduren langes Peptid mit
der Sequenz aus A. thaliana:

NH;- PLTKQQVESTLAMNL QPKI KAl QQRYAGNQERI QLETSRLYKQ
AGVNPL- CONH,

(verwerdete Verdinnung: 1:2000; zur Verfugung gestellt von Prof. Dr.
Ralph Henry, Department of Biological Sciences, University of
Arkansas, Fayetteville, AR, USA)
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a -Alb3 CTerm polyklonales Antiserum aus Huhn gegen den C-Terminus des Alb3-
Proteins von A. thaliana (genaue Sequenz des Epitops nicht bekannt).
(verwendete Verdunnung: 1: 2500; zur Verfigung gestellt von Prof. Dr.
Laurent Nussaume, Carbon Metabolism Laboratory — DEVM, CEA
Cadarache, St Paul lez Durance, Frankreich)

2.3.2 sekundare Antikorper

a-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase (horseradishperoxidase) gekoppeltes F(ab)2-
Fragment aus Esel gegen Kaninchen.
(verwendete Verdinnung: 1:5000; Amersham Pharmacia Biotech,
Deutschland)

a-Huhn Meerrettich- Peroxidase (horseradish-peroxidase) gekoppeltes F(ab’)-

Fragment aus Kaninchen gegen Huhn.
(verwendete Verdinnung: 1:5000; Pierce, USA)

2.4 Bakterienstdmme
Stamm DH5a (Hanahan, 1983)
Genotyp F, endA1, deoR, hsdR17 (rc mk"), SUpE44 thi-1, recAl, gyrA96,
(Nal"), relA1 D, (lacZY A-argF)u1ee, (80IcZDM 15); Rezipientenstamm
far die Vermehrung von Plasmidvektoren und deren Derivaten

2.5 Vektoren

pBluescript® 11 SK + (Stratagene; Katalog 1999, S. 347)

2.6 Primer

Tabelle 3: Verwendete Primer. Alb3-Primer (hergestellt von MWG Biotech, Ebersberg,
Deutschland); M13 (Stratagene; zur Verfugung gestellt von Arbeitsgruppe Prof. Dr. Reinhold
Herrmann, Botanisches Institut, LMU Minchen, Deutschland)

Name Sequenz Orientierung Tm
Alb3 fw 5-CTCATCCTCCTCTCA AGCTC-"3 -22 bis-3 59,4°C
Alb3rev 5-AAC AAA ACT GAA GCG GGC ATG-"3 +1648 bis+1628| 57,9 °C
M13 fw 5-GGA AAC AGC TAT GACCAT G'3 - 545°C
M13rev 5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-"3 - 52,8°C
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2.7 Enzyme

EcoRl, Hinf | New England Biolabs (Schwalbach, Deutschland)
Taq Polymerase Qiagen (Hilden, Deutschland)
RNase A (Plasmid-Maxi-Préparations-Kit) Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig,
Deutschland)
2.8 Kits
Qiager? Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagert Tag DNA Polymerase Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
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3 Methoden

3.1 Biochemische Methoden

3.1.1 Anzucht der untersuchten Organismen
3.1.1.1 Arabidopsisthaliana

A. thaliana-Samen wurden in einer Anzuchtschale (21 x 35 cm) auf Einheltserde ausgesét und
fir 4 Wochen im Gewéchshaus in einem 8 h Tag / 16 h Nacht Belichtungsrhythmus
angezogen.

3.1.1.2  Chlamydomonas reinhardtii

Die Kultivierung des C. reinhardtii Stammes cw15- erfolgte auf TAP-Festmedium (TAP mit
Agar [1,8 % (w/Vv)]; Gorman und Levine, 1965). Ausgehend von 50 ml Vorkulturen (TAPS-
Fliissigmedium; 4 Tage; 40 UE / mis; 25 °C) wurden 1000 ml Riihrkulturen mit TAPS-
Flissigmedium [2 % (v/v)] angeimpft und kultiviert.

TAP-Medium 10 mM Tris/ HOAc; pH =7,0
2,5% 4 x Beijerinck
0,1% IM (K)POq4
0,1% Trace
TAPS-Fl Ussigmedium 0,1% Sorbitol in TAP-Medium
4 x Beijerinck 1,6 % NH4CI
2,0% CaCl, x 2H,0
2,0% MgSO4 X 7H,0; pH =7,0
IM (K)POa 06 M K2HPO4
04M KH2POq4
pH=7,0
Trace (Hutner et al., 1950) 50% EDTA
5,0% ZnSO4 X 7TH,0
1,14 % H3BOs
0,51 % MnCk x 4H,0
0,50 % FeSO,4 x 7TH,O
0,16 % CoCl, x 6H,O
0,16 % CuSO4x5H20
0,01 % (N H4)6M 07024 X 4H,0
1,60 % KOH

3113 Hordeumvulgare

H. vulgare-Samen wurden in einer Anzuchtschale (21 x 35 cm) auf Vermikulit angesét (2-3
Samen / cn), gut mit Wasser befeuchtet und mit einer diinnen Schicht Vermikulit bedeckt.
Die Anzucht erfolgte unter einer Lichtbank bel Raumtemperatur fur 4,5 Tage.
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3.1.2 Plastidenisolierung
3.1.21 Isolierung intakter Plastiden aus A. thaliana

Die fir die Plastidenisolierung benttigten Gerdte und Medien wurden auf ca. 4 °C vorgekihlt
und sdmtliche Isolierungsschritte erfolgten, soweit moglich, auf Eis bzw. in Eiswasser.
Keimlinge einer Anzuchtschale wurden mit einer Schere ca. 0,5 cm oberhalb des
Bodenniveaus abgeschnitten und gewogen. Zu jewells 3 g Pflanzenmateria wurden 20 ml
eisgekuhltes Isolierungsmedium hinzugegeben. Das Pflanzenmaterial wurde mit einem
Stabmixer (Multiqguick MR 404 Typ 4179, Braun) fur 5 s fein zerkleinert und der
Zellaufschluss Uber acht Lagen Baumwollgaze filtriert. Der Rickstand wurde in ca. 5 ml
Isolierungsmedium je 3 g Pflanzenmaterial aufgenommen, mittels Stabmixer welter
aufgeschlossen und wie oben erwahnt filtriert. Das vereinigte Filtrat wurde zentrifugiert
(Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-4-62; 3800 x g; 1 min; 4 °C), der Uberstand dekantiert und
das Pellet in moglichst wenig Isolierungsmedium resuspendiert. Diese Suspension wurde auf
einen eisgekihlten Percoll™-Stufengradienten (30 % / 80 %) geschichtet. Nach der
Zentrifugation in einem Ausschwingrotor (HB-4 Rotor; 4100 x g; 20 min; 4 °C) waren zwei
Banden zu erkennen. Die obere Bande mit den lysierten Plastiden wurde verworfen und die
intakten Plastiden, die sich auf der 80 % Percoll"™—Stufe befanden, wurden abgehoben. Die
Suspension mit den intakten Plastiden wurde mit Isolierungsmedium auf mindestens das
Vierfache verdinnt und die Plastiden erneut pelletiert (Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-4-
62; 4100 x g; 3 min; 4 °C). Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in ca. 1 ml
I solierungsmedium aufgenommen.

| solierungsmedium 0,33 M Sorbitol
50mM Tris/ HCI; pH = 8,0
20mM EDTA
0,1% [3-Mercaptoethanol

40% Percol ™ 40 % Percol|™
04 M Sorbitol
50 mM HEPES/ KOH; pH =8,0
2mM EDTA

80% Percol ™ 80 % Percol|™
04 M Sorbitol
50 mM HEPES/ KOH; pH = 8,0
2mM EDTA

3.1.22 Isolierung intakter Plastiden aus C. reinhardtii

C. reinhardtii-Zellen einer 1000 ml Kultur (Zelldichte etwa 2 bis 3 x 10° Zellen / ml) wurden
abzentrifugiert (GS-3 Rotor; 4000 x g; 10 min; 4 °C) und das erhaltene Pellet in 45 ml
isotonischem Puffer aufgenommen. Anschlief?end wurden 5 ml einer 10 %igen Saponin-
Losung hinzugegeben, um eine 1,0 %ige Saponin-Endkonzentration zu erhaten. Die
Zelldichte betrug nun in etwa 1 x 107 / ml. Die Zellen wurden vorsichtig geschiittelt und fiir 5
min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Suspension zentrifugiert (SS34 Rotor; 6000 x g; 1 min;
4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in ca. 6 ml isotonischem Puffer resuspendiert.
Die Suspension wurde im Anschluss daran auf einen vorbereiteten, eisgekiihlten Percoll™-
Stufengradienten (35 % / 75 % in isotonischem Puffer) geschichtet und zentrifugiert (HB-4
Rotor; 4100 x 1g; 30 min; 4 °C). Die Chloroplasten an der Grenze zwischen dem 35 und 75
%igem Percoll™ wurden abgenommen und in ein neues Gef&aR berfiihrt. Nun wurden die

17



Chloroplasten mit mindestens dem 2,5-fachen Volumen an isotonischem Puffer verdiinnt und
erneut zentrifugiert (SS34 Rotor; 6000 x g; 10 min; 4 °C). Das Pellet enthdlt die intakten
Chloroplasten und kann, in einem der Ausbeute angemessenem Menge an isotonischem
Puffer, aufgenommen werden.

| sotonischer Puffer 10 MM Tricine/ HCI; pH = 7,8
5mM MgCh
0,3M Sorbitol
10 %ige Saponin-L 6sung 10 % Saponin in isotonischem Puffer; pH = 7,8

3.1.2.3 Isolierung intakter Plastiden aus H. vulgare

Die fur die Plastidenisolierung benttigten Geréte und Medien wurden auf ca. 4 °C vorgekihlt.
Samitliche Isolierungsschritte erfolgten, soweit moglich, auf Eis bzw. in Eiswasser.

Keimlinge einer Anzuchtschale wurden mit einer Schere ca. 1 cm oberhalb des Samens
abgeschnitten und in ca 400 ml eisgekuhliten Isolierungsmedium gesammelt. Das
Pflanzenmaterial wurde zundchst mit einer Schere grob und anschlieffend mit einem
drehzahlregulierbaren Ultrathurax (Homogenisator, PT 10-35, Messerinnendurchmesser: 27
mm, Bachofer) fein zerkleinert. Der Zellaufschluss wurde tUber vier Lagen Baumwollgaze und
eine Lage Nylongaze (Porengrdf3e 22 pum) filtriert. Der Ruckstand wurde in ca. 300 ml
Isolierungsmedium mittels Ultrathurax weiter aufgeschlossen und wie bereits erwadhnt erneut
filtriert. Das vereinigte Filtrat wurde zentrifugiert (GS-3 Rotor; 3800 x g; 1 min; 4 °C), der
Uberstand dekantiert und das Pellet in ca. 6 ml Isolierungsmedium resuspendiert. Diese
Suspension wurde durch die Nylongaze auf einen vorbereiteten, eisgekiihlten Percoll™-
Stufengradienten (40 % / 80 %) geschichtet. Nach der Zentrifugation in einem
Ausschwingrotor (HB-4 Rotor; 4100 x g; 7,5 min; 4 °C) wurde die 40 % Stufe mit den
lysierten Plastiden verworfen und die intakten Plastiden auf der 80 %-Stufe wurden
abgehoben. Diese Suspension wurde mit Waschmedium auf mindestens das Vierfache
verdinnt und die Plastiden erneut pelletiert (HB-4 Rotor; 4100 x g; 3 min; 4 °C). Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in ca. 200 pl Waschmedium resuspendiert.

| solierungsmedium 04M Sorbitol
50mM Tris/ HCI; pH = 8,0
20mM EDTA

40% Percoll™ 40 % Percoll™
04 M Sorbitol
50 mM HEPES/KOH; pH =8,0
2mM EDTA

80% Percol ™ 80 % Percoll™
04 M Sorbitol
50 mM HEPES/ KOH; pH =8,0
2mM EDTA

Waschmedium 04 M Sorbitol
50mM HEPES/KOH; pH =8,0
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3.1.3 Bestimmung der Chlorophyll-Konzentration

Die Menge an einzusetzendem Materia fir die Polyacrylamid-Gel el ektrophorse (PAGE) oder
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation wurde Uber die Chlorophyll-Konzentration
(Arnon, 1949) der jewellsisolierten Plastiden quantitativ bestimmt.

Je nach Ausbeute wurde zur Bestimmung der Chlorophyllkonzentration ein Aliquot von 2
oder 20 pl zu 998 bzw. 980 ul 80 % Aceton gegeben. Dieser Ansatz wurde zentrifugiert
(Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000 x g; 1 min; 4 °C), um die ausgefalenen Proteine zu
pelletieren. Anschlief3end wurde die Extinktion bei 652 nm im Photometer (UV-1202 UV-Vis
Spectrophotometer, Shimadzu) gegen 80 % Aceton gemessen.

Die Berechnung der Chlorophyllkonzentration erfolgte nach dem Lambert-Beer schen

Gesetz:
E = Extinktion

d = Schichtdicke in cm (bei der benutzten K livette 1 cm)
¢ = Konzentration
e = molarer Extinktionskoeffizient

Diese Formel wurde umgeformt, so dass sich folgende Berechnungsgrundlage ergab:

¢(Chl) [g / pij= 235—\%;)

ODes, = optische Dichte bel einer Wellenlange von 652 nm
V(S) = Volumen des Uberstandes in
V(P) = Volumen der Probe vor der Verdinnung in pl

3.1.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
3.14.1 Eindimensionale denaturierende PAGE (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde zur Trennung von SDS-denaturierten Proteinen entsprechend der
Molekularmasse verwendet (Laemmli 1970).

Die Proteinproben wurden dazu mit der Halfte des Probenvolumens mit Denaturierungspuffer
versetzt und fur 15 min bei 50 °C inkubiert. Das Gel hatte eine Grof3e von 20 cm x 20 cm X
0,075 cm (Protean I1; Bio-Rad). Das Sammelgel besal? eine Acrylamidkonzentration von 5 %
und das Trenngel eine Acrylamidkonzentration von 10 % oder 12,5 %. Der Gellauf erfolgte je
Gel (in die Protean I1-Apparatur konnten bis zu zwei Gele eingespannt werden) bei 20 mA fir
20 min und anschlief3end bel 15 °C entweder bei 6 mA je Gel Uber Nacht oder bel 30 mA je
Gel fur 3 Stunden.

Anschlief3end wurden die Gele entweder geférbt (siehe 3.1.5) und getrocknet (GelAir Dryer,
Bio Rad), oder fur einen Western Blot (siehe 3.1.6) verwendet.

Denaturierungspuffer 6 % SDS

30% Saccharose

200 mM NaCO3

0,09 % Bromphenolblau

0,6 % b-Mercaptoethanol
Laufpuffer 25mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS
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Sammel gel 5% PAA (Acrylamid / Bisacrylamid =

30/0,8)

0,125 M Tris/ HCI; pH = 6,8

0,01 % TEMED

0,1% APS

Trenngel 10 bzw. 12,5 % PAA (Acrylamid / Bisacrylamid =

30/0,8)

0,375 M Tris/ HCI; pH = 8,8

4 M Harnstoff

0,01 % TEMED

0,1% APS

3.1.4.2 Native Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die native Gelelektrophose (Schégger et a. 1991 und 1994) wurde zur Auftrennung von
Proteinkomplexen entsprechend ihrer M olekularmasse durchgeftihrt.

Volumen-
ausgleichs\
stab

— Ruhrfisch Schlauchklemme

12%AA.
6Y0AA Glycerin/
/P -
L \gﬁ/

Pipettenspitze
Offnungsventil

Magnetrihrer

Spacer

/Glasplatten

Abbildung 6: (Bide, 2000): Schematische Darstellung der Giefl3apparatur zur Anfertigung
eines Gradientengels. Der Gradientenmischer wies eine leichte Neigung zum Gel hin auf,
damit ein gerichteter Fluss der Polyacrylamidlésungen ermdglicht wurde. Der mit einer
Schlauchklemme verschlossene Schlauch, der den Gradientenmischer mit den Glasplatten
verband, wurde in der Mitte der beiden Glasplatten befestigt und miindete in eine schrég
abgeschnittene Pipettenspitze (Ausgangsdurchmesser 1 mm). Der Verbindungskanal
zwischen den beiden Kammern des Gradientenmischers war ebenfalls geschlossen. In die
erste Mischkammer vor dem Ausfluss wurde die 12 %ige Polyacrylamidldsung gegeben.
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AnschlieRend 6ffnete man den Verbindungsgang am Offnungsventil kurzzeitig soweit, dass
sich dieser mit der Polyacrylamidiosung fillte. Die zweite Kammer wurde mit der 6 %igen
Polyacrylamidlésung geflllt und ein Volumenausgleichsstab in die Kammer gegeben.
Nachdem in beide Kammern APS und TEMED gegeben wurde, wurden die Lésungen
gemischt und der Verbindungsgang zwischen den Kammern gedffnet. Mit dem Entfernen der
Schlauchklemme wurde das Gief3en des Gradientengel s gestartet.

Das verwendete Polyacrylamidgel hatte eine Gréfde von 20 cm x 20 cm x 0,075 cm (Protean
I1; Bio-Rad), bestand aus einem 6 bis 12 %igem linearem Gradientengel as Trenngel und
einem 4 %igem Sammelgel. Das Gradientengel wurde mittels eines Gradientengelmischers
(Werkstatteigenbau; Kammerdurchmesser 2,4 cm ) gegossen (Abb. 6). Alle Lésungen zum
Gief3en des Gels wurden vor Gebrauch auf 4 °C gekuhlt. Nach der Polymerisation wurde das
Gel in feuchte Tilcher eingeschlagen und bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt (max. 4 d).
Vor dem Auftragen auf das Polyacrylamidgel wurden die Chloroplasten pelletiert (Eppendorf
Tischzentrifuge; 4100 x g; 3 mn; 4 °C), in 70 ul ACA-Puffer resuspendiert und mit 10 pl
einer 10%igen N-Dodecyl-b-Matosd-Lésung 10 min auf Eis solubilisiert. Die Probe wurde
anschliefRend abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge; 21000 x g; 3 min; 4 °C) und mit 5
pl Beladungslésung gemischt. Jetzt konnten die Proben in die Taschen des Sammelgels
pi pettiert werden.

Die fur die Elektrophorese bendtigten Puffer wurden auf 4 °C vorgekihlt. Der Gellauf
erfolgte fur 3 bis 4 Stunden bel 4 °C und 12 mA je Gel (in die Protean 11-Apparatur konnten
bis zu zwe Gele eingespannt werden). Nachdem die Lauffront des mit Coomassie-G
geféarbten Kathodenpuffers etwa die Halfte des Trenngels erreicht hatte, wurde dieser aus dem
oberen Puffertank abgesaugt und durch einen ungeférbten Kathodenpuffer ersetzt.

Die hier beschriebene BN-PAGE wird im Folgenden as ,, erste Dimension* bezeichnet.

Trenngel 6 bzw. 12 % PAA (Acrylamid / Bisacrylamid =
30/0,8)
500 mM e-Aminocapronsaure
50 mM Bis-Tris/ HCl; pH =7,0
20 % Glycerin; (nur bel 12 % PAA)
0,05 % TEMED
0,015 % APS
Sammel gel 4% PAA (Acrylamid / Bisacrylamid =
30/0,8)
500 mM e-Aminocapronsaure
50 mM Bis-Tris/HCl; pH=7,0
0,05 % TEMED
0,015 % APS
ACA-Puffer 750 mM e-Aminocapronsaure
50 mM Bis-Tris/ HCL; pH =7.0
0,5mM EDTA
Beladungsl 6sung 5% ServaBlue G
750 mM e-Aminocapronsaure
Anodenpuffer 50 mM Bis-Tris/HCl; pH =7,0
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gefarbter Kathodenpuffer 50 mM Tricine

15mM Bis-Tris/ HCl; pH =7,0

0,02 % Coomasse-G
ungeférbter Kathodenpuffer 50 mM Tricine

15mM Bis-Tris/HCl; pH =7,0

3.1.4.3 Zwedimensionale nativ/denaturierende PAGE (2D BN-/SDS-PAGE)

Mit ener Hintereinanderausfuhrung von BN-PAGE und SDS-PAGE  wurden
Proteinkomplexe (erste Dimension = nativ) in ihre Einzelproteine (zweite Dimension =
denaturierend) zerlegt. Die Auftrennung in beiden Dimensionen erfolgte in Abhéngigkeit von
der Molekularmasse.

Das Trenngel der Gele (fur Ettan Dat Il; Amersham Pharmacia Biotech) bestand
standardméllig aus 12,5 %igem Polyacrylamid. Auf jedes der Trenngele wurde nach der
Polymerisation noch ein ca. 1 cm hohes Sammelgel mit einer Polyacrylamid-Konzentration
von 5 % gegossen. (L6sungen, siehe 3.1.4.1)

Fir den Lauf der zweiten Dimension wurden die Spuren aus der BN-PAGE (3.1.4.2) mit
einem scharfen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und unter leichtem Schitteln fir 20 min
in SDS-Solubilisierungslésung (50 ml / Gelstreifen) bel RT inkubiert. Anschlief3end wurden
die BN-Streifen kurz abgetupft und luftblasenfrei auf das SDS-Gel von der Grofie 25,5 cm X
20,5 cm x 0,1 cm) aufgelegt. Zusdtzlich zum Gelstreifen wurde ein kleines Stlick
Whatmanpapier (3 mm =~ 3 mm) mit 10 pl Proteinmarker (Low Molecular Weight Marker;
Amersham Pharmacia Biotech) getrénkt und ebenfalls auf das Sammelgel aufgelegt. Die
verbleibenden Hohlraume wurden mit 0.5 %iger Agarose (in Laufpuffer) aufgefullt.

Der gesamte Gellauf fand bel einer konstanten Temperatur von 15 °C statt. Zum Einlaufen
der Proteine in das Gel wurde zunéchst fir 20 min eine Stromstérke von 30 mA je Ge
eingestellt, die dann fur den weiteren Lauf Uber Nacht auf 16 mA je Gel gesenkt wurde. Im
Ettan Dalt 11-System konnten bis zu zwolf Gele gleichzeitig laufen gelassen werden und zur
Fullung der Pufferkammer wurden ca. 10 | SDS-Laufpuffer (pH = 8,4) bendtigt.

SDS-Solubilisierungs-Puffer 2% SDS
66 mM NaCOs
2% [3-Mercaptoethanol

3.1.5 Farbung von Proteinen nach PAGE
3.151  Coomassie-Brilliant-Blue-R-250-Férbung

Zur Detektion von Proteinen wurden die Gele nach Beendigung der Elektrophorese unter
leichtem Schwenken fr 60 min in Coomassie-Farbel 6sung inkubiert. Proteine und Gel farben
sich blau. Der blaue Hintergrund wurde dann durch 30 bis 60 minttiges Schwenken in 1.
Entfarber zundchst reduziert und das Gel danach bis zur nahezu vollsténdigen Entférbung im
2. Entférber belassen. Anschlief?end wurden die Gele gescannt und entweder mit Silber
geférbt oder zwischen zwei ZellophanFolien (Amersham Pharmacia Biotech) in einem
Heisdufttrockner (GelAir Dryer, Bio Rad) getrocknet.

Coomassi e- Farbel 6sung 40 % Ethanol (mit Methanol vergéllt)
10% Essigsaure
0,2% Coomeassie-Brilliant-Blue-R-250
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1. Entféarber 40 % Ethanol (mit Methanol vergéllt)
10% Essigsaure

2. Entfarber 10 % Essigsaure

3.1.5.2  Silberféarbung

Die im Vergleich zur Goomassie-Farbung um etwa den Faktor 10 sensitivere Silberféarbung
erfolgte nach dem in Tabelle 4 aufgefihrtem Protokoll (Heukeshoven und Derrnick, 1988):

Tabelle 4: Silberfarbeprogramm. Silberfarbeprogramm fir Gele der Grélie20cm ~ 20cm ”
0,075 cm; Alle Chemikalien wurden in ddH,O gel6st. Fir ein Gel wurden von jeder Ldsung
150 ml benétigt, wobei die Silber- und Entwickler-Ldsung frisch angesetzt wurden.

Vorgang L 6sung Zeit [min]
Fixieren 40 % Ethanol 30
10 % Essigsaure
Sensibilisierung | 30 % Ethanol 30

10 % Essigsaure
4 % Natriumthiosulfat; [5 % w/v]
0,5 M Natriumacetattetrahydrat

Waschen ddH,O 35

Farben 14,6 mM Silbernitrat 20
0,04 % Formaldehyd (37 % wi/v)

Waschen ddH,O 21

Entwickeln 0,57 M Natriumcarbonat 2-30
0,02 % Formaldehyd (37 % wi/v)

Stoppen 39,2 MM Na-EDTA-dihydrat 10

Waschen ddH,O 35

Konservieren 10 % Glycerin 30

3.1.6 Western Blotting

Fur die Western-Analyse wurden ungeférbte SDS-Gele nach der Elektrophorese (siehe 3.1.4.1
und 3.1.4.3) in Transfer-Puffer auf unterstiitzte Nitrocellulosemembranen (Optitran BA-S 85,
Schleicher und Schilll) entweder nach dem Tankblot-Verfahren (Burnette, 1981; Towbin et
a., 1979) fur 18 Stunden bei 400 mA und 4 °C (Hoefer Dalt 10, Amersham Pharmacia
Biotech) oder nach dem Semi-dry-Blot-Verfahren (Bjerrum und Schéfer-Nielsen, 1986) fur
eine Stunde bei 400 mA und Raumtemperatur (Multiphor, Amersham Pharmacia Biotech)
transferiert. Die Proteine auf der Nitrozellulosemembran wurden mit Ponceau S (Salinovich
und Montelaro, 1986) angefarbt. Zunachst wurde der Blot in Wasser gewaschen und die
Markerbanden mit einem Buntstift markiert. Danach wurde die Nitrozellulosemembran durch
Waschen mit TBS-Puffer entfarbt und fir mindestens eine Stunde in Blocking Puffer
inkubiert. Anschlief3end folgte die Inkibation mit dem ersten Antikorper in der jeweiligen
Verdunnung (Tab. 5) in Blocking-Puffer Gber Nacht bei 4 °C. Ungebundene Reste des ersten
Antikoérpers wurden durch dreimaliges Waschen der Nitrozellulosemembran mit TBS-Puffer
(jeweils 15 min) entfernt. Nun erfolgte die Inkubation fir eine Stunde bel Raumtemperatur
mit dem entsprechenden, HRP-gekoppelten zweiten Antikdrper in einer 1:5000 Verdinnung
in Blocking-Puffer. Die Detektion des zweiten Antikorpers erfolgte nach dreimaligem
Waschen mit TBS-Puffer (jeweils 15 min) durch verstarkte Chemilumineszenz (ECL,;
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Durrant, 1990; Schneppenheim et al., 1991). Dazu wurde die Nitrozellulosemembran fir eine
Minute in einer 1:1 Mischung von Ldsung A und Losung B inkubiert, in eine aufgeschnittene
Prospekthiille gelegt und mit einem Réntgenfilm (Hyperfilm™ ECL™; Amersham Pharmacia
Biotech) bei Raumtemperatur fir ein bis 10 Minuten exponiert. Die Entwicklung der
Rontgenfilme erfolgte nach Herstellerangaben.

Tabelle 5: Verdinnungen der ersten Antikorper. Erster Antikérper | Verdinnung
a-Alb3 1 1:1000
a-Alb3 3 1:1000
a-Alb3 RH 1:2000
a-Alb3 CTerm 1:2500
Transfer-Puffer 48 mM Tris
39mM Glycin
0,037 % SDS
20 % M ethanol
Ponceau S 0,2% Ponceau S
1% Essigsaure
TBS-Puffer 10mM Tris/HCl; pH =75
150 mM NaCl
Blocking-Puffer 5% Milchpulver (in TBS-Puffer)
Losung A 100 mM Tris/ HCl; pH = 8,5
0,4 mM pCoumarsaure (in DM SO)
250 mM Luminol
Losung B 100 mM Tris/ HCI; pH = 8,5
0,0183 % H202

3.1.7 Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
3.1.7.1  Vorbereitung der Plastiden fur die Saccharose- DichtegradientenZentrifugation

Nach Isolierung der intakten Plastiden wurde ein Aliquot entsprechend einer Chlorophyll-
Menge von 300 ug pelletiert (Epperdorf Tischzentrifuge; 3000 x g; 3 min; 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet zur Lyse und Solubilisierung in 500 pl TMK-
Puffer und 50ul DM- Lésung vorsichtig auf Eis far 10 min resuspendiert.

Nach erneuter Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge; 21000 x g; 10 min; 4 °C) wurde
der Uberstand auf einen linearen Saccharose-Dichtegradienten geschichtet.

TMK-Puffer 10 mM Tris/ HCI; pH = 6,8
10 mM MgCb
20 mM KCI

DM-Ldsung 10% N-Dodecyl-b-Matosd
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3.1.7.2  Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation

Der lineare Saccharosegradient wurde aus je 55 ml ener 0,1 M und einer 1,0 M
Saccharosel 6sung mit Hilfe  eines  Gradientenmischers  (Werkstatteigenbau;
Kammerdurchmesser 24 cm) und ener Peristatikpumpe (Minipuls 2, Gilson;
Pumpgeschwindigkeit = 1,5 ml / min) gegossen.

Nach Uberschichten des Gradienten mit der Probe, wurde diese mittels Ultrazentrifugation
(SW40 IT Rotor; 190000 x g, 16,5 h, 4 °C) getrennt. Nach der Zentrifugation wurde der
Gradient von oben nach unten in 1,0 ml Fraktionen aufgeteilt.

Saccharosel 6sung 0,1 bzw. 1,0M Saccharose (in TMK -Puffer)
0,06 % N-Dodecyl-b-Madtosid

3.1.8 Sequenzauswertung und Datenbankanalyse fur Proteine

Die aufgefihrten Proteinsequenzen stammen aus dem Online-Service-Bereich des
Schweizerischen Instituts fur Bioinformatik (http://www.expasy.org/) und des NCBI
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda; http://www.nchi.nlm.nih.gov/).
Die Voraussage von transmembranen Bereichen wurde mit dem Online Programm TMPred
(http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED_form.html) durchgefihrt. Die Berechnungen
for die Lange der Signalsequenzen von Proteinen wurde mit dem Programm ChloroP
durchgefuhrt (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP). Alignments von Proteinen wurden
mit dem Programm CLUSTAL W durchgefihrt (Thompson et a. 1994).

3.2 Molekularbiologische Methoden

Alle Ldsungen, Puffer und Medien fur den molekularbiologischen Bedarf wurden, wenn nicht
anders angegeben, fur 20 min bei 120 °C autoklaviert. Es wurden ausschliefdlich autoklavierte
Reaktionsgefalie und Pipettenspitzen verwendet.

3.2.1 Praparation kompetenter Bakterien fir die Elektroporation

Fur die Préparation elektrokompetenter Bakterienzellen wurden 200 ml 2Y T-Flissigmedium
mit einer frischen 2 ml Ubernachtkultur von E. coli DH5a angeimpft. Die Bakterien wurden
bei 37 °C und 220 Upm bis zu einer ODgoo von 0,5 bis 0,8 der Kultur herangezogen (3 bis 4
Stunden). Anschlief?end wurden die Bakterien fir 15 min auf Eis gekihlt und danach
zentrifugiert (Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-4-62; 4000 x g; 15 min; 4 °C). Der Uberstand
wurde verworfen, zum Pellet 200 ml eisgekihltes ddH,O gegeben und die Zellen im Verlauf
einer Stunde auf Eis durch vorsichtiges Umschwenken resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-4-62; 4000 x g; 15 min; 4 °C) wurde das
Pellet in 100 ml eisgekihltes ddH,O aufgenommen. Es wurde ein weiteres Mal zentrifugiert
(Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-4-62; 4000 x g; 15 min; 4 °C) und das Pellet in 4 ml 10 %
Glycerin aufgenommen. Nach einer letzten Zentrifugation (Heraeus Tischzentrifuge; Rotor A-
4-62; 3000 x g; 15 min; 4 °C) wurden die Bakterien in 1 ml 10 % Glycerin aufgenommen und
in 50 pl-Aliquots in fliussigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen fur die
Elektroporation wurden bei —70 °C gelagert.

2Y T-Fssigmedium 16 % Pepton
1% Hefe-Extrakt
0,5% NaCl

mit NaOH pH = 7,5 einstellen
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3.2.2 Transformation von Bakterienzellen durch Elektroporation

Transformationskompetente DH5a -Zdlen (siehe 3.2.1) wurden langsam auf Eis aufgetaut. Zu
50 pl kompetenter Zellen wurden ca. 200 ng DNA gegeben und 1 min auf Eis inkubiert. Nun
wurden die Zellen in eine vorgekihlte Elektroporations-Kivette (2 mm Elektrodenabstand)
Uberfihrt und die Elektroporation (25 pF;, 200 W; 2,5 kV; ~5 msec) durchgefihrt (EasyJecT
Plus, EquiBio). Es wurde sofort 1 ml Soc-Flussigmedium in die Klvette pipettiert, die
Bakteriensuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und fir eine Stunden bei 37
°C inkubiert. Anschlief3end wurden davon je 500 pl unter sterilen Bedingungen auf LB-Amp-
Festmedium ausplattiert und Uber Nacht unter Selektionsdruck bei 37 °C inkubiert. Am
néchsten Tag wurden mit Zahnstochern Einzelkolonien gepickt, die wiederum Uber Nacht bei
37 °C zu Kolonien angezogen wurden. Die Platten mit den gepickten Klonen wurden dann am
néachsten Tag in den Kuhlschrank gestellt und bei 4 °C gelagert. Nach maximal 30 Tagen
wurden die Kolonien auf neues L B-Amp-Festmedium tberimpft.

Soc-Flussigmedium (pH = 7,5) 2% Pepton
0,5% Hefe- Extrakt
0,05 % NaCl
10 mM MgCh
10 mM MgSO4
20 mM Glucose
LB-Amp-Festmedium (pH = 7,0) 1% Pepton
05% Hefe- Extrakt
1% NaCl
1.8% Bacto-Agar
100 pg / Ampicilin

mit NaOH pH = 7,0 einstellen

3.2.3 Plasmidisolierung (DNA-Mini-Praparation)

Die Plasmidisolierung (DNA-Mini-Praparation) erfolgte nach der Methode von Birnboim und
Doly (Birnboim und Doly, 1979).

Eine 2-ml-LB-Flussigkultur mit 100 ug / ml Ampicilin (LB-Amp-Flissigkultur) wurde in ein
2 ml Eppendorf Reaktionsgefald tberfiihrt und abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge;
21.000 x g; 1 min; 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 pl TE(H)
resuspendiert. Anschlief3end wurden 400 pl des akalischen Lysepuffers hinzupipettiert, der
Ansatz durchmischt und die Praparation fir 5 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Nun
wurden 300 pl 7,5 M Ammoniumacetat hinzugegeben und die Préparation fir 5 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss daran wurde zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000 x g; 10
min; 4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf ResktionsgefaR? tberfuhrt, in das
600 pl Isopropanol [100 % (v/v)] vorgelegt worden waren und fur 1 h bei —20 °C inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000 x g; 15 min; 4 °C) wurde
der Uberstand abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde mit 400 pl Ethanol [70% (v/v)]
gewaschen und wieder abzentrifugiert. (Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000 x g; 15 min; 4
°C). Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen, das Pellet in der Speed-Vac (Vaccum
Concentrator, Bachofer) getrocknet und anschlief3end in 50 pl ddH,O aufgenommen.

TE(H) 50 mM Tris, pH = 8,0
50 mM EDTA
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alkalischer Lysepuffer 02M NaOH
1% SDS
Wird aus 2-fach konzentrierten Stammldsungen
vor Gebrauch frisch gemischt.

3.2.4 Plasmidisolierung (DNA-Maxi-Préaparation)

Die Plasmidisolierung (DNA-Maxi-Préparation) erfolgte aus 200 ml L B-Amp-Flussigmedium
mit dem Qiagerf -Plasmid-Maxi-Kit nach Herstellerangaben (Qiagen Plasmid Purification
Handbook 09/2000; S. 15ff).

3.2.5 Plasmid-DNA Reinigung fir die Sequenzierung

Die Reinigung der Plasmid-DNA von Verunreinigungen nach der DNA-Mini-Praparation
(siehe 3.2.3) wurde durch eine Phenol-ChloroformExtraktion erreicht (Sambrook et al.
1989). Diese Reinigung war fir ein erfolgreiches Sequenzieren Voraussetzung.

Das Aliquot an zu reinigender DNA wurde mit ddH,O auf 100 pl aufgefullt und mit 100 pl
Phenol versetzt. Nach dem Durchmischen wurde zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge;
21.000 x g; 3 min; 4 °C), die abgenommene wassrige Phase mit 100 pl einer Chloroform /
Isoamylalkohol-Mischung versetzt und durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation
(Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000 x g; 3 min; 4 °C) wurde die obere Phase abgenommen.
Der abgenommenen Phase wurden dann zwei Volumenteile einer Ethanol / Natriumacetat-
Ldsung hinzugegeben. Bei —20 °C wurde die DNA fir eine Stunde oder Uber Nacht geféllt.
Im Anschluss an die Fallung wurde die DNA abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge;
21.000 x g; 20 min; 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, verworfen und das Pellet in 1
ml Ethanol [70 % (v/v)] gewaschen. Nach Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge; 21.000
X g; 20 min; 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in der Speed-Vac (Vaccum
Concentrator, Bachofer) getrocknet. Anschlief3end wurde das Pellet je nach DNA-Menge des
Ausgangsaliquots in einer entsprechenden Menge ddH,O aufgenommen.

Phenol 100% Tris/ HCI geséttigtes Phenol
Chloroform / Isoamylalkohol-Mischung 96 % Chloroform

4% | soamylalkohol
Ethanol / Natriumacetat- L sung 1Vol. NaAc;, pH =6

20 Val. Ethanol

3.2.6 Fallung von DNA

Nukleinsduren in jeder Form (dsDNA, ssDNA, Oligonukleotide und RNA) kdnnen bel
niedrigen Temperaturen in der Anwesenheit enwertiger lonen und ausreichender
Alkoholkonzentration gefallt werden (Sambrook et al., 1989).

3.26.1  Natriumacetat-Fallung

Ansatz: aa DNA
0,1Voal. 3 M Natriumacetat; pH = 5,2
25Val. Ethanol [100 % (v/Vv)]

Zur Aufarbeitung des Ansatzes siehe (3.2.6.3).
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3.2.6.2  Ammoniumacetat-Fallung

Be der Fallung mit Ammoniumacetat werden Triphosphate nicht mitgeféllt und kénnen zu 99
% durch zwei aufeinanderfolgende Fallungen entfernt werden. Aus diesem Grund eignet sich
die Methode zur Aufreinigung von PCR-Ansatzen.

Ansatz: aaul DNA
1,6 Voal. 7,5M Ammoniumacetat
8Val. Ethanol [100 % (v/Vv)]

Zur Aufarbeitung des Ansatzes siehe (3.2.6.3).

3.2.6.3  Aufarbeitung des Fallungsansatzes

Nach dem Pipetieren des Ansatzes wurde dieser entweder fur 15 min bei —70 °C oder fir
mindestens eine Stunde bei —20 °C inkubiert und anschliefRend zentrifugiert (21.000 x g; 10
min; 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, verworfen und das Pellet in 200 pl Ethanol
[70 % (v/v)] gewaschen. Nach Zentrifugation (21.000 x g; 10 min; 4 °C) wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in der Speed-Vac (Vaccum Concentrator, Bachofer) getrocknet.
Anschlief3end wurde das Pellet je nach DNA-Menge des Ausgangsaliquots in einer
entsprechenden Menge ddH,O aufgenommen.

3.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegel elektrophorese wurde zur Auftrennung von DNA-Molekiilen verwendet. Nach
der Anfarbung der DNA-Molekile und durch die Verwendung eines Markers lief3en sich
Aussagen Uber das Molekulargewicht (1 kb DNA-Ladder; Gibco BRL; Abb. 7), die
Sekundérstruktur  (linear/zirkul&) und die vorhandene Menge (DNA-Marker;
Eigenherstellung; Abb. 8) der aufgetrennten DNA-Molekiile machen.

12,216 kb* 4,072 kb* 0,344 kb
11,198 kb* 3,054 kb* 0,298 kb
10,180 kb* 2,036 kb* 0,220 kb
9,192 kb* 1,636 kb 0,201 kb
8,144 kb* 1,018 kb* 0,154 kb
7,126 kb* 0,517 kb 0,134 kb
6,108 kb* 0,506 kb 0,075 kb
5,090 kb* 0,396 kb

Abbildung 7: 1 kb DNA-Ladder (Gibco BRL). Dieser DNA-Marker enthdlt eine Mischung
aus jewells 1 bis 12 Sequenzwiederholungen eines 1018 bp-Fragments (gekennzeichnet mit
*). Zusatzlich zu diesen 12 Banden besitzt der DNA-Marker Vektor-DNA-Fragmente, die von
75 bp bis zu 1636 bp reichen. Dieser DNA-Marker dient zur Messung der Grof3e linearer
doppelstrangiger DNA-Fragmente (Hartley und Donelson, 1980).

1409 bp 396 bp 88 bp
800 bp 261 bp 75bp
517 bp 191 bp 65 bp

Abbildung 8: DNA-Marker (Eigenherstellung). Die Fragmente dieses DNA-Markers
entstanden bel der Restriktion des Tth730 Plasmids mit EcoRIl und Hinfl. (Sirig, 1989).
Dieser Marker diente neben der Bestimmung der Fragmentlange von DNA-Molekilen auch
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zur Mengenabschétzung. Es wurde jeweils soviel Marker aufgetragen, dass die 1409 bp
Bande einer DNA-Menge von ca. 180 ng entsprach.

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1,0 % (w/v) TAE-Agarosegele in der MIDI
1-Elektrophorese-Kammer (Roth) verwendet, mit denen Fragmente mit einer Grol3e von 500
bp bis 7 Kbp aufgetrennt werden konnten.

Die aufzutrennenden Proben wurden mit 5 pl Auftragspuffer versetzt, gemischt und submers
in die Geltaschen pipettiert. Der Gellauf erfolgte bel konstanter Spannung von 80 V und als
Laufpuffer diente 1 x TAE. Da das Gel Ethidiumbromid enthielt, konnte die DNA im UV-
Licht (312 nm) detektiert werden.

1x TAE (pH =8,3) 20 mM NaOAc
40 mM Tris/ HCI
4 mM EDTA

Zur Gelherstellung wurden zu diesem Puffer pro Liter 500 ug
Ethidiumbromid hinzugegeben.

50 %
0,1%

Auftragspuffer Glycerin

Bromphenolblau

3.2.8 Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch die PCR

Die PCR wurde mit dem Qiagerf - Tag- DNA-Polymerase-Kit und dem MasterCycler gradient
der Firma Eppendorf durchgefihrt.

10 ul Ansatz: 50 pl Ansatz:

1y 10 x Reaktionspuffer 5ul 10 x Reaktionspuffer
24 5xQ-Solution 10 5x Q-Solution
05u MgCh [256mM] 3y MgCh [25mM]

05 ul dNTP's[10mM] 2 dNTP's[10mM]
apl 5-Primer (Tab. 6) apl 5-Primer (Tab. 6)

bb ul  3-Primer (Tab. 6) bb ul 3 -Primer (Tab. 6)
ccul  ddHO ccul  ddHO
05ul DNA 1yl DNA
05 Tag-DNA-Polymerase 1y Tag-DNA-Polymerase
a 10ul a soul
Tabelle6:  Angaben zur Menge an eingesetzten Primern in den verschiedenen PCR-
Ansatzen.
Primer Konzentration| Menge fur 10 yul Ansatz | Menge fur 50 ul Ansatz
M13-5 10 pmol/pl 2 ul -
M13-3 10 pmol/pl 2l -
Alb3-5 50 pmol/ul 05 ul 1l
Alb3-3-1| 50 pmol/ul 05 pl 1ul
Alb3-3-2| 50 pmol/ul 05 ul 1
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Tabelle7:  Programm zur Amplifizierung der alb3-cDNA. Nach dem 1. Schritt wurden
die Schritte 2 bis 4 39 mal wiederholt, bevor die Schrtitte 5 und 6 durchgefhrt

wurden.
Schritt | Temperatur | Dauer Vorgang
1 94 °C 2min | Denaturierung
2 94°C 45s | Denaturierung
3 50°C 1 min | Primer-Anlagerung
4 72°C 2min |Elongation
5 72°C 5min |Elongation
6 4°C halten |Lagerung

Der Ansatz wurde zusammenpipettiert und nachdem er mit der Tag-DNA-Polymerase
versetzt worden war in das PCR-Gerdt uberfihrt. Anschliefend lief das in Tabelle 7
aufgefuhrte Programm zur Amplifizierung der DNA-Fragmente ab.

Nach beendeter Reaktion wurde ein 1 pl Aliquot durch Agarosegelelektrophorese (siehe.
3.2.7) auf Grofe und Menge der amplifizierten DNA geprift.

3.2.9 Restriktion von Plasmid-DNA

Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Typll-Restriktionsendonukleasen verwendet.

Der Restriktionsansatz wurde nach Herstellerangaben pipettiert und fur 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Menge an einzusetzendem Enzym wurde mit der nachfolgenden Formel
berechnet. Es musste jedoch dabei darauf geachtet werden, dass die eingesetzte Menge an
Enzym nur maximal 10 % des Gesamtvolumens betragen durfte.

Enzym[U ] _ 48502* Fs
Fu[mg]*h  Fbp]* (I - DNA)s

Fm = Menge an eingesetzter DNA in ug

Fs= Anzahl der Schnitte des gewahlten Enzyms im eingesetzten Fragment
FL = Lange des eingesetzten Fragmentsin bp

(I -DNA)s = Anzahl der Schnitte des gewahlten Enzymsin der | -DNA

3.2.10 DNA-Sequenzierung mit dem ABI377-System

Die Sequenzierung wurde durchgefiihrt, um das Vorhandensein spezifischer DNA-Molekile
nachzuweisen. Die Ansdtze wurden eigenstandig vorbereitet und die Sequenzierung wurde
vom Arbeitskreis Herrmann des Botanischen Institutes der LMU Mnchen vorgenommen.

Ansatz fur ca. 4 kb grol3e DNA Molekile:
aapul DNA (ca 800 ng)

1pl  Primer (5 pmol/ul)

bb ul  ddH,O

asul

Diese Methode basiert auf der Kopie des zu sequenzierenden Fragmentes mit spezifischen
Primern unter Verwendung von Fluoreszenz-markierten ddNTP's zur Terminierung der
DNA-Synthese. Es entstehen eine Vielzahl unterschiedlich langer DNA-Fragmente, die am
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Ende eine spezifische Markierung tragen, entsprechend der Base, die as letztes eingebaut
wurde. Die Fragmente werden nach der Synthese elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel
mit Hilfe eines Fluoreszenz- L esegerétes ausgewertet.

3.2.11 Sequenzauswertung und Datenbankanalysen fir DNA

Die aufgeflihrten DNA-Sequenzen stammen aus dem Online-Service-Bereich des NCBI
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda; http://www.ncbi.nlm.nih. gov/).
Alignments wurden mit dem Programm CLUSTAL X Multiple Sequence Alignment
durchgefuhrt (National Center for Biotechnology Information, Bethesda).

4 Ergebnisse

Das Alb3-Protein ist an der Integration von LHCP (light harvesting complex protein) in die
Thylakoidmembran von Chloroplasten beteiligt (Moore et a. 2000; Bellafiore et al. 2002).

Ziel dieser Arbeit war es, das Alb3-Protein und mdgliche Alb3-Komplexe in frisch isolierten

Chloroplastenextrakten nachzuweisen und Subfraktionen des Chloroplasten zuzuordnen.
Ein weiteres Ziel war es, die cDNA des Alb3-Gens zu klonieren.

4.1 Biochemische Ergebnisse

4.1.1 Herstellung von Alb3-Antikdrpern

Die Inhibierung der Membranintegration von LHCP mit einem Antikorper gegen das Alb3-
Protein legte eine Betelligung des Proteins am cpSRP-Protein-Exports in die
Thylakoidmembran (siehe Abb. 2) nahe (Moore et al., 2000). Dieses Experiment sollte mit
eigenen Antikorpern wiederholt werden. Bei der hierfir notwendigen Antikorper-Herstellung
wurde deswegen darauf geachtet, dass die Peptidsequenz des Epitops an der Proteinoberfléche

und nicht in einem der transmembranen Bereiche des Alb3-Proteins liegt.

Eine Sequenzanalyse des Alb3-Proteins von A. thaliana (Pineda Antikorper Service) lieferte
acht mogliche Epitope, die jeweils aus mindestens vier Aminosauren bestanden. Die folgende
Aminosaure-Sequenz (AS 296 bis 311 des Alb3-Proteins) wurde zur Antikorper-Herstellung
synthetisiert: NH,-MEIMKPPQTDDPAQKN-CONH;
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Eine TMPred-Anayse (siehe 3.1.8) sagte voraus, dass diese Aminosauren Sequenz zwischen
der vierten und flnften transmembranen Domane des Alb3-Proteins in einem stromalen
»loop” lokalisiert ist (Abb. 3 und Tab. 2). Das ausgewahlte Peptid verflgt Uber 5 geladene
Aminosauren. Die Ladung eines Epitops ist fur den erfolgreichen Einsatz von Antipeptid-
Antikorpern neben der Lokalisierung der Peptidsequenz an der Proteinoberflache
entscheidend, um eine moglichst grof3e Bindungskraft (Aviditéat) der Antikorper zu erzielen.

Das Peptid wurde drei Kaninchen zur Immunisierung gespritzt. Eines der Kaninchen
verendete bereits bevor das Antikorperserum gewonnen werden konnte. Die polyklonalen
Antikorperseren der Tiere 1 und 3 @-Alb3 1 und a-Alb3 3) wurden zusammen mit dem

Préimmunserum nach ca. 3 Monaten erhalten.

4.1.2 ldentifizierung des Alb3-Proteinsin Chloroplasten von A. thaliana

Ziel dieses Versuchs war es das Alb3-Protein in Chloroplastenextrakten von A. thaliana
nachzuweisen und die Qualitét der selbst hergestellten Antikorper abzuschétzen. Hierzu

wurden die beiden selbst hergestellten Antikorper (a-Alb3_1, Abb. 10, Spuren 1 und 2; a-
Alb3 3, Abb. 10, Spuren 3 und 4) mit zwei Kontroll- Antikdrpern verglichen @-Alb3_RH,
Abb. 10, Spuren 7 und 8; a-Alb3_CTerm, Abb. 10, Spuren 5und 6).

Es wurde ein eindimensionales, denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel zur Auftrennung des
Gesamtproteins von Chloroplastenextrakten von A. thaliana verwendet. Die Identifizierung
des Alb3-Proteins wurde mittels Western- Analyse durchgefihrt.

MARVLVSSPSSFFGSPLI KPSSSLRHSGVGGEGGTAQFLPYRSNNNKLFTTSTTVY RFSLNEI
PPFHGLDSSVDI GAl FTRAESLLYTI ADAAVWGADSVVT TDSSAVQKSGGWG-I SDAMVEL V
LKI LKDGLSAVHVPYAYGFAI | LLTI | VKAAT

GCLPTLATI PVW GLYQALSNVANEGLFTEGFFW PSLGG
PTSI AARQSGSE SW.FPFVDGHPPLGWYDTVAYLVLPVLLI ASQYVSMVEI MKPPQTDDPAQ
KNTLLVFKFLPLM GYFALSVPSGLSI YW. TNNVLSTAQQVYLRKLGGAKPNVDENASKI | S
AGRAKRSI AQPDDAGERFRQL KEQEKRSKKNKAVAKDT VEL VEESQSESEEGSDDEEEEARE
GALASSTTSKPL PEVGQRRSKRSKRKRTV

Abbildung 9: Die Sequenz des Alb3-Proteins von A. thaliana. Die unterstrichenen Bereiche
der Sequenz geben die Positionen der vorausgesagten transmembranen Domanen innerhalb
des Proteins an (TMPred; 3.1.8). Der gelb unterlegte Bereich entspricht dem Epitop, das fir
die Herstellung der eigenen Antikorper ausgewahlt worden war. Die Sequenz des Peptids
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gegen das der Antikorper a-Alb3 RH gerichtet ist, ist . unterlegt. Das schwarze Dreieck
(™) kennzeichnet die berechnete Prozessierungsstelle (ChloroP; 3.1.8).

Der Antikorper a-Alb3_RH wurde as Referenz angesehen, denn mit diesem Antikorper war
bereits das zu Alb3 homologe PPF1-Protein in der Thylakoidmembran von P. sativum
nachgewiesen worden (Moore et al. 2000). Das Epitop gegen das der Antikorper gerichtet ist,
ist ein 50 Aminosauren langes Peptid des Alb3-Proteins, das in A. thaliana zwischen der
ersten und zweiten transmembranen Doméane (Abb. 9, rote Markierung) liegt. Diese Sequenz
ig im PPF1-Protein von P. sativum zu 96 % konserviert (Abb. 11) und liegt ebenfalls
zwischen der ersten und zweiten transmembranen Doméane des Proteins (Abb. 5). Fur das
mature PPF1-Protein wurde eine Molekularmasse von 45 kD berechnet (Tab. 1).

Die genaue Aminosauren Sequenz des Bereichs des C-Terminus gegen den der Antikorper a -
Alb3 CTerm gerichtet ist, ist nicht bekannt. Die selbst hergestellten Antikorper @-Alb3 1
und a-Alb3_3) sind gegen ein Epitop gerichtet, dessen Sequenz zwischen der vierten und
funften transmembranen Doméne des Alb3-Proteins lokalisiert ist (siehe 4.1.1 und Abb. 9,

gelbe Markierung).
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Arabidopsis thaliana
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Abbildung 10: WesternrAnalyse an Chloroplastenextrakten von A. thaliana. ES wurde
jeweils ein Aliquot an Chloroplasten entsprechend einer Menge von 10 pg (linke Spuren;
1,35,7) bzw. 20 pg (rechte Spuren; 2,4,6,8) an Chlorophyll (siehe 3.1.3) auf en
denaturierendes 10 %iges SDS-Gel (siehe 3.1.4.1) aufgetragen. Die WesternAnayse (siehe
3.1.6) wurde mit folgenden ersten Antikdrpern durchgefihrt: a-Alb3 1 (1 und 2), a-Alb3 3
(3und 4), a-Alb3 CTerm (5 und 6) und a-Alb3 RH (7 und 8).

Der Antikorper a-Alb3_RH (Abb. 10, Spuren 7 und 8) reagierte in der vorliegenden Western

Anayse mit zwel Proteinen. Eines der Proteine lag im Bereich von etwa 45 kD (Abb. 10, 1*,
Pfeil) und das andere bei etwa 36 kD (Abb. 10, 2*). Das entwickelte Fluoreszenz-Signal bel
45 kD war schwécher as das bei etwa 36 kD. Das Protein bel 45 kD wurde auf Grund seiner
Molekularmasse, die fur das Alb3-Protein wegen der Homologie zum PPF-1-Protein erwartet
worden war, als Nachwels fur Alb3 interpretiert. Das Signal auf der Hohe von etwa 36 kD
konnte keinem Protein zugeordnet werden. Weitere Versuche zeigten allerdings, dass dieses
Fluoreszenz-Signal nicht durch spezifische Reaktion mit dem Antikorper ausgel6st wurde.

Wurden die Proteine auf der Blotmembran ohne vorherige Inkubation in einer
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Antikérperlésung mit den ECL-Entwicklungsldsungen (Luminol, pCoumarat, Puffer, HO»;
siehe 3.1.6) behandelt, konnte ebenfalls ein klar erkennbares Signal bel etwa 36 kD
nachgewiesen werden (siehe 4.1.7.1, Abb. 19 B). Der Antikdrper a-Alb3 RH reagierte
dartiber hinaus sehr schwach mit zwei weiteren Proteinen (Abb.10, A und B), die auch von
den Antikérpern a-Alb3 1 und a-Alb3_3 detektiert wurden (Abb. 10, Spuren 1 bis 4).

Das Alb3-Protein bei etwa 45 kD wird vom Antikérper a-Alb3 CTerm nur sehr schwach
erkannt (Abb. 10, Spuren 5 und 6, 1*). Dagegen reagierte dieser Antikorper im
Molekularmassenbereich von ca. 37 kD deutlich mit einem weiteren unbekannten Protein
(Abb. 10, 3*).

Die selbst hergestellten Antikorper a-Alb3_1 (Abb. 10, Spuren 1 und 2) und a-Alb3_3 (Abb.
10, Spuren 3 und 4) erkannten ebenfalls das putative Alb3-Protein mit 45 kD (Abb. 10, 1*).
Neben den fir den Antikorper a-Alb3_RH beobachteten Fluoreszenz-Signalen (Abb. 10, 1*,
2*, A, B) reagierten diese Antikorper noch unterschiedlich intensiv mit einer Vielzahl an
Proteinen verschiedener Molekularmassen (Abb. 10, C, D, E, F). Um welche Proteine es sich

dabel handelte, konnte nicht aufgeklart werden.

Aus diesen Untersuchungen wurde deutlich, dass das Alb3-Protein mit allen Antikérpernim
Chloroplastenextrakt von A. thaliana identifiziert werden kann, wenn die molekulare Masse

des Proteins als zusétzliches Identifkationsmerkmal herangezogen wurde (Abb. 10, 1*).

Nachfolgend sollte nun Uberprift werden, ob mit den vorhandenen Antikdrpern auch Alb3-
Homologe in anderen Organismen nachgewiesen werden kénnen. Da der Antikorper a-
Alb3 RH bereits an Thylakoidmembranen von P. sativum erfolgreich getestet worden war
(Moore et al., 2000), wurden zuerst Western-Analysen an Chloroplasterextrakten von diesem
Organismus durchgefihrt (siehe 4.1.3).

4.1.3 ldentifizierung des PPF1-Proteinsin Chloroplasten von P. sativum

Nach der ldentifizierung des Alb3-Proteins in A. thaliana sollte das in der Literatur
beschriebene Alb3-Homolog PPF1 in P. sativum nachgewiesen werden. Dazu wurden die
beiden selbst hergestellten Antikorper (a-Alb3 1, Abb. 12, Spur 2; a-Alb3 3, Abb. 12, Spur
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3), der C-terminale Antikorper (a-Alb3_CTerm, Abb. 12, Spur 4), sowie der Referenz-
Antikorper (a-Alb3_RH, Abb. 12, Spur 5) verwendet.

Das Gesamtprotein eines Chloroplastenextrakts von P. sativum wurde Uber ein
eindimensionales, denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Identifizierung
des PPF1-Proteins wurde mittels Western Analyse durchgefihrt.

A:
At. (AlIb3)
P.s. (PPF1)
B.

At.(AIb3)  :MEI MKPPQTDDPAQKN
P.s. (PPF1) :MElI MKPPQTNDPNQKN

Abbildung 11: Vergleich der Sequenzen der Epitope fur a-Alb3_RH (A) und a-Alb3_1 bzw.
a-Alb3_3 (B) zwischen dem Alb3-Protein von A. thaliana (A.t.) und dem PPF1-Protein von
P. sativum (P.s.). Das Alignment der Proteine erfolgte mit CLUSTAL W (3.1.8). Die farbig
@@ und gelb) unterlegten Bereiche sind homolog Die nicht farbig unterlegten Bereiche der
Sequenz aus P.s. weichen von der Sequenz des Alb3-Proteins aus A. thaliana ab.

Ein Sequenzvergleich fur die Proteine Alb3 aus A. thaliana und PPF1 aus P. sativumin den
Bereichen, die fUr die Antikorper a-Alb3 RH (Abb. 11, A) und a-Alb3 1 bzw. a-Alb3 3
(Abb. 11, B) als Epitop ausgewahlt wurden, zeigte, dass diese Bereiche sehr konserviert
waren. Fir den Antikdrper a-Alb3 _RH betrug die Sequenz-Homologie 96 % und fur die
Antikorper a-Alb3_1 bzw. a-Alb3_3 etwa 87 %. Der C-terminale Antikorper wurde in diesen
Vergleich nicht mit einbezogen, da die genaue Sequenz des Epitops nicht bekannt war. Die
Homologie zwischen den beiden Proteinen am C-Terminus ist alerdings geringer as in den
Bereichen, die fur die Antikorper a-Alb3 RH, a-Alb3 1 und a-Alb3 3 as Epitop
ausgewahlt worden waren (siehe Anhang, Abb. I1).
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Abbildung 12: Western-Analyse an Chloroplastenextrakten von P. sativum. Es wurde jeweils
ein Aliquot an Chloroplasten entsprechend einer Menge von 20 pg an Chlorophyll (siehe
3.1.3) auf ein denaturierendes 10 %iges SDS-Gel (siehe 3.1.4.1) aufgetragen. Es sind von
links nach rechts folgende Spuren angeordnet: Coomassie gefarbtes SDS-Ge (1), die
Ergebnisse der WesternrAnalysen (siehe 3.1.6) folgender erster Antikorper: a-Alb3 1 (2), a-
Alb3_3(3), a-Alb3_CTerm (4) und a-Alb3_RH (5).

Der Referenz-Antikorper a-Alb3 RH reagierte mit mehreren Proteinen unterschiedlicher
Molekularmasse (Abb. 12, Spur 5, 1*, 2*, *). Das stérkste Fluoreszenz-Signal lag bei etwa 45
kD (Abb. 12, 1*, Pfeil). In der Literatur wurde das PPF1-Protein mit dem Antikérper a-
Alb3_RH bereits nachgewiesen und mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 45 kD
beschrieben (Moore et al., 2000). Aus diesem Grund wurde das Signal als Nachwels fur das
PPF1-Protein angesehen. Interessant war ein weiteres Signal bei etwa 43 kD, denn auf dieser
Hohe reagierten alle Antikorper mit einem Protein (Abb. 12, Spuren 2 bis 5, 2*). Ob es sich
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bei diesem Signa um ein Degradationsprodukt von PPF1 oder um eine unspezifische
Wechselwirkung der Antikérper handelte, war nicht abschlief3end festzustellen.

Der Antikorper a-Alb3 CTerm reagierte mit einer Vielzahl an Proteinen und erzeugte
mehrere starke Fluoreszenz-Signale (Abb. 12, Spur 4, 1*, 2*, 3*, *). Ein intensives Signal lag
bei etwa 45 kD und somit auf der Hohe, auf der auch der Antikorper a-Alb3_RH das PPF1-
Protein detektierte (Abb. 12, Spur 4, 1*). Dieses Signal wurde ebenfalls auf das PPF1-Protein
zuriickgefuhrt. Eine weitere intensive Reaktion des Antikorpers wurde bei etwa 19 kD
beobachtet (Abb. 12, 3*). Das stérkste Fluoreszenz-Signal des Antikorpers a-Alb3 3 lag auf

der gleichen Hohe. Um welches Protein es sich dabei handelte, konnte nicht geklart werden.

Das PPF1-Protein wurde von den selbst hergestellten Antikorpern a-Alb3 1 und a-Alb3 3
nicht erkannt. Beide Antikorper lieferten jedoch eine Vielzahl an Reaktionen mit Proteinen
unterschiedlicher Molekularmasse, die in der Intensitdt variierten (Abb. 12, Spuren 2 und 3,
2%, *). Der Antikorper a-Alb3 3 zeigte im Bereich von etwa 19 kD eine intensive Reaktion,

die jedoch auf kein spezifisches Protein zurlickgefthrt werden konnte.

Es wurde deutlich, dass das Alb3-Homolog PPF1 von P. sativum in der durchgefiihrten
Western- Analyse mit den Antikérpern a-Alb3 RH und Alb3_CTerm nachgewiesen werden
kann. Die selbst hergestellten Antikorpern a-Alb3 1 und a-Alb3_3 eigneten sch fir die
Identifizierung des PPF1-Proteins nicht. Nach der Identifizierung des PPF1-Proteins von P.
sativum mit zwel der vier verwendeten Antikorper, sollten im nachsten Versuch die in
Literatur beschriebenen (Bellafiore et al., 2002) und zu Alb3 homologen Proteine Alb3-1 und

Alb3-2von C. reinhardtii nachgewiesen werden (siehe 4.1.4).

4.1.4 Western-Analyse an Chloroplasten von C. reinhardtii

Nachdem die Proteine Alb3 von A. thaliana und PPF1 von P. sativum identifiziert werden
konnten, sollte in diesem Versuch Uberprift werden, ob die vorhandenen Antikorper ebenfalls
mit einem Alb3-Homolog aus Chloroplasten von C. reinhardtii reagieren. Es wurden die
beiden selbst hergestellten Antikérper (a-Alb3 1, Abb. 14, Spur 2; a-Alb3 3, Abb. 14, Spur
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3), der C-terminale Antikérper (a-Alb3_CTerm, Abb. 14, Spur 4), sowie der Referenz-
Antikorper (a-Alb3_RH, Abb. 14, Spur 5) verwendet.

Zur Auftrennung des Gesamtproteins eines Chloroplastenextrakts von C. reinhardtii wurde
ein eindimensionales, denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel verwendet. Die Identi-

fizierung von Alb3 homologen Proteinen wurde mittels Western-Analyse durchgefuihrt.

In der Literatur waren die Proteine Alb3-1 und Alb3-2 von C. reinhardtii beschrieben worden
(Bellafiore et a., 2002; Tab. 1). Bisher wurde nur das Alb3-1-Protein in einer Western
Anayse mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 55 kD nachgewiesen (Bellafiore et
al., 2002). Das berechnete Molekulargewicht flr das mature Alb3-1-Protein betrug allerdings
nur etwa 47 kD (Tab. 1). Das Alb3-2-Protein, mit einem berechneten Molekulargewicht von
ca. 39 kD (Tab. 1), wurde noch nicht biochemisch nachgewiesen.

A:

At. (AlIb3)
Cr.(Alb3-1) :
Cr.(Alb3-2) :

B:

At. (AIb3)  :MEI MKPPQT DDPAQKN
C.r. (Alb3-1) :SSVTSPPI DPKDENANT
C.r. (Alb3-2) :QKI | SSONN QDPSQQ

Abbildung 13: Vergleich der Sequenzen der Epitope fir a-Alb3_RH (A) und a-Alb3_1 bzw.
a-Alb3 3 (B) zwischen dem Alb3-Protein von A. thaliana (A.t.) und den Proteinen Alb3-1
bzw. Alb3-2 von C. reinhardtii (C.r.). Das Alignment der Proteine erfolgte mit CLUSTAL W
(3.1.8). Die farbig (@ und gelb) unterlegten Bereiche sind homolog und die nicht farbig
unterlegten Bereiche weichen von der Sequenz des Alb3-Proteins aus A. thaliana ab.

Fur einen Sequenzvergleich der Proteine Alb3 von A. thaliana und Alb3-1 bzw. Alb3-2 von
C. reinhardtii wurden die Sequenzen der Bereiche, die als Epitop fur die Herstellung der
Antikorper a-Alb3_RH (Abb. 13, A) und a-Alb3_1 bzw. a-Alb3_3 (Abb. 13, B) verwendet
wurden, nebeneinander angeordnet (aligned). Der Vergleich zeigte, dass weder das Epitop fur
den Antikorper a-Alb3_RH noch fur die Antikérper a-Alb3_1 bzw. a-Alb3 3 in den Alb3-
Homologen von C. reinhardtii konserviert war. Im Fall des Epitops fur den Antikorper a-
Alb3 RH lag die Homologie zu Alb3 von A. thaliana fur Alb3-1 bel 60 % und fur Alb3-2 bei
64 %. Das Epitop fur die Antikorper a-Alb3_1 bzw. a-Alb3_3 hatte im Fall von Alb3-1 drei
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von sechszehn und fur Alb3-2 vier von sechszehn Aminosduren mit der entsprechenden
Sequenz des Alb3-Proteins von A. thaliana gemeinsam. Der C-terminale Antikorper konnte in
diese Anayse nicht mit einbezogen werden, da die Sequenz gegen die der Antikérper
gerichtet war, nicht bekannt war. Die Homologie zwischen den Proteinen am C-Terminus ist
allerdings gering (siehe Anhang, Abb. I1).

Chlamydomonas reinhardtii

SDS5-Gel a-flkd 1 a-Alk3 3 =AlE} CTerm «-Alk3_RH
r
5* *
2#
1* 1*
66,0 —
*
45,0 —
3*
41
* k.
*
30,0 =—
. *
—
20'1‘ _ '
1 2 3 4 35

Abbildung 14: Western-Analyse an Chloroplastenextrakten von C. reinhardtii. Es wurde
jeweils ein Aliquot an Chloroplasten entsprechend einer Menge von 20 pg an Chlorophyll
(siehe 3.1.3) auf ein denaturierendes 10 %iges SDS-Gel (siehe 3.1.4.1) aufgetragen. Es sind
von links nach rechts folgende Spuren zu sehen: Coomassie gefarbtes SDS-Gel (1), die
Ergebnisse der Western-Analysen (siehe 3.1.6) mit folgenden ersten Antikérpern: a-Alb3 1
(2), a-Alb3 3 (3), a-Alb3 CTerm (4) und a-Alb3_RH (5).

Der in den vorhergegangenen Versuchen (4.1.2 und 4.1.3) as ReferenzAntikorper
angesehene Antikorper a-Alb3 _RH reagierte in dieser WesternAnayse nur schwach mit
einem Protein, das ein Molekulargewicht von etwa 80 kD besal3 (Abb. 14, Spur 5, 1*). Auf
Grund der Sequenzunterschiede zwischen Alb3 aus A. thaliana und Alb3-1 bzw. Alb3-2 aus
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C. reinhardtii in dem Epitop-Bereich, gegen den der Antikérper gerichtet war (Abb. 13, A),

wurde nicht davon ausgegangen, dass es sich um ein Alb3-Homolog handelte.

Interessant war, dass auch der Antikdrper a-Alb3_CTerm mit eéinem Protein reagierte, das auf
der selben Hohe lag, wie das vom Antikorper a-Alb3 _RH erkannte 80 kD Protein (Abb. 14,
Spur 4, 1*). Welches Protein von beiden Antikorpern erkannt wurde und ob es sich dabel um
das gleiche Protein handelte, konnte nicht geklart werden. Das stérkste Fluoreszenz-Signal
dieses Antikorpers mit einem unbekanntem Protein war bel etwa 90 kD zu beobachten (Abb.
14, 2*). Weitere starke Signale des Antikorpers lagen bei ca. 43 und 39 kD (Abb. 14, 3*, 4*).
Auf Grund des berechneten Molekulargewichts des Proteins Alb3-2 (Tab. 1) bestand die
Maoglichkeit, dass es sich bei dem 39 kD Protein um das mature Alb3-2-Protein handelte. Da
sich aber die GTermini der Proteine Alb3 von A. thaliana und Alb3-2 von C. reinhardtii
deutlich unterscheiden, konnte nicht davon ausgegangen werden, dass tatsachlich ein Alb3-

Homolog von C. reinhardtii nachgewiesen werden konnte.

Der Antikorper a-Alb3 3 reagierte spezifisch mit einem einzigen Protein. Das starke Signal
dieses Antikorpers lag bei ca. 115 kD (Abb. 14, 5*). Da aber der Epitopvergleich (Abb. 13, B)
fur diesen AntikOrper gezeigt hatte, dass keine Homologie zwischen Alb3 aus A. thaliana und
Alb3-1 bzw. Alb3-2 von C. reinhardtii bestand, handelte es sich nicht um ein Alb3-Homolog.

Auf welches Protein dieses Signal zuriickzufihren war, wurde nicht aufgeklart.

Auf der Hohe von etwa 55 kD, was dem apparenten Molekulargewicht des Alb3-1-Proteins in
der Literatur entsprach (Bellafiore et al., 2002), erkannte der Antikorper a-Alb3_1 ein Protein
(Abb. 14, 6*). Da weder a-Alb3 RH noch a-Alb3 CTerm auf Hohe dieses Signals ein
Protein detektierten (Abb. 14, Spuren 4 und 5) und der Epitopvergleich (Abb. 13, B) gezeigt
hatte, dass sich der Antikdrper a-Alb3 1 schlecht fir den Nachweis von Alb3-Homologen in

C. reinhardtii eignete, wird davon ausgegangen, dass es sich nicht um Alb3-1 oder Alb3-2
handelte.

Neben den beschriebenen Signalen zeigten die verwendeten Antikorper eine Vielzahl an
schwécheren Reaktionen mit Proteinen, die sowohl grofere als auch kleinere
Molekularmassen aufwiesen (Abb.14, Spuren 2 bis 5, *). Keines dieser Proteine konnte

identifiziert werden.
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Insgesamt eignete sich keiner der verwendeten Antikorper, um ein Alb3-Homolog im
Chloroplastenextrakt von C. reinhardtii eindeutig nachzuweisen. Nach den Western-Analysen
an Organismen mit bereits identifizierten Alb3-Homologen (A. thaliana, P. sativum und C.
reinhardtii) sollte anschlief3end eine WesternrAnalysen an Chloroplastenextrakt von H.
vulgare durchgefiihrt werden (siehe 4.1.5), da die Chloroplasten dieses Organimus
standardmal3ig im Labor prapariert werden.

4.1.5 Western-Analyse an Chloroplasten von H. vulgare

Fur den Organismus H. vulgare, aus dem in unserem Labor standardméldig Chloroplasten
isoliert werden, wurde eine WesternrAnalyse mit den selbst hergestellten Antikorpern (a-
Alb3 1, Abb. 15, Spur 2; a-Alb3 3, Abb. 15, Spur 3), dem Gterminaen Antikorper @-
Alb3_CTerm, Abb. 15, Spur 4), sowie dem Referenz-Antikorper (a-Alb3_RH, Abb. 15, Spur
5) durchgefihrt.

Es wurde ein eindimensionales, denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel zur Auftrennung des
Gesamtproteins von Chloroplastenextrakten aus H. vulgare verwendet. Die |dentifizierung

eines zu Alb3 homologen Proteins wurde mittels WesternAnalyse durchgefihrt.

Von H. vulgare war kein Alb3-Homolog bekannt, so dass fur die verwendeten Antikorper

kein Vergleich der Epitopsequenzen wie in Abbildung 11 und 13 vorgenommen wurde.

Alle eingesetzten Antikorper (a-Alb3 1, a-Alb3 3, a-Alb3 CTerm und a-Alb3 RH)
reagierten mit einer Vielzahl an unbekannten Proteinen, wobel die Anzahl und Intensitét der
Signale fur die verschiedenen Antikorper variierten (Abb. 15, Spuren 2 bis 5, 1*, 2*, *).

Von den Antikorpern a-Alb3 RH, a-Alb3 CTerm und a-Alb3_3 wurde ein etwa 45 kD
Protein erkannt (Abb. 15, 1*, Pfeil). Darlber hinaus reagierten ale AntikGrper im
Molekularmassenbereich um etwa 40 kD mit zwel weiteren Proteinen (Abb. 15, 2*). Da
jedoch weder Molekulargewichte noch Sequenzen von moglichen Alb3-Homologen von H.
vulgare bekannt waren, konnte nicht geklart werden, ob die Fluoreszenz-Signale auf ein zu

Alb3 homologes Protein zurtickzuftihren waren.

Zum Zeitpunkt, als diese Arbeit angefertigt wurde, eignete sich H. vulgare deswegen nicht als

Organismus fur den Nachweis von Alb3-Homologen, da kein Alb3-Homolog in der Literatur
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beschrieben war und somit auch keine Sequenzdaten vorlagen. Allerdings lieferten die
Antikorper Alb3_ RH und a-Alb3 CTerm Signale, die aufgrund der Molekularmasse des

identifizierten Proteins von einem Alb3-Homologen stammen kénnten (Abb. 15, 1*).
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Abbildung 15: Western-Analyse an Chloroplastenextrakten von H. vulgare. Es wurde jeweils
ein Aliquot an Chloroplasten entsprechend einer Menge von 20 pug an Chlorophyll (siehe
3.1.3) auf ein denaturierendes 10 %iges SDS-Gel (siehe 3.1.4.1) aufgetragen. Es sind von
links nach rechts folgende Spuren zu sehen: Coomassie geféarbtes SDS-Gel (1), die Ergebnisse
der Western-Analysen (siehe 3.1.6) folgender erster Antikorper: a-Alb3 1 (2), a-Alb3 3 (3),
a-Alb3 CTerm (4) und a-Alb3_RH (5).

4.1.6 Nachweis des Alb3-Proteins nach 2D-Gelelektrophorese

Mit den Antikorpern a-Alb3 1, a-Alb3 3 und a-Alb3 RH konnte das Alb3-Protein in
Chloroplastenextrakten von A. thaliana nach eindimensioreler SDS-Gelelektrophorese
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identifiziert werden (siehe 4.1.2). Als Né&chstes sollten Alb3-haltige Komplexe in
Chloroplastenextrakten von A. thaliana mit Hilfe von WesternAnaysen nach

zweidimensionaler Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

Durch die Technik der zweidimensionalen Gelelektrophorese ist es mdglich Protein
Komplexe zu identifizieren und ihre Zusammensetzung zu untersuchen (siehe 3.1.4.3). In der
ersten Dimension werden die nativen ProteinKomplexe zunéchst Uber die BN-PAGE
aufgetrennt (siehe 3.1.4.2). In der zweiten Dimension werden die Proteinkomplexe aus der
ersten Dimension denaturiert und die Einzelproteine dieser Komplexe durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Proteine, die in der zweiten Dimension genau untereinander
laufen, stammen auws einem Komplex. Dadurch ist es méglich ProteinrKomplexe zu

identifizieren und zu analysieren.

4.1.6.1 Western Analyse mit dem Antikorper a-Alb3_1 nach 2D-Gelelektrophorese

Ziel dieses Versuchs war es, das Alb3-Protein zu identifizieren und auf Grund der
Identifizierung des Alb3-Einzel proteins einen Alb3-haltigen Komplex zu finden (siehe 4.1.6).
Dazu wurden zunéchst die Protein-Komplexe eines Chloroplastenextrakts von A. thaliana in
der ersten Dimension Uber BN-PAGE aufgetrennt (Abb. 16 A). Anschlief3end erfolgte die
Auftrennung der Protein-Komplexe in ihre Einzelproteine in der zweiten Dimension (Abb.16
B). Der Nachweis des Alb3-Proteins wurde Uber eine WesternrAnalyse mit dem Antikorper
a-Alb3_1 vorgenommen. Es wurde sowohl eine WesternAnalyse der ersten (Abb. 16 C) als
auch der zweiten Dimension (Abb. 16 D) durchgeftihrt.

In der WesternAnayse der ersten Dimension reagierte der Antikorper mit mehreren Protein-
Komplexen und es waren bei etwa 700 kD (Abb. 16 C, K1), 550 kD (Abb. 16 C, K2) und 260
kD (Abb. 16 C, K3) insgesamt drei Banden zu erkennen. Das hochmolekulare Signal bei ca.
700 kD war das stérkste Signal und die anderen beiden Antikorper-Reaktionen waren deutlich
schwécher. Zur Identifikation der entsprechenden Proteinkomplexe, wurde ein Vergleich der
Ergebnissen nach WesternAnalyse und Coomassie-Farbung in der zweiten Dimension
durchgefihrt.

In der WesternAnalyse der zweiten Dimension waren eine Vielzahl an Reaktionen des
Antikdrpers a-Alb3 1 unterschiedlicher Intensitét zu beobachten (Abb. 16 D, 2*, A*, C*, D*,
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F*, *). Allerdings konnte auch durch die Uberlagerung und den Vergleich der Antikorper-
Signale mit dem Coomassie geférbten Gel keines der Antikorper-Signale zu keinem Rotein
sicher zugeordnet werden. Da im Molekularmassenbereich von 45 kD kein Signa erkannt
wurde, wurde davon ausgegangen, dass der Antikorper a-Alb3 1 das Alb3-Protein nach

Transfer in das SDS-Gel nicht detektierte.

Als Néchstes wurden die Daten der Western Analysen aus der ersten und der zweiten
Dimension miteinander in Beziehung gebracht. Da die Fluoreszenz-Signal des K2-Komplexs
aber zu einer Reaktion des Antikopers mit den drel verschiedenen Proteinen (Abb. 16 D, *, *,
A*) die auch nicht genau senkrecht auf einer Linie untereinander lagen, wurde davon
ausgegangen, dass es keine direkte Beziehung zwischen den Signalen der 1. und er 2.
Dimension des 2D Geles gab. Es wurde angenommen, dass es sich bel dem K3-Komplex um
den Cytb6f-Komplex handeln konnte. Dieser Komplex wurde im Fall von H. vulgare als
Dimer im gleichen Molekularmassenbereich bei etwa 260 kD nachgewiesen (Granvogl,
2001). Ein weiteres Indiz dafur, dass es sich bel K2 um den Cytb6f-Komplex handeln kdnnte,
war das Signal bei etwa 36 kD (Abb. 16 D, 2*). Dieses Signa wurde selbst dann beobachtet,
wenn die Blotmembran vorher nicht mit einem Antikorper inkubiert worden war (vgl. dazu
Abb. 19 B, 2*). Es handelte sich bei diesem Signal wahrscheinlich um das Cytf-Protein,
dessen Fe?*-Atom der Ham-Gruppe mit den Entwicklungslésungen reagieren kann und das
Fluoreszenz-Signal erzeugt. Daraus folgt, dass es sich bei dem Signal fir den Proteinkomplex
K2 um den Cytb6f-Komplex gehandelt haben kdnnte. Fir den K1-Komplex wurden in der
Western Analyse der zweiten Dimension (Abb. 16 D) ein Proteine mit etwa 120 kD erkannt,
das auf einer vertikalen Linie unter diesem Komplex lag. Da aber die Intensitét des Signals
nicht mit der Signalintensitét der 1. Dimension Ubereinstimmte, und die Molekularmasse nicht
fur Alb3 sprach, war auch dieses Signa kein sicheres Indiz dafiir, dass dieser Komplex
tatséchlich das Alb3-Protein enthielt. Fur C. reinhardtii wurde allerdings ein hochmolekularer
Protein-Komplex fur das Alb3-1-Protein beschrieben, der in diesem Molekularmasserbereich
zu finden wére (Bellafiore et a, 2002). Zur Klarung wurden weitere Western-Analysen
durchgefihrt (siehe 4.1.7.1).

Die hier gezeigte Western-Anayse ist mit der in Abb. 10 Spur 1 und 2 zu vergleichen. In
beiden Féllen wurde der Antikorper a-Alb3_1 zusammen mit einem Chloroplastenextrakt von
A. thaliana verwendet. So ist die Beschriftung der Signale der WesternAnalyse der zweiten
Dimension (Abb. 16 D) der aus Abb. 10 angepasst. Der Vergleich machte allerdings deutlich,
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dass sich die Signale in beiden Western Analysen sowohl in Anzahl und Intensitét deutlich
unterschieden. So fehlte in der Western-Analyse der zweiten Dimension ganzlich das Signal
fir das Alb3-Protein, dass in Abb. 10 detektiert worden war (Abb. 10, 1*). Auch die
Intensitéten der einzelnen Signale variierten (vgl. Abb. 16 D, C*, D* mit Abb. 10, Spur 1, C*,
D*). Die genauen Ursachen hierfir konnten nicht geklart werden. Die Beobachtung wird
jedoch unter 6.1.1 diskutiert.
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Abbildung 16: Zweidimensionale Gelelektrophorese von Chloroplastenextrakten von A.
thaliana und anschlief3ende WesternAnalyse mit dem priméaren Antikorper a-Alb3 1. Es
wurde ein Aliguot an Chloroplastenextrakt von A. thaliana entsprechend einer Menge von 50
pg an Chlorophyll (siehe 3.1.1) aufbereitet und Uber die BN-PAGE aufgetrennt. In der
zweiten Dimension wurden die zuvor aufgetrennten Komplexe in ihre Einzelproteine zerlegt
und entsprechend der Molekularmasse aufgelost (siehe 3.1.4.3). Ein SDS-Gel wurde mit
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Coomassie gefarbt (B) (siehe 3.1.5.1) und ein dazu identisches SDS-Gel wurde zusammen mit
einem Streifen aus der ersten Dimension auf eine Membran transferiert und fir die
anschlieflende Western-Analyse mit dem priméren Antikorper a-Alb3_1 verwendet (C und
D) (siehe 3.1.6). Die Proteine (-Komplexe) des Gelstreifens der ersten Dimension (A) wurden
mit Coomassie aus dem gefarbten Kathodenpuffer gefarbt. Die Markerbanden des High
Molecular Weight-Markers (A) und (C) und des Low Molecular Weight-Markers (B) und (D)
(beide Amersham Phamacia Biotech) sind angezeichnet. Die Benennung der Signale in der
Western-Analyse der zweiten Dimension folgte der aus Abbildung 10.

Insgesamt konnte in diesem Versuch mit dem Antikorper a-Alb3_1 im Chloroplastenextrakt
von A. thaliana weder das Alb3-Protein noch ein Alb3-haltiger Komplex identifiziert werden.
Als Néchstes wurde eine Westernt Analyse mit dem Antikorper a-Alb3_3 durchgefihrt.

4.1.6.2 Western-Analyse mit dem Antikorper a-Alb3_3 nach 2D-Gelelektrophorese

Ziel dieses Versuchs war es das Alb3-Protein zu identifizieren und auf Grund der
Identifizierung des Alb3-Einzelproteins einen Alb3-haltigen Komplex zu finden (siehe 4.1.6).
Dazu wurden zunéchst die Protein-Komplexe eines Chloroplastenextrakts von A. thaliana in
der ersten Dimension Uber BN-PAGE aufgetrennt (Abb. 17 A). Anschlief3end erfolgte die
Auftrennung der Protein-rKomplexe in ihre Einzelproteine in der zweiten Dimension (Abb.17
B). Der Nachweis des Alb3-Proteins wurde Uber eine WesternAnalyse der zweiten
Dimension mit dem Antikorper a-Alb3 3 vorgenommen (Abb. 17 C). Mit einer ersten

Dimension wurde keine Western-Analyse durchgefhrt.

In der vorliegenden Western-Analyse nach 2D-PAGE waren eine Vielzahl an Antikorper-
Signalen unterschiedlicher Intensitét zu beobachten (Abb. 17 C, 1*, 2*, 3*, D1*, D2*, D3*,
F*, *). Die verschiedenen Signale waren in unterschiedlichen Molekularmassenbereichen zu
finden. Doch auch durch eine Uberlagerung der Western-Analyse mit dem Coomassie
gefarbten Gel, konnten keine sicheren Aussagen Uber die Identitét der Proteine gemacht
werden, mit denen der Antikorper reagierte. Allerdings erkannte der Antikorper a-Alb3 3 ein
Signal im Molekularmassenbereich von etwa 47 kD (Abb. 16 C, 1*), das als Identifizierung
des Alb3-Proteins interpretiert wurde. Dieses Protein bei ca. 47 kD stammte aus keinem
Komplex, da es schon in der ersten Dimension auf der Hohe von etwa 47 kD lief. In diesem
Bereich laufen die as ,freies’ Protein bezeichneten Proteine, da Proteinkomplexe in den
meisten Fallen hohere Molekularmassen besitzen. Die anderen Signale wurden auf

Wechselwirkungen des Antikorpers mit unbekannten Proteinen zurtickgefuhrt.
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Abbildung 17: Zwedimensionade Gelelektrophorese von Chloroplastenextrakten von A.
thaliana und anschlief3ende WesternAnalyse mit dem priméaren Antikorper a-Alb3 3. Es
wurde ein Aliquot an Chloroplastenextrakt von A. thaliana entsprechend einer Menge von 40
pg an Chlorophyll (siehe 3.1.3) aufbereitet und mittels BN-PAGE aufgetrennt. In der zweiten
Dimension wurden die zuvor aufgetrennten Komplexe in ihre Einzelproteine zerlegt und
entsprechend der Molekularmasse aufgelost (siehe 3.1.4.3). Ein SDS-Gel wurde mit
Coomassie gefarbt (B) (siehe 3.1.5.1) und ein dazu identisches SDS-Gel wurde zusammen mit
einem Streifen aus der ersten Dimension auf eine Membran trarsferiert und fir die
anschlief3ende WesternAnalyse mit dem priméren Antikorper a-Alb3_3 verwendet (C) (siehe
3.1.6). Die Proteine ¢Komplexe) des Gelstreifens der ersten Dimension (A) wurden mit
Coomassie aus dem gefarbten Kathodenpuffer gefarbt. Die Markerbanden des High
Molecular Weight-Markers (A) und des Low Molecular Weight-Markers (B) und (C) (beide
Amersham Phamacia Biotech) sind angezeichnet. Die Benennung der Signale in der Western
Analyse der zweiten Dimension folgt der aus Abbildung 10.
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Die Signale aus dieser WesternAnalyse wurden mit den Ergebnissen aus der Western
Anaysen dieses Antikorpers nach der 1D-Gelelektrophorese (4.1.2) und der des Antikorpers
a-Alb3_1 nach 2D-Gelelektrophorese (4.1.6.1) verglichen.

Zunéchst wurde ein Vergleich zwischen den Western- Analysen vorgenommen, die mit dem
gleichen Antikérper @-Alb3_3) durchgefuhrt wurden. Bel der Benennung der Signale in
Abb. 17 C wurde Bezug auf die Beschriftung in Abb. 10 Spur 2 genommen. Wurden alle
Signale, die in Abb. 17 C auf einer horizontalen Linie lagen, auf dieser Linie verschoben,
wurde deutlich, dass das Muster aller starken Signale aus Abb. 10 auch in Abb. 17 C
wiederzufinden war (Abb. 17 C, 1*, 2*, 3*, D1*, D2*, D3*). Das wichtigste Signal (Abb. 17
C, 1*) wurde as Reaktion des Antikdrpers mit dem Alb3-Protein interpretiert. Das Alb3-
Protein schien in dieser WesternAnalyse alerdings bel etwa 47 kD vom Antikérper erkannt
zu werden. Ob es sich somit tatsachlich um das Alb3-Protein handelte und warum es hier bei
einer etwas hoheren Molekularmasse identifiziert wurde, konnte nicht abschlief3end geklart
werden.

Beachtenswert waren die Signale der Proteine im Bereich von etwa 36 bis 38 kD. Hier lag fir
den Antikorper a-Alb3 3 in der WesternAnalyse der eindimensionalen Gelelektrophorese
eine Doppelbande vor (Abb. 10, Sour 2, 2*, 3*). Auch in der Western-Analyse nach der 2D-
Gelelektrophorese fanden sich in diesem Bereich mehrere Proteine wieder. Wurden diese
Signale wieder as auf einer horizontalen Linie zusammengeschoben betrachtet, ergabe sich
wieder eine Doppelbande (Abb. 17 C, 2*, 3*, *). Das Protein, das in Abb. 10 bel etwa 30 kD
gefunden wurde (Abb. 10, Spur 2, D*), schien Bestandteil von drei Komplexen zu sein. Zog
man eine vertikale Linie durch die Signale D1*, D2* und D3*, so stellte man fest, dass diese
Proteine Bestandteile von Komplexen gewesen sein missen, die in der ersten Dimension als
grune, d.h. chlorophyllhaltige Banden aufgetrennt wurden Die Vermutung, dass es sich aus
diesem Grund bei den Signalen D1*, D2* und D3* in Abb. 17 um ein LHCP handelte, lag
zwar nahe, konnte aber nicht abschlief3end bestétigt werden. Im Vergleich zu Abb. 10 wurden
in dieser Western-Analyse zwei zusétzliche Proteine bei etwa 21 und 18 kD vom Antikorper
a-Alb3_3 erkannt (Abb. 17 C, F*). Warum diese in Abb. 10 nicht detektiert worden waren,
konnte ebenfalls nicht geklart werden (vgl. aber 6.1.1.7).

Der Vergleich der hier erhaltenen Ergebnisse mit den Ergebnissen der WesternAnalyse, in
der a-Alb3 1 as primarer Antikorper verwendet wurde (4.1.6.1), machte die Probleme mit

den Western-Analysen deutlich, die wahrend dieser Arbeit auftraten. So konnte im Fall des

49



Antikorpers a-Alb3 3 das Alb3-Protein nach eindimensionaler sowie zwedimensionaer
Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Mit dem Antikorper der a-Alb3 1 war das nicht
moglich. Hier schien das Signal in der WesternAnalyse nach 2D-Gelelektrophorese
spezifisch zu fehlen (vgl. Abb. 16 D mit Abb. 10). Erwdhnenswert dabel ist, dass der
Chloroplastenextrakt fur die beiden Western-Analysen von unterschiedlichen Préparationen
stammte. Die Aufarbeitungen erfolgten nach dem gleichen Protokoll, aber es ist moglich, dass
sich die Chloroplastenextrakte unterschieden. Die genauen Ursachen dafir, dass das Alb3-
Protein im einen Fall nachgewiesen werden konnte und im anderen nicht, konnte nicht geklart

werden. Die Beobachtung wird unter 6.1.1.7 diskutiert.

Das Ergebnis dieses Versuchs war, dass es prinzipiell, technisch moglich sein konnte das
Alb3-Protein in einer WesternAnalyse nach zweidimensionaler Gelelektrophorese zu
identifizieren. Unter den gewdhiten Versuchsbedingungen konnte alerdings kein Alb3-

haltiger Protein-Komplex nachgewiesen werden.

4.1.6.3 WesternAnayse mit dem Antikorper a-Alb3_RH nach 2D-Gelelektrophorese

Ziel dieses Versuchs war es das Alb3-Protein zu identifizieren und auf Grund der
Identifizierung des Alb3-Einzel proteins einen Alb3-haltigen Komplex zu finden (siehe 4.1.6).
Dazu wurden zunédchst die Protein-Komplexe eines Chloroplastenextrakts von A. thaliana in
der ersten Dimension Uber BN-PAGE aufgetrennt (Abb. 18 A). Anschlief3end erfolgte die
Auftrennung der Protein-Komplexe in ihre Einzelproteine in der zweiten Dimension (Abb.18
B). Der Nachwes des Alb3-Proteins wurde Uber eine WesternAnayse der zweiten
Dimension mit dem Antikorper a-Alb3_RH vorgenommen (Abb. 18 C). Mit einer ersten

Dimension wurde keine Western-Analyse durchgeftihrt.

In der gezeigten Western Analyse waren zwei Signale zu erkennen (Abb. 18 C). Das eine lag
bei etwa 18 kD (Abb. 18 C; *) und das andere bel etwa 36 kD (Abb. 18 C; 2*). Fir beide
Signale war nicht bekannt, um welche Proteine es sich handelte, allerdings wurde vermutet,
dass es sich bei dem 36 kD-Signal um das Cytf-Protein handelte (siehe 4.1.2 und 4.1.6.1).

Da ca. die 2-fache (im Vergleich zu 4.1.6.1) bzw. 2,5-fache (im Vergleich zu 4.1.6.2) Menge
an Chloroplastenextrakt auf die erste Dimension aufgetragen wurde, ist die Intensitét der
Signale in dieser WesternAnalyse gegeniber den anderen beiden WesternAnalysen viel

starker.
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Es konnte somit weder das Alb3-Protein noch Alb3-haltige Komplexe in dieser Western
Analyse, mit dem ansonsten as Referenz-Antikorper verwendeten Antikorper a-Alb3_RH,

nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Zweidimensionadle Gelelektrophorese von Chloroplastenextrakten von A.
thaliana und anschlief3ende WesternAnalyse mit dem priméren Antikorper a-Alb3 RH. Es
wurde ein Aliquot an Chloroplastenextrakt aus A. thaliana entsprechend einer Menge von 100
pg an Chlorophyll (siehe 3.1.3) aufbereitet und mittels BN-PAGE aufgetrennt. In der zweiten
Dimension wurden die zuvor aufgetrennten Komplexe in ihre Einzelproteine zerlegt und
entsprechend der Molekularmasse aufgelost (siehe 3.1.4.3). Das SDS-Gel wurde auf eine
Membran transferiert und fir die anschlieRerde WesternAnalyse mit dem priméren
Antikorper a-Alb3_RH verwendet (C) (siehe 3.1.6). Die in dieser Abbildung dargestellte
erste Dimension (A) bzw. Coomassie geférbte zweite Dimension (B) waren nicht mit den zur
Western-Analyse verwendeten Gelen identisch. Auf die dargestellten Gele wurde lediglich
Chloroplastenextrakt entsprechend einer Menge von 40 pg (und nicht 100 pg) an Chlorophyll
aufgetragen. Die Proteine (-Komplexe) des Gelstreifens der ersten Dimension (A) wurden mit
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Coomassie aus dem gefarbten Kathodenpuffer gefarbt. Die Markerbanden des High
Molecular Weight-Markers (A) und des Low Molecular Weight-Markers (B) und (C) (beide
Amersham Phamacia Biotech) sind angezeichnet. Die Benennung der Signale in der Western
Analyse der zweiten Dimension folgt der aus Abbildung 10.

4.1.7 Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation

Nach zweidimensionaler Gelelektrophorese wurde das Alb3-Protein in WesternAnalysen
moglicherweise nur mit dem Antikorper a-Alb3 3 nachgewiesen (Abb. 17 C, 1*). Die
Molekularmasse des Signals deutete aber darauf hin, dass mit diesem Antikorper keine Alb3-
haltigen Komplexe identifiziert wurden. In der WesternrAnalyse der ersten Dimension mit
dem Antikorper a-Alb3 1 gab es jedoch ein Signa oberhalb von 669 kD (Abb. 16 C, K1),
das auf einen Komplex hindeuten kénnte.

In einer anderen Arbeit konnten mit Hilfe der Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
bereits zwel Alb3-Komplexe in einer mit Alb3-1 komplementierten C. reinhardtii ac29-
Mutante nachgewiesen werden (Bellafiore et al, 2002). Diese Komplexe hatten eine Grofde
zwischen 60 und 80 kD sowie zwischen 600 und 700 kD.

Um zu Uberprifen, ob das hochmolekulare Signal aus der WesternAnalyse der ersten
Dimension mit dem Antikorper a-Alb3_1 auf einen Alb3-Komplex zurtickzuftihren ist, wurde
auch in dieser Arbeit die Saccharose-DichtegradientenZentrifugation zum Auftrennen des

Gesamtproteins aus dem Chloroplastenextrakt von A. thaliana verwendet.

Aullerdem gab es die Vermutung, dass das Alb3-Protein as Komponente des
cotrandationalen cpSRP-Weges fur den Export von Proteinen in die Thylakoidmembran
(Abb. 2) in hochmolekularen Komplexen mit Ribosomen assoziiert vorkommen koénnte
(Nilsson et a, 1999). Diese konnten zu grof3 sein, um in das Polyacrylamidgel einzulaufen.
Mit der Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation als Technik zum Auftrennen des

Gesamtproteins sollte versucht werden, dieses Problem zu umgehen.

4.1.7.1 Western Analyse mit a-Alb3_1 nach Saccharose-DichtegradientenZentrifugation

Ziel dieses Versuchs war es zu Uberprifen, ob es sich bei dem hochmolekularen Signal in der
Western-Analyse der ersten Dimension (Abb. 16 C, K1) mit dem Antikdrper a-Alb3 1 um
einen Alb3-haltigen Komplex handelte.
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Abbildung 19: Saccharose-DichtegradientenZentrifugation von Chloroplastenextrakten von
A. thaliana und anschlief3ende WesternAnalyse mit dem primaren Antikorper a-Alb3 1. Es
wurde ein Aliquot an Chloroplastenextrakt von A. thaliana entsprechend einer Menge von

53



300 pg an Chlorophyll aufbereitet (siehe 3.1.3) und auf einen linearen Saccharose-
Dichtegradienten (0,1 M bis 1,0 M) aufgetragen (siehe 3.1.7). Nach der beendeten
Zentrifugation (190000 x g; 16,5 h; 4 °C) wurde der Gradient von oben nach unten in 1 ml
Fraktionen aufgeteilt und jeweils 30 pl davon auf ein 12,5 %iges, denaturierendes SDS-Gel
aufgetragen (siehe 3.1.4.1). Eines von zwei identisch behandelten Gelen wurde Silber geféarbt
(A) (siehe 3.1.5.2) und das andere wurde ohne vorher mit dem Antikorper inkubiert gewesen
zu sein mit den Entwicklungsiésungen behandelt (B) und nach der Inkubation mit dem
priméaren Antikorper a-Alb3 1 fur die WesternAnayse verwendet (C) (siehe 3.1.6). Die
Banden des Low Molecular Weight-Markers (Amersham Phamacia Biotech) sind
angezeichnet. Die Benennung der Signale in der Western-Analyse folgt der aus Abbildung 10.

Die Auftrennung des Gesamtproteins von Chloroplastenextrakten von A. thaliana erfolgte
Uber einen linearen Saccharose-Gradienten. Zur Identifizierung des Alb3-Proteins wurde eine
an die Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation anschlieffende Western-Analyse mit dem
Antikorper a-Alb3_1 durchgefihrt.

Im Bereich von 45 kD der vorliegenden WesternAnadyse (Abb. 19 C) erkannte der
Antikorper kein Signal, so dass Alb3 nicht identifiziert wurde. Insgesamt waren jedoch eine
Vielzahl an Signalen detektiert worden (Abb. 19 C, A*, 2*, C*, D*, E*). In den Fraktionen 4,
5 und 6 wurden jeweils drel Proteine erkannt, die im Molekularmassenbereich zwischen ca.
26 und 28 kD lagen (Abb. 19 C, E*, F*, G*). In der Fraktion 13 (Pellet) erkannte der
Antikorper ein etwa 55 kD Protein (Abb. 19 A*). Umwelche Proteine es sich in diesen Fallen
handelte, konnte nicht geklart werden.

Ein weiteres Signal dieser WesternAnalyse war in der Fraktion 6 auf der Hohe von etwa 33
kD zu beobachten (Abb. 19 B und C, 2*). Dieses Signal war deswegen interessant, weil das
Fluoreszenz-Signal nicht durch spezifische Reaktion mit dem Antikorper ausgel6st wurde.
Wurden die Proteine auf der Blotmembran ohne vorherige Inkubation in einer
Antikérperlésung mit den ECL-Entwicklungsiésungen (Luminol, pCoumarat, Puffer, HO»;
siehe 3.1.6) behandelt, kam dieses Signal ebenfalls deutlich zum Vorschein (Abb. 19 B, 2*).
Das war der Nachweis dafiir, dass das Fluoreszenz-Signal nicht aus der Reaktion eines
Antikorpers resultierte. Es handelte sich bel diesem Signal wahrscheinlich um das Cytf-
Protein, dessen Fe**-Atom der Ham-Gruppe mit den Entwicklungslésungen reagieren kann
und das Fluoreszenz-Signal erzeugt. Insgesamt konnte keines der Signale jedoch sicher zu

einem Protein zugeordnet werden.

Bel einem Vergleich von Abbildung 10 Spur 1 und 2 mit der hier gezeigten Western-Analyse
(Abb. 19 C) wurde deutlich, dass einige der Signade analog zu sein schienen.

Dementsprechend wurde die Bezeichnung der Signale der Beschriftung aus Abb. 10
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angepasst. Zwar unterschieden sich die Verhdltnisse in den Signalintensitdten teilweise
deutlich (Abb. 19 C, C* / E* mit Abb. 10 Spur 1 und 2, C / E), jedoch war das Muster der
Signale dhnlich. Die Abstande zwischen den Signalen in Abb. 10 sind allerdings etwas grof3er
da eine geringere Acrylamidkonzentration zur Polymeriserung der SDS-Gele verwendet

worden war.

Die Ergebnisse zeigten, dass das Alb3-Protein auch nach Auftrennung des Gesamtproteins
eines Chloroplastenextrakts von A. thaliana mittels Saccharose-Dichtegradienten

Zentrifugation nicht mit dem Antikdrper a-Alb3_1 identifiziert werden konnte.

Da das AIb3-Protein nach zweidimensionaer Gelelektrophorese und Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation in der anschlieBenden WesternAnalyse mit den
vorhandenen Antikorpern nicht reproduzierbar (vgl. 4.1.2 mit 4.1.6.1 und 4.1.6.2) und nicht
eindeutig nachgewiesen werden konnte, sollte Uberprift werden, ob die zuvor in den
AntikOrpertests als Alb3 interpretierten Signale (Abb. 10, 1*, Pfeil) tatsichlich vom Alb3-
Protein stammten. Hierzu sollte die cDNA des Alb3-Gens kloniert werden. Nach der
anschliefienden Herstellung eines Expressionsklons sollte das Alb3-Protein rekombinant
synthetisiert werden. Die vorhandenen Antikorper sollten dann in weiteren Western Analysen

mit dem rekombinant synthetisierten Protein erneut getestet werden.
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4.2 Molekularbiologische Ergebnisse

Die molekularbiologische Zielstellung war es die ab3-cDNA zu klonieren, um einen
Expressionsklon herstellen zu koénnen, mit dem das Alb-Protein rekombinant synthetisiert

werden sollte

4.2.1 Herstellung von alb3-cDNA

Eigene Versuche die alb3-cDNA mittels PCR aus einer | -Phagenbank oder mittels RT-PCR
aus isolierter RNA von A. thaliana zu gewinnen, blieben ohne Erfolg (Daten nicht gezeigt).
Die klonierte alb3-cDNA (Sundberg et al. 1997) wurde von Frau Prof. Dr. Sundberg
(Evolutionary Biology Centre, Department of Physiological Botany, University of Uppsala,
Schweden) zur Verfigung gestellt und sollte gerichtet (EcoRV (5 -Ende) und Xhol (3"-Ende))
im Vektor pBlueskripf® 11 SK+ (Stratagene, USA) einkloniert vorliegen (Sundberg,
personliche Mitteilung). Die Grolde des inserierten alb3-cDNA-Fragmentes entsprach der in
der NCBI-Datenbank abgelegten Sequenz von 1,72 kb (Accession # ATU89272).

4.2.2 Uberprifung des Ausgangsmaterials auf die alb3-cDNA mit PCR

Mit einer PCR konnte gezeigt werden, dass das zugesandte Material tatséchlich die alb3-
cDNA in der angegebenen Orientierung enthielt.

Dazu wurden sechs PCR-Ansédtze mit jewells forward (fw) und reverse (rev) Primern fir Alb3
und M13 (siehe 2.6) in unterschiedlichen Kombinationen angesetzt und die erzeugten DNA-
Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt (Abb. 20).

ER N 1 2 3 d 5 5

Abbildung 20: PCR mit der zur Verfligung
gestellten alb3-cDNA. Das Agarosegel wurde
wie folgt beladen (sehe 3.2.7): 1-KB-Leiter
(KB), DNA-Marker (M), dann jeweils 1 pl der
10 pl PCR-Ansdtze mit den folgenden Primern
(siehe 3.2.8):

3

235
1635

1018
(1) M13 fw, M13rev (2) M13 fw, Alb3 rev
(3) M13 fw, Alb3 fw (4) M13 rev, Alb3 rev
(5) M13 rev, Alb3 fw (6) Alb3 fw, Alb3 rev
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Die verwendeten Alb3-Primer (fw und rev) erzeugten in der durchgefiihrten PCR ein DNA-
Fragment (Abb. 20, 6), das avischen den Grél3enmarkern von etwa 1,6 kb und 2 kb lag (Abb.
20, KB). Damit konnte nachgewiesen werden, dass das Ausgangsmateria tatsachlich die
alb3-cDNA enthielt. Mit den M13-Primern (fw und rev) wurde ein DNA-Fragment erzeugt
(Abb. 20, 1), das wie erwartet etwas grof3er als war as das Fragment, das mit den Alb3-
Primern generiert wurde (Abb. 20, 6) (vgl. dazu Abb. 21). Die Kombination aus M13 fw und
Alb3 rev (Abb. 20, 2) und M13 rev und Alb3 fw (Abb. 20, 5) lieferten nur schwache, kaum
erkennbare Signale. Mit den Primerkombinationen M13 fw und Alb3 fw (Abb. 20, 3) sowie
M13 rev und Alb3 rev (Abb. 20, 4) hingegen wurden deutliche DNA-Fragmente erzeugt, die
in einer Grofenordnung von etwas Uber 1,6 kb lagen.

ampicilin

Alb3 in pBluescript Il SK (+)
~4,6 kb
Abbildung 21: Schematischer Aufbau des
pBluescript® Il SK + Vektors und
Orientierung der einklonierten alb3-cDNA.
Der Vektor enthdt einen f1 (+) ori, eine
Amipicilin-Resistenz, einen pUC ori und eine
multiple Klonierungsstelle (MCS; rote Box).
Die Bindungsstellen der verwendeten Primer
(sehe 2.6) und die Schnittstellen von Xhol
M13rev  und EcoRV sind eingezeichnet.

Alb3 fw

1 (+) ori

NAIbS rev

Das Vorhandensein der alb3-cDNA konnte mit dieser PCR eindeutig nachgewiesen werden
(Abb. 20, 6). Ebenso konnte die Orientierung im pBluescript® 11 SK + Vektor geklart werden

(vgl. Abb. 21), die der von Prof. Sundberg angegebenen entsprach. Nur bestimmte
Kombinationen aus M13- und Alb3-spezifischen Oligonukleotiden generierten PCR-
Fragmente (Abb. 20, 3 und 4).

Anschlief3end wurde die Alb3 cDNA in den E. coli-Stamm DH5a transformiert und die

Plasmid-DNA aus den Transformanten isoliert.
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4.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA |

Aus transformierten BakterienZellen (siehe 3.2.2) konnte das eingebrachte DNA-Plasmid
mittels DNA-Mini-Préparation isoliert werden (siehe 3.2.3). Anschlieffend wurden die
verschiedenen isolierten DNA-Plasmide mittels PCR (sehe 3.28 und 4.2.3.2) und
Sequenzierung (siehe 3.2.10 und 4.2.3.5) ardlysiert. Dabei stellte sich heraus, dass sich mit

der Ihcb1-cDNA auch eine Verunreinigung in den Transformanten befand.

4.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels DNA-Mini-Prdparation |

Nachdem der zur Verfligung gestellte cDNA Klon (siehe 4.2.1) in den E. coli-Stamm DH5a
transformiert worden war (siehe 3.2.2), wurde das eingebrachte DNA-Plasmid anschlief3end
mittels DNA-Mini-Prdparation aus den transformierten Bakterien Zellen isoliert (siehe 3.2.3).
Die isolierten Plasmide wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt (siehe 3.2.7)(Abb. 22).
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Abbildung 22: DNA-Mini-Préparation | von zwolf willkirlich ausgewahiten Klonen. Das
Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M), (1)
(12) jewells 1 pl der Mini-Prgparationsausbeute (etwa 30ul); Die mit den schwarzen,
senkrechten Pfeilen markierten Spuren (2) und (3) wurden sequenziert (siehe 3.2.10 und
4.2.3.5); Die Spuren, die mit Sternchen gekennzeichnet sind (3, 4 ,5,8,9,10,11 ,12), wurden
fur eine anschlief3ende Kontroll-PCR (siehe 3.2.8 und Abb. 23 und 24) verwendet. Mit den
weil3en Pfeilen (A ,B ,C) wurden Plasmid-Banden markiert.

Die Auswertung des Agarosegels, auf das die gleiche Menge an Plasmid-DNA-Préparation
von zwolf willkdrlich ausgewahlten Klonen aufgetragen und aufgetrennt wurde, zeigte, dass
die Transformation erfolgreich gewesen war (Abb. 22). Die intensivste Bande lag bei allen
Transformanten etwa zwischen der 1,6 kb- und 2,0 kb-Markerbande (Abb. 22, C-Pfeil). Diese
Bande wurde dem topologischen ,, supercoiled‘-Zustand des Plasmids zugeordnet, der einen

sehr kompakten Zustand von DNA-Plasmiden darstellt und deswegen weiter ins Gel einlauft,
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as das fur die Molekularmasse zu erwarten wére. Durch einen Intensitétsvergleich der
Signale wurde offensichtlich, dass die Ausbeuten an Plasmid-DNA unterschiedlich hoch
waren (vgl. Abb. 22 Spur 1 und 3). Weiterhin fielen zwel schwachere Banden (Abb. 22, A-
und B-Pfell) auf, die auf der Hohe von etwas Uber 3 kb liefen und wahrscheinlich anderen
topologischen Strukturen des Plasmids entsprachen. Alle drei Banden (Abb. 22, A ,B- ,C-
Pfeil) liefen fur die zwolf ausgewahlten Klone im Agarosegel auf der gleichen Hohe.
Nachdem das Ausgangsmaterial erfolgreich transformiert worden war, sollten die isolierten
DNA-Plasmide auf das VVorhandensein der alb3-cDNA Uberprift werden.

4.2.3.2 Kontroll-PCR der isolierten Plasmid-DNA aus 4.2.3.1

Mit einer Kontroll-PCR der isolierten Plasmide aus 4.2.3.1 sollte Gberprift werden, ob es sich
bei den isolierten Plasmiden um die alb3-cDNA handelte.

Dazu waren willkirlich Plasmid-DNA-Préparationen ausgewdhlt worden (Abb. 22,
Sternchen), aus denen mit den Alb3-Primern (fw und rev) spezifisch das Alb3-Fragment
amplifiziert werden sollte (Abb. 23 und 24; Die Ziffern der Spuren bei der Benennung der
beiden Abbildungen ist zu den Ziffern aus Abb. 22 analog).

Abbildung 23: Kontroll-PCR fur ausgewéhlte Klone I. Das Agarosegel wurde wie folgt
beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M), Die Spuren (3), (4), (5) und (8)
wurden mit jeweils 1 pl des zur PCR eingesetzten Plasmids beladen. Die Spuren (3pcr),
(4pcr), (Brcr) UNd (8pcr) Wurden mit jeweils 1 pl des PCR-Ansatzes beladen. Die PCR wurde
in einem 50 pl Ansatz und mit den Alb3-Primern (fw und rev) durchgeftihrt (siehe 3.2.8). Der
Pfeil (3) markiert das Plasmid, das sequenziert worden ist. Die drei weil3en mit (A) (B) und
(C) markierten Doppelpfeile zeigen auf amplifizierte DNA-Fragmente.
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Abbildung 24: Kontroll-PCR fur ausgewahlte Klone Il. Das Agarosegel wurde wie folgt
beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M), Die Spuren (9), (10), (11) und
(12) wurden mit jeweils 1 ul des zur PCR eingesetzten Plasmids beladen. Die Spuren (9pcr),
(10pcR), (11pcr) und (12pcr) Wurden mit jeweils 1 pl des PCRAnsatzes beladen. Die PCR
wurde in eéinem 50 pl Ansatz und mit den Alb3-Primern (fw und rev) durchgefihrt (siehe
3.2.8). Die mit Sternchen markierten Klone (10) und (11) wurden fir eine DNA-Maxi-
Préparation ausgewahlt (sehe 4.2.3.3).

Auf die Agarosegele (Abb. 23 und Abb. 24) wurde jeweils ein Aliquot der Plasmid-DNA-
Praparation (Abb. 23, 3, 4, 5, 8 und Abb. 24, 9, 10, 11, 12) und ein Aliquot der PCR, die mit
den Alb3-Primern (fw und rev) durchgefthrten worden war (Abb. 23, 3scr, 4prcr, Spcr, 8pcr
und Abb. 24, 9pcr, 10pcr, 11pcr, 12 pcr) aufgetragen. Die Fragmente, die bel einer Grolde
von etwa 1,6 kb lagen, entsprachen der amplifizierten alb3-cDNA (Abb. 23, 5pcr, 8pcr,
Doppelpfeil C und Abb. 24, 9pcRr, 10 pcr, 11pcr, 12 pcr) UNd zeigten, dass die alb3-cDNA in
verschiedene Klone (Abb. 23, 5, 8 und Abb. 24, 9, 10, 11, 12) transformiert worden war.

Neben den Alb3-Fragmenten wurden unbekannte DNA-Fragmente bei etwa 1,3 kb (Abb. 23,
Doppelpfeil A) und etwa 0,8 kb (Abb. 23, Doppelpfeil B) generiert. Diese Signale waren

zunachst nicht zu erklaren und deuteten erstmals auf eine Kontamination hin.

Auf Grund des nicht eindeutigen Nachweis der alb3-cDNA wurden verschiedene Klone (Abb.
22 und 24, 10 und 11) fUr eine DNA-Maxi-Préparation (siehe 3.2.4) ausgewéhlt und die
Plasmid-DNA weiterer Klone (Abb. 22; 2 und 3) sequenziert (siehe 3.2.10 und 4.2.2.5).

4.2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA mittels DNA-Maxi-Praparation |
Mit der DNA-Maxi-Praparation sollten grofere Mengen an Plasmid-DNA isoliert werden.
Die Ausbeute an Plasmid-DNA einer DNA-Maxi-Préparation von zwei Klonen (Abb. 24, 10

und 11, Sternchen) wurde anhand eines Agarosegels abgeschétzt (3.2.7). Dazu wurden eine
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bekannte Menge an DNA mit auf das Gel aufgetragen (Daten nicht gezeigt). Durch einen
Intensitdtsvergleich der Banden (Abb. 25, Spuren 10 und 11) mit dem Standard konnte die
gewonnene Menge an Plasmid-DNA grob abgeschétzt werden (Daten nicht gezeigt).
Anschlief3end wurden beide DNA-Maxi- Préparationen mittels PCR mit den Alb3-Primern (fw
und rev) kontrolliert (siehe 3.2.8 und 4.2.3.4) und sequenziert (siehe 3.2.10 und 4.2.3.5).
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Abbildung 25: DNA-Maxi-Prdparation | von zwei ausgewdahliten Klonen.
Das Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter (KB), 1
pl von 250 pl aus der DNA-Maxi-Préparation des Klons (10) aus Abbildung
22 und 1 pl von 100 pl aus der DNA-Maxi-Préparation des Klons (11) aus
Abbildung 22.

4.2.3.4 Kontroll-PCR der DNA-Maxi-Prgparation | aus4.2.3.3

Die aus der in 4.2.3.3 beschriebenen DNA-Maxi-Prdparation erhaltenen Plasmide sollten auf

das Vorhandensein der alb3-cDNA Uberpriift werden.

Dazu wurde eine PCR der DNA-Maxi-Préparation mit den Alb3-Primern (fw und rev)
durchgefiihrt und die erzeugten DNA-Fragmente Uber ein Agarosegel aufgetrennt (Abb. 26).

Bei der PCR wurden fir beide Klone jeweils ein DNA-Fragment auf der Hohe des erwarteten
Alb3-Fragmentes bei ca. 1,6 kb generiert (Abb. 26, 10 und 11). Weiterhin wurden jedoch

auch kleinere DNA-Fragmente beobachtet, die wie in 4.2.3.2 auf eine Verunreinigung deuten.
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Abbildung 26: Kontroll-PCR der DNA-Maxi-Préparation |. Das
Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter
(KB), DNA-Marker (M), In den Spuren (10) und (11) wurden
jeweils 1 pl des PCR-Ansatzes der DNA-Maxi-Préparation auf das
Gel geladen. Die PCR wurde in einem 50 pl Ansatz und mit den
Primern Alb3 fw und rev durchgefihrt (siehe 3.2.8).
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4.2.3.5 Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA |

Da die verschiedenen Kontroll-PCR’s bereits darauf hindeuteten (4.1.3.2 und 4.2.3.4), dass
neben der alb3-cDNA ein weiteres Plasmid isoliert wurde, sollte dies mit einer Sequenzierung

(siehe 3.2.10) der isolierten Plasmide Uberprift werden.

Verschiedene Klone der DNA-Mini- und der DNA-Maxi-Praparation wurden zur
Sequenzierung ausgewahlt (Abb. 22; 2 und 3 und Abb. 25; 10 und 11).

Die Sequenzierung der Klone aus der DNA-Mini-Préparation (Abb. 22; 2 und 3) mit Alb3-
Primern lieferte zunéchst kein Ergebnis, was verschiedene Ursachen gehabt haben kénnte. Zu
dem Zeitpunkt konnten diese Ursachen noch nicht eindeutig geklart werden. Zur Kontrolle
wurden anschlieffend M13-Primer fir die Sequenzierung verwendet und es konnten
Sequenzen ermittelt werden. Es wurden dabei Sequenzen fir die |hcbl-cDNA gefunden
(kodiert fur ein chlorophyll-a-bindenendes Protein aus A. thaliana, siehe Anhang Abb. 111),
die in einem puc-Vektor kloniert vorlag. Somit wurde ein Nachwels fir eine Kontamination

des Ausgangsmaterials erbracht (siehe dazu 6.2).
Die Sequenzierung der beiden DNA-Plasmide aus der DNA-Maxi-Prdparation (Abb. 25; 10
und 11) lieferte ebenfalls die gleichen Ihcb1l-cDNA Sequenzen.

Aus diesem Grund wurde in weiteren Versuchen noch einmal aus einer Vielzahl an Klonen
die Plasmid-DNA isoliert und auf die ab3-cDNA hin Uberprift (siehe 4.2.4). Dazu wurden,
wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, DNA-Mini-Préparationen (siehe 3.2.3), Kontroll-PCR’s
(siehe 3.2.8) und Sequenzierungen (siehe 3.2.10) durchgefhrt.

4.2.4 1solierung von Plasmid-DNA 11

Nachdem die ab3-cDNA mit Hilfe der Sequenzierung (siehe 4.2.3.5) zunéchst nicht in den
isolierten DNA-Plasmiden nachgewiesen werden konnte, wurden die Versuche wiederholt.

4.2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels DNA-Mini-Préparation |1

Aus transformierten Bakterien-Zellen (siehe 3.2.2) wurde erneut Plasmid-DNA mittels DNA-
Mini-Praparation isoliert (siehe 3.2.3). Die Plasamid-DNA wurde anschlief?}end auf zwei
Agarosegele aufgetragen und aufgetrennt (Abb. 27 und 28).
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DaPlasmid-DNA aus 20 verschiedenen Klonen isoliert wurde, mussten zwei Agarosegele zur
Auftrennung der Plasmide verwendet werden (Abb. 27 und Abb. 28). Auf der Hohe zwischen
der 1,6 kb- und 2,0 kb-Bande des einen Markers (Abb. 27 und 28, KB), gab es jeweils eine
deutliche Bande (Abb. 27 und 28, nicht gesondert markiert). Diese Bande wurde dem
topologischen ,, supercoiled*-Zustand des Plasmids zugeordnet, der einen sehr kompakten
Zustand for Plasmide darstellt und deswegen weiter ins Gel einlauft, as das fur die
Molekularmasse zu erwarten wére. Weiterhin gab es zwei schwéchere Banden zu sehen (vgl.
Abb. 22), die wahrscheinlich anderen topol ogischen Strukturen des Plasmids entsprachen.

Mit Hilfe der Agarosegele konnte die Ausbeute an Plasmid-DNA Uberprift werden. Der
Vergleich der Intensitét der einzelnen Banden mit der Intensitét der Signals eines Markers
(Abb. 27 und 28, M) ermdglichte einen quantitativen Vergleich. Die obere Bande dieses
Markers, die bei etwa 1,4 kb lag, entsprach einer DNA-Menge von 180 ng. Beim Vergleich
der Signalintensitéten der verschiedenen DNA-Mini-Prgparationen wurde deutlich, dass die
Ausbeuten unterschiedlich hoch waren (vgl. Abb. 27, E und F). Allerdings befand sich n
jedem Ansatz, mit Ausnahme eines Klons (Abb. 27, A), isolierte Plasmid-DNA.

Die hier isolierte Plasmid-DNA wurde in weiteren Versuchen auf das Vorhandensein der
Alb3-cDNA untersucht.

Abbildung 27: DNA-Mini-Préparation |1 von
zehn willkdrlich ausgew&hlten Klonen. Das
Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe
3.2.7): 1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M),
(1-(20) jeweils 1 pl  der  Mini-
Préparationsausbeute (etwa 30pl); Die Spuren,
die mit Sternchen gekennzeichnet wurden (1)
bis (10), wurden fir ene anschliefende
Kontroll-PCR (Abb. 29) verwendet.

Abbildung 28: DNA-Mini-Préparation |1 von
zehn willkirlich ausgewéhlten Klonen. Das
Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe
3.2.7); 1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M),
(1)-(10) jeweills 1 pl der  Mini-
Préparationsausbeute (etwa 30pl); Die Spuren,
die mit Sternchen gekennzeichnet wurden (1)
bis (10), wurden fiUr ene anschlief3ende
Kontroll-PCR (Abb. 29) verwendet. Die mit
dem Pfel markierte Spur (10) wurde
sequenziert (siehe 3.2.10 und 4.2.4.5).
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4.2.4.2 Kontroll-PCR der isolierten Plasmid-DNA aus 4.2.4.1

Die Kontroll-PCR von isolierten DNA-Plasmiden aus 4.2.4.1 sollte zeigen, ob es sich bei den
isolierten Plasmiden um die ab3-cDNA handelte.

Die PCR wurde fur ale Plasmid-DNA-Préparationen (Abb. 27 und 28) mit den Alb3-Primern
(fw und rev) durchgefihrt.

In den meisten Ansdtzen wurden mehrere Fragmente amplifiziert, die nicht der erwarteten
MolekulargrofRe von etwa 1,6 kb entsprachen (Abb. 29, A bis J und Abb. 30 K his T).
Lediglich ein Klon (Abb. 30, U, Pfeil), lieferte ausschliefdlich ein Signal, das der erwarteten
Molekularmasse von etwa 1,6 kb und damit dem alb3-cDNA-Fragment entsprach. Das alb3-
cDNA-Signa fand sich auch in anderen Klonen wieder (vgl. Abb. 30, O, R und S). Dort
wurden aber zusétzlich kleinere und grofere DNA-Fragmente synthetisiert, die auf ein
weiteres Plasmid in diesen Klonen hindeuten.

Der Klon (Abb. 30, U, Pfeil) wurde fir eine DNA-Maxi-Préparation (siehe 4.2.4.3), sowie
eine Sequenzierung (siehe 4.2.4.5) ausgewahilt.

EEM A B C D EF G H I I

Abbildung 29: Kontroll-PCR fir
ausgewahlte Klone I11. Das Agarosegel
wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7):
1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M),

ol Die Spuren (A) bis (J) wurden mit
o b jeweils 1 pl des PCRAnsatzes beladen.

Die PCR wurde in einem 50 pl Ansatz
und mit den Primern Alb3 fw und rev
durchgefihrt (siehe 3.2.8).
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l Abbildung 30: Kontroll-PCR fir

ausgewdhlte Klone 1V. Das Agarosegel
wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7):
1-KB-Leiter (KB), DNA-Marker (M),
Die Spuren (K) bis (U) wurden mit
jewells 1 ul des PCR-Ansatzes beladen.
Die PCR wurde in einem 50 pl Ansatz
und mit den Primern Alb3 fw und rev
durchgefiihrt (siehe 3.2.8). Der Pfeil
markiert den Klon (U), der sowohl fir
die DNA-Maxi-Préparation, als auch
fuar die Sequenzierung ausgewahit
wurde.
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4.2.4.3 Isolierung der Plasmid-DNA mittels DNA-Maxi-Prdparation |1

Mit der DNA-Maxi-Praparation sollten grofRere Mengen an Plasmid-DNA gewonnen werden.

Die Ausbeute an Plasmid-DNA der Klone (Abb. 31, Ul, U2 U3) wurde anhand eines
Agarosegels abgeschétzt (3.2.7). Dazu wurde die isolierte Plasmid-DNA in etwa 150 pl
ddH,O aufgenommen und in verschiedenen Verdinnungen auf das Agarosegel aufgetragen
(Abb. 31). Zur Mengenabschéatzung wurde eine bekannte Menge an DNA mit auf das Gel
aufgetragen (Abb. 31, M). Das Signal, das durch die oberste Bande dieses Markers erzeugt
wurde, entsprach einer DNA-Menge von 180 ng. Durch einen Intensitétsvergleich der Banden
(Abb. 31, U1, U2 U3) konnte die Menge an isolierter Plasmid-DNA grob abgeschétzt werden.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass Plasmid-DNA isoliert worden war, sollte diese aus der
Maxi-Préparation gewonnene Plasmid-DNA mittels PCR auf das Vorhandensein der alb3-
cDNA Uberpruft werden (siehe 4.2.4.4).

l

M KB U, U, U, Abbildung 31: DNA-Maxi-Préparation Il eines ausgewahlten Klons.
Das Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7): DNA-Marker
(M), 1-KB-Leiter (KB), jeweils 1 pl ener 1:10- (U;), einer 1:20- (Uy)
und einer 150-Verdinnung (Us) der isolierten Plasmid-DNA
(Ausbeute 150 pl). Die Plasmid-DNA-Préparation wurde per PCR mit
den AIlb3-Primern kontrolliert (Abb. 32) und sequenziert (siehe
4.2.4.5). Der Pfell markiert die zur Mengenabschdtzung verwendete
Verdinnung (die oberste Bande des DNA-Markers (M) entsprach etwa
180 ng).

4.2.4.4 Kontroll-PCR der DNA-Maxi-Préparation |1 aus 4.2.4.3

Die aus der in 4.2.4.3 beschriebenen DNA-Maxi-Praparation erhaltenen Plasmide sollten auf

das Vorhandensein der alb3-cDNA Uberprift werden.

Dazu wurde eine PCR der DNA-Maxi-Praparation mit den Alb3-Primern und den M13-
Primern (jeweils fw und rev) durchgefihrt und die erzeugten Fragmente Uber ein Agarosegel
aufgetrennt (Abb. 32).

In beiden Spuren (Abb. 32, Uap, und Uwmiz) war jeweils ein Fragment mit der erwarteten
Grol3e von etwas Uber 1,6 kb zu sehen. Dabei lieferte die PCR mit den Alb3-Primern (Abb.
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32, Uaib) en etwas kleineres Fragment as die PCR mit den M13-Primern (Abb. 32, Uy13).
Die generierten Fragmente waren allerdings mit denen aus der PCR des Ausgangsmaterials
vergleichbar (vgl. dazu Abb. 20, 1 und 6).

Die amplifizierten Fragmente (Abb. 32, Uajp und Uw13) wurden sequenziert (4.2.4.5).

KB M U, U, Abbildung 32: Kontroll-PCR der DNA-Maxi-Praparation Il. Das
Agarosegel wurde wie folgt beladen (siehe 3.2.7): 1-KB-Leiter (KB),
DNA-Marker (M), In den Spuren (Uaip) und (Um1s) wurden jeweils 1
pl des PCR-Ansatzes auf das Gel geladen. Die PCR wurde in einem

2; 10 pl Ansatz und mit den Primern Alb3 fw und rev (Uaip) Sowie M13
1635 fw und rev (Uu1s) durchgefihrt (siehe 3.2.8). Beide PCR-Fragmente

1018 (Pfeil) wurden sequenziert (siehe 3.2.10 und 4.2.4.5).

4.2.4.5 Sequenzierung der DNA-Maxi-Préparation 11 und der PCR-Fragmente aus 4.2.4.4

Mit der Sequenzierung der PCR-Fragmente (Abb. 32, Uap und Uyis) sowie der DNA-
Plasmide aus der DNA-Maxi-Praparation I (Abb. 31) sollte Uberpriift werden, ob es sich
jewells um die Alb3-cDNA handelte.

Da die Kontroll-PCR der DNA-Mini- Préparation (Abb. 30, U, Pfeil) und die Kontroll-PCR
der DNA-Maxi-Praparation (Abb. 32, Uaip und Uy13) einen Hinweis auf das Vorhandensein
der alb3-cDNA lieferten, wurden zunachst die PCR-Fragmente, die aus der DNA-Maxi-
Praparation amplifiziert worden waren, sequenziert (Tab. 8). Das Fragment, das mit den
Alb3-Primern amplifiziert worden war (Abb. 32, Uap) konnte mit dem Alb3-fw-Primer
eindeutig as Alb-cDNA identifiziert werden. Die Sequenzierung des Fragments, das mit den
M13-Primern amplifiziert worden war (Abb. 32, Uu13) blieb ohne Erfolg. Die Tatsache, dass
sich das mit den M13-Primern amplifizierte Fragment nicht sequenzieren lief3, deutete
daraufhin, dass es sich wahrscheinlich nicht um die ab3-cDNA handelte.

Anschliel3end wurde die Plasmid-DNA aus der DNA-Maxi-Préparation (Abb. 31) mit
verschiedenen Primern sequenziert (Tab. 8). In keinem der Ansétze, in der Alb3 spezifische

Primern verwendet worden waren, konnte jedoch die alb3-cDNA nachgewiesen werden. Mit
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dem M13-rev-Primer konnte statt dessen die |hcbl-cDNA in der DNA-Maxi-Praparation
nachgewiesen werden.

Aus diesen Ergebnissen ging hervor, dass nicht sicher davon ausgegangen werden konnte,
dass die transformierten Bakterien alein die ab3-cDNA beinhalteten. Dennoch wurde
nachgewiesen, dass sich die alb3-cDNA in die Bakterien transformieren lief3, auch wenn sie
moglicherweise als Mischklon mit der Ihcb1-cDNA vorlag.

Insgesamt ging aus den molekularbiologischen Versuchen hervor, dass es sich bel dem
geschickten Material um eine Mischung verschiedener cDNA-Klone, namlich der alb3- und

Ihcb1l-Gene, handelte.

Tabelle 8: Sequenzierungsansétze der PCR-Fragmente sowie der Plasmid-DNA

Eingesetzte DNA Primer Ergebnis
Alb3-PCR Maxi-Prap (Abb. 32, Uap) | Alb3 fw alb3-cDNA
M13-PCR Maxi-Prap (Abb. 32, Um13) M13 fw Keine Sequenz
Maxi-Prép Plasmid-DNA (Abb. 31) Alb3 fw Keine Sequenz
Maxi-Prép Plasmid-DNA (Abb. 31) Alb3rev Keine Sequenz
Maxi-Prap Plasmid-DNA (Abb. 31) M13 fw Keine Sequenz
Maxi-Prép Plasmid-DNA (Abb. 31) M13rev Ihcb1l-cDNA
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5 Zusammenfassung

51 Biochemische Ergebnisse

Es konnten zwel neue polyklonale Antikorperseren @-Alb3 1 und a-Alb3 3) gegen das
Alb3-Protein von A. thaliana hergestellt werden (4.1.1).

Das Alb3-Protein konnte mit vier verschiedenen Antikérpern @-Alb3 RH, a-Alb3 CTerm,
a-Alb3-1 und a-Alb3-3) in Chloroplastenextrakt von A. thaliana nach eindimensioraler

denaturierender Gelelektrophorese nachgewiesen werden (4.1.2).

Das PPF1-Protein konnte mit zwe verschiedenen Antikérpern (a-Alb3 RH und a-
Alb3_CTerm) in Chiroplastenextrakt von P. sativum identifiziert werden (4.1.3).

Von den Organismen C. reinhardtii und H. wulgare konnten keine Alb3-Homologe
nachgewiesen werden (4.1.4 und 4.1.5).

Alb3-haltige Komplexe konnten in Chloroplastenextrakt von A. thaliana in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen. Allerdings konnte nach zweidimensionaler Gelelektrophorese mit einem
Antikorper @-Alb3_3) das Alb3-Protein as ,freies* Protein nachgewiesen werden (4.1.6.2).
Nach Saccharose-DichtegradientenZentrifugation konnte das Alb3-Protein nicht detektiert
werden (4.1.7.1).

Uber eine Lokalisierung des Alb3-Proteins und die Funktion des Proteins konnten in dieser

Arbeit keine Uber die Literatur hinausgehenden Erkenntnisse gewonnen werden.

52 Molekularbiologische Ergebnisse

Die Alb3-cDNA konnte kloniert werden, allerdings wurde diese cDNA zusammen mit einem
anderen DNA-Plasmid in Bakterien transformiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass
zugeschicktes Alb3-cDNA-Ausgangsmaterial mit der Ihcb1-cDNA kontaminiert gewesen war
(4.2.4.5).
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6 Diskussion

Die A. thaliana albino3-Mutante wurde mit Hilfe eines zwe-Komponenten Transposon
Systems, das auf dem A.-Element aus Mais basiert, generiert (Long et al., 1993). In der ersten
weitergehenden albino3-Studie (Sundberg et al., 1997) wurde versucht, dem nuklear-
kodierten Alb3-Protein eine Funktion und eine Lokalisierung zuzuweisen. Bei genauerer,
mikroskopischer Betrachtung der Morphologie der albino3-Mutante wurde beobachtet, dass
die Chloroplasten bel weitem weniger organisiert sind as im Wildtyp und weniger
Thylakoidmembranen aufweisen. In Immunogold-Lokalisierungsstudien wurde das Alb3-
Protein zu einem Grolieil (etwa 75 %) in oder an der Thylakoidmembran gefunden. Aus
diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass Alb3 wahrscheinlich an der Biogenese eines
wichtigen Komplexes in der Thylakoidmembran, entweder direkt als eine Komponente, oder
indirekt als Assemblierungsfaktor, beteiligt ist.

Weiterhin wurden durch Sequenzvergleiche eine Vielzahl von homologen Proteinen
gefunden. Diese Proteine sind mittlerweile in der sogenannten YidC/Oxalp/Alb3-Familie
zusammengefasst und eine konservierte Funktion dieser Proteine ist die Beteiligung an der

Membranprotein-Assemblierung (Luirink et al, 2001).

Allerdings scheinen zu AIb3 homologe Proteine auch in anderen Membranen (z.B. in
bakteriellen Zellmembranen) lokalisiert und dort an anderen Prozessen beteiligt zu sein. Die
Homologie zum SpolllJ-Protein aus B. subtilis (Errington et al., 1992) ist beispielsweise
schon lénger bekannt (Sundberg et al., 1997). Dieses Protein befindet sich in der
Zellmembran der Bakterien und ist essentiell an der Sporulation und damit der Teillung des
Bakteriums beteiligt ist. Eine Verbindung zwischen Artemis, das eine Alb3-Domaéane enthélt,
und der Teillung von Chloroplasten, wurde alerdings erst vor Kurzem hergestellt (Fulgosi et
a., 2002). In der Arbeit wurde Alb3 as die Gterminale Trandokase Doméne des Artemis-

Proteins beschrieben.

6.1 Einsatzvon AntikGrpern

In den meisten Studien, die sich bisher mit dem Alb3-Protein in A. thaliana oder einem Alb3-
Homolog in Chloroplasten anderer Organismen beschéftigten, wurden Antikorper fir den
spezifischen Nachwels des jeweiligen Proteins verwendet (Sundberg et al., 1997; Moore et a,
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2000; Bellafiore et a. 2002; Fulgos et a., 2002). Aus diesem Grund ist es wichtig die
Eigenschaften der verschiedenen Antikorper in Verbindung mit Erkenntnissen zu bringen, die
in den einzelnen Arbeiten gewonnenen wurden. Von besonderem Interesse sind dabei die
Nachweise zur Lokaliserung, Funktion und Aussagen zu moglichen Komplexen des Proteins

in Bezug auf die verschiedenen Antikorper.

6.1.1 Eigene Western-Analysen zur ldentifizierung von Alb3

Die erfolgreiche Identifizierung eines Proteins mittels WesternrAnalyse héangt von einer
Vielzahl von Faktoren ab, von denen hier verschiedene diskutiert werden.

6.1.1.1 Abundanz des Alb3-Proteins

Die Interaktionen zwischen Antikdrper und Antigen sind so spezifisch und sensitiv, dass im
Fall eines Proteins als Antigen selbst pgMengen des Proteins ausreichen, um es auch in
komplexen Extrakten eindeutig nachzuweisen (Rehm, 2000). Damit die Identifizierung eines
Proteins in der Western-Analyse allerdings erfolgreich ist, muss das betreffende Protein in
einer Mindestmenge vorliegen. Speziell zur Beantwortung biologischer Fragestellungen ist es
notwendig zu wissen, dass ein Protein durchaus nicht zu jedem Zeitpunkt in einem
Organismus exprimiert sein muss. So konnen spezifische Einflisse, wie z.B. Licht,
Temperatur und Entwicklungszustand die Aktivitét oder das Vorhandensein von Proteinen

beeinflussen.

In der Literatur wurde versucht die Haufigkeit des Alb3-Proteins auf der Basis eines
Vergleichs von Antikorper-Signalen zu bestimmen (Moore et a, 2000). Dazu wurde das
Antikorper-Signal einer bekannten Konzentration an zur Immunisierung verwendeten Alb3-
50-Aminosauren Peptids (siehe 2.3.1) mit dem Antikorper-Signal des Alb3-Proteins aus einer
definierten Anzahl an P. sativum Chloroplasten verglichen. Anhand des quantitativen
Vergleichs der Signalintensitdten wurde geschétzt, dass das Alb3-Protein in einer Kopienzahl

von etwa 650.000 Molekilen pro Chloroplast vorkommt.

Anhand dieser Kopienzahl des Alb3-Proteins in einem Chloroplasten lassen sich weitere
Uberlegungen anstellen. Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Western-Analysen wurden

fur die zweidimensionale Gelelektrophorese eine Plastidenanzahl von etwa 1 x 10® verwendet

70



(entspricht im Fall von A. thaliana einer Menge von etwa 50 g Chlorophyll). Bringt man die
Anzahl der eingesetzten Plastiden mit der in der Literatur angegebenen Kopienzahl des Alb3-
Proteins zusammen, dann missten in enem Chloroplastenextrakt mit enem
Chlorophyllgehalt von 50 pug etwa 100 pmol Alb3-Molekile vorliegen. Mit Hilfe des
Molekulargewichts des Alb3-Proteins von 45 KD l&sst sich daraus berechnen, dassin einer im
Gel aufgetrennten Alb3-Protein- Bande etwa 4,5 g Protein vorhanden sein miissten.

Diese Menge an Protein musste in der Coomassie- und erst recht in der sensitiveren
Silberfarbung als eine deutliche Bande sichtbar sein und mit Hilfe der Massenspektrometrie
misste das Alb3-Protein einfach zu identifizieren sein (Granvogl, 2001). Doch weder nach
zweidimensionaler Gelelektrophorese von Membranen aus 1,5 x 10® Plastiden aus H. vulgare
(Granvogl, 2001), noch in praparativen Gelen von Chloroplastenextrakt aus A. thaliana
(Daten nicht gezeigt) konnte das Alb3-Protein bisher massenspektrometrisch nachgewiesen
werden. Es ist zu diskutieren warum dem Alb3-Protein bisher kein konkreter Proteinspot auf
zweidimensionalen Gelen zugeordnet werden konnte und warum selbst in préparativen Gelen

die Identifizierung des Alb3-Proteins noch nicht erfolgte.

Neben der Mdglichkeit, dass das Alb3-Protein in verschiedenen Organismen (P. sativum und
A. thaliana) in einer signifikant unterschiedlichen Abundanz vorliegt, kommen folgende
Phanomene fur eine Erklarung dieses Problems in Betracht: Regulierung, Aggregierung und
Degradierung des Alb3-Proteins.

Ob das Alb3-Protein lichtabhdngig und zeitlich reguliert wird, wurde auf RNA-Niveau
untersucht (Sundberg et al., 1997). Southern- Analysen zeigten, dass die AIb3 mRNA in einem
24 Stunden Rhythmus (12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit) nicht signifikant
variiert. Selbst nach 6 Tagen Wachstum in kompletter Dunkelheit war Alb3 mRNA
nachzuweisen. Eine lichtabhdngige oder zeitliche Regulierung von Alb3 scheint nicht
vorzuliegen. Andere Faktoren, die das Exprimieren des Alb3-Proteins spezifisch beeinflussen

konnten, wurden bislang nicht publiziert.

Die Aggregierung des Alb3-Proteins wahrend des Solubilisierens bel der PAGE wére eine
mogliche Ursache dafiir, dass das Protein in einer WesternAnalyse nicht nachgewiesen
werden kann. Ein Protein- Aggregat wirde nicht in das Gel einlaufen und ware damit weder

als Proteinspot sichtbar, noch massenspektrometrisch oder Uber Antikorper identifizierbar. Da
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sich ein Protein-Aggregat alerdings noch in der Gel- Tasche befinden musste, konnte das
Sammelgel mit in die WesternAnalysen einbezogen werden. Sollten die harscheren
Solubilisierungsbedingungen zum Transfer der Proteine auf die Blotmembran das Protein
Aggregat auflésen und der Transfer auf die Blotmembran gelingen, sollten Antikorpersignale
im oberen Bereich des Gels oder im Bereich der Tasche zu finden sein (sehe 4.1.6.1).
Oftmals wurden Antikorper-Signale in eindimensionalen Gelen an der Grenze zwischen
Sammel- und Trenngel beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Der Einfluss des Detergenz bzw. der Bedingungen wahrend des Solubilisierens scheinen die
Nachweisbarkeit des Alb3-Proteins durchaus zu beeinflussen. Neuere Daten zur
Identifizierung des Alb3-Proteins zeigen, dass der Einsatz von Digitonin an Stelle von
Dodecylmatosid wéhrend des Solubiliserens beim Nachweis von Alb3 vortelhaft ist
(personliche Mitteilung Dr. Ossenbiihl, Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Moglichkeit fur das ,, Verschwinden* des Alb3-Proteins konnte sein, dass das
Protein wéhrend der Aufarbeitung degradiert wird. Bei der Verwendung von
Chloroplastenextrakten sollte dies jedoch nicht der Fal sein, da die Chloroplasten bis zur
Solubilisierung aler Proteine den nativen Zustand darstellen. Beim Praparieren von
Membranfraktionen konnte man allerdings fir eine Degradation des Alb3-Proteins durch
cytosolische oder stromale Proteasen argumentieren. Warum ein Abbau jedoch spezifisch das
Alb3-Protein betreffen sollte, ist nicht Klar.

Sowohl gegen das Aggregieren und die spezifische Degradierung des Alb3-Proteins spricht
die Tatsache, dass das Alb3-Protein in WesternrAnalysen in Chloroplastenextrakten (siehe
4.1.2) und in Thylakoidmembranprdparationen (Moore et a, 2000) gefunden wurde. So muss
neben diesen biologischen und physikalischen Erklarungsversuchen auch die Mdglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass die angenommene Menge von 650000 Kopien je Chloroplast

und somit die Berechnungsgrundlage, falsch ermittelt wurde.

Bel der Bestimmung der Haufigkeit des Alb3-Proteins in Chloroplasten von P. sativum
(Moore et a., 2000) wurde zunéchst die Konzentration eines Standards (50-Aminosaurent
Peptid; siehe 2.3.1) durch eine Proteinbestimmung ermittelt und eine bestimmte Menge davon
fur die Western-Analyse verwendet. Nach dem Transfer des Standards und der Messgrofie
vom Gel auf die Blotmembran und anschlief3ender Inkubation mit dem Antikorper a Alb3_RH

wurde die Absorption der 1gG’s auf der Blotmembran bei einer Wellenlange von 280 nm
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sowohl fur den Standard als auch fur die Messgrof3e bestimmt (Harlow und Lane, 1988).
Anhand eines quantitativen Vergleichs der beiden Signale wurde auf die Anzahl der Alb3-
Protein-Molekule in einem Chloroplasten geschlossen.

Die Art der Quantifizierung Uber den Vergleich von Signalintensitdten eines Standards mit
einer Messgrofie ist durchaus dblich (Lottspeich, 1998). Allerdings ist es wichtig, dass das
Signal fur den Standard und fir die Messgrofie korrekt bestimmt sein muss, um den Wert fir
die Messgrofde korrekt ermitteln zu kénnen. Zu Fehlern kommt es vor alem, wenn sich die

Konzentration des Standards oder die der Messgrofie Uber einem Grenzwert befindet.

Alles in dlem scheint die errechnete Anzahl von 650.000 Alb3-Protein-Molekilen in einem
Chloroplasten, zumindest fir A. thaliana, nicht zuzutreffen. Worin die Ursache dafir liegt,
dass dieser Wert nicht zutrifft bzw. fir den Fall, dass der Wert stimmte und das Alb3-Protein

nicht massenspektrometrisch nachgewiesen werden kann, blieb unklar.

6.1.1.2  verwendete AntikOrper

aAlb3 RH:

Der Antikorper aAlb3 RH wurde in der vorliegenden Arbeit fur die Durchfiihrung von
Western-Analysen verwendet (sehe4.1.2, 4.1.3,4.1.4, 4.1.5und 4.1.6.3).

Der Antikorper ist gegen ein GST-getaggtes Fusionsprotein gerichtet, das aus einem 50
Aminosauren langen Peptid der Alb3-Sequenz von A. thaliana und GST (GlutathionS-
Transferase) besteht. Die 50 Aminosduren lange Sequenz befindet sich, nach Sequenz- und
Orientierungsvergleichen mit dem zu Alb3 homolog Protein aus Mitochondrien Oxalp, in
einemstromalem , loop" zwischen der ersten und zweiten transmembranen Doméane des Alb3-
Proteins. Mit diesem Antikorper wurde in P. sativum die Lokalisierung in der
Thylakoimembran nachgewiesen und die Funktion, eine Beteiligung an der Integration von
LHCP in die Thylakoidmembran, blockiert (Moore et al., 2000). Durch diese Versuche wurde
fiar das AIb3-Protein eine Beteiligung am posttrandationaen cpSRP-Export-Weg
nachgewiesen (Abb.1 und 2).

Der Antikorper aAlb3 _RH scheint der beste, vorhandene Antikorper zu sein. Wie aus den in

dieser Arbeit durchgefihrten Western-Analyse der eindimensionalen Gelelektrophorese mit
Chloroplastenextrakt aus A. thaliana hervorgeht (siehe 4.1.2), erkennt dieser Antikorper das
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Alb3-Protein spezifisch. Dementsprechend wurde a Alb3_RH als Referenz- Antikorper fur die
weiteren Western-Anaysen ausgewahlt (sehe 4.1.3, 4.1.4, 4.1.5 und 4.1.6).

Diskussionsbedarf besteht allerdings hinsichtlich der Orientierung des Alb3-Proteins in der
Thylakoidmembran und somit darin, ob der Antikérper einen stromalen oder einen luminalen
.loop* erkennt. FUr WesternrAnalysen nach denaturierender PAGE ist dies nicht von
Relevanz, jedoch spielt die Orientierung des Alb3-Proteins eine entscheidende Rolle bei
Versuchen bel denen die Funktion in organello durch Antikdrperzugabe blockiert werden
soll. Moore et al. folgerten aus der Homologie und funktionellen Verwandtschaft von Alb3 zu
Oxalp, dass das Alb3-Protein in einer Noy-Cin-Orientierung vorliegt. Selbst durchgefihrte
Topologie Analysen weisen aber durchaus die Moglichkeit einer Np-Coy-Orientierung auf
(Tab. 2). Da die selbst hergestellten Antikdrper aAlb3 1 und aAlb3 3 gegen einen , loop*
hergestellt wurden, der auf der entgegengesetzten Seite der Thylakoidmembran liegt, ware mit

diesen Antikérpern eine Kontrollméglichkeit gegeben.

aAlb3 CTerm:

Dieser Antikérper war generell gegen den G Terminus des Alb3-Proteins von A. thaliana
gerichtet. Die genaue Sequenz des Epitops gegen das Antikorper gerichtet war jedoch nicht
bekannt. Dieser AntikOrper wurde nach der WesternAnalyse der eindimensionalen
Gelelektrophorese (siehe 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4 und 4.1.5) nicht weiter eingesetzt.

aAlb3 1und a Alb3 3:

Im Laufe dieser Arbeit wurden zwei polyklonale Antikorperseren @AIb3 1 und aAlb3_3)
hergestellt, die direkt gegen eine Sequenz aus dem Alb3-Protein von A. thaliana gerichtet sind
(sehe 4.1.1 und Abb. 9). Das Alb3-Protein konnte in der WesternAnalyse der
eindimensionalen Gelelektrophorese in Chloroplastenextrakt von A. thaliana mit diesen
Antikorpern nachgewiesen werden (4.1.2). In WesternAnalysen nach zweidimensionaler
Gelelektrophorese (siehe 4.1.6) oder Saccharose-DichtegradientenZentrifugation (siehe
4.1.7) reagierten die Antikorper grofitenteils mit Proteinen, die dem Muster nach zu folgen
den Proteinen aus der eindimensionalen Gelelektrophorese entsprachen (vgl. Abb. 10 und
Abb. 16 bzw. Abb.17). Das Alb3-Protein konnte in dieser Arbeit jedoch nur mit aAlb3_3
nach zweidimensionaler Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Dies deutet auf spezifische
Probleme bei der Aufarbeitung hin (siehe 6.1.1.7).
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Auffallend ist, dass sich die Muster der Signale in den WesternrAnalysen fur diese beiden
Antikérper unterscheiden (siehe z. B. Abb. 10), obwohl beide Antikdrper gegen das gleiche
Epitop gerichtet sind. Die Ursache dafir liegt darin, dass es sich bei den selbst hergestellten
Antikorperseren um polyklonale Antikorper handelt. Diese Seren beinhalten eine Vielzahl an
verschiedenen Antikdrpern, die eine Vielzahl an unspezifischen Wechselwirkungen eingehen
(siehe 6.1.1.3).

6.1.1.3  Unspezifische Wechselwirkungen von Antikorpern

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Antikdrpern @Alb3_RH, aAlb3_CTerm, Alb3 1 und
aAlb3 3) handelt es sich um polyklonale Antikorperseren, die in den durchgefiihrten

Western-Analysen eine Vielzahl an unspezifischen Wechselwirkungen eingingen.

Polyklonale Antikdrperseren bestehen im Gegensatz zu monokloralen Antikorperseren aus
einer Antikérpermischung. Diese Mischung enthdlt verschiedene Antikorper, die gegen eine
Vielzahl von Epitopen gerichtet ist. Polyklonale Antikorperseren sind weniger spezifisch und
weisen daher neben dem eigentlichen Protein oft unspezifische Wechselwirkungen mit
anderen Proteinen auf, die eine eindeutige Identifizierung des nachzuweisenden Proteins
erschwert. Es gilt: je groRer das zur Immunisierung verwendete Epitop, desto mehr
Maoglichkeiten zur Bildung verschiedener Antikorper gibt es.

Die Glte eines Antikodrperserums hangt von der Herstellungsmethode und der anschlief3enden
Gewinnung des Antikorperserums ab. Spezifische Modifikationen der Herstellungs-Methode
(zum Beispiel dem Einsatz sogenannter Antigenverstéarker) konnen das Auftreten von
unspezifischen Wechselwirkungen verstéarken (personliche Mitteilung Pineda Antikorper
Service, Berlin).

Unspezifische Wechselwirkungen konnen die Auswertung einer WesternAnalyse wesentlich
erschweren (siehe 4.1.3 und 4.1.4). Es entstehen vor alem Schwierigkeiten, wenn das
Molekulargewicht eines nachzuweisenden Proteins nicht bekannt ist. Liegen mehrere Signale
im relevanten Molekularmassenbereich kann keine eindeutige Zuordnung eines Signals zum
gesuchten Protein vorgenommen werden. Selbst wenn es sich um ein Protein handelt, dessen
apparentes Molekulargewicht aus anderen WesternAnalysen bereits bekannt ist, kann beim
Auftreten mehrerer Signale im relevanten Bereich die Auswertung erschwert werden.

Laufparameter bei der Gelelektrophorese und Korditionen bei der Probenaufbearbeitung (z.B.
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Detergenzeffekte) konnten variiert haben und ein anderes Laufverhalten des gesuchten

Proteins zur Folge gehabt haben.

AulRerdem kann es sein, dass Degradationsprodukte oder Komplexe des gesuchten Proteinsin
anderen Molekularmassenbereichen gar nicht wahrgenommen, weil sie dort nicht vermutet
werden. Das Auftreten von vielen unspezifischen Wechselwirkungen kann die Auswertung
einer Western Analyse unméglich machen, da die Zuordnung der gesuchten Wechselwirkung

zwischen Antikorper und dem nachzuweisenden Protein nicht getroffen werden kann.

Die Schwierigkeiten bei der Auswertung einer WesternAnalyse konnen durch die
Eliminierung der unspezifischen Wechselwirkungen minimiert werden. Zur Aufreinigung von
Antikorperseren stehen verschiedene Verfahren zur Verfliigung (Lottspeich, 1998).
Antikorperseren konnen beispielsweise Uber Affinitétschromatographie aufgereinigt werden.
Durch die spezifische Wahl der stationédren Phase oder der Elutionsbedingungen kann eine
Aufreinigung stattfinden, bel der auf Grund der Stérke der Interaktion zwischen Antigen und
Antikorper selektiert wird.

Die beste Kontrolle, um eine korrekte Identifizierung eines Proteins mittels Western-Analyse
zu gewahrleisten, ist das gesuchte Protein in einer separaten Spur mit auf die Blotmembran zu
transferieren. Indem sowohl das gesuchte Protein im Gesamtproteinextrakt als auch das
Kontroll-Protein die gleiche Aufarbeitungsprozedur durchlaufen, sind im gleichen
Molekularmassenbereich auftretende Antikorper-Reaktionen in verschiedenen Spuren mit
grof3er Wahrscheinlichkeit auf das gleiche Protein zurlckzufihren. In dieser Arbeit stand
jedoch kein aufgereinigtes oder rekombinant exprimiertes Alb3-Protein zur Verfiigung, mit

dem diese Kontrolle hétte erfolgen kdnnen.

In den WesternrAnalysen dieser Arbeit wurde das gesuchte Protein Uber den Vergleich eines
Antikorper-Signals mit dem Signa des Referenz-Antikdrpers getroffen. Reagiert ein
Antikorper mit einem Protein und zeigt der Referenz-AntikOrper bel der gleichen
Molekularmasse ein Signal, dann wird davon ausgegangen, dass es sich bei den Signalen um
die Reaktion der Antikdrper mit dem gleichen Protein handelt. Im Fall von Alb3 von A.
thaliana und PPF1 von P. sativum war bekannt in welchem Molekularmassenbereich die

Proteine zu erwarten sind. Auf der Basis des Vergleichs der Signale der verwendeten
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Antikorper mit denen des Antikdrpers a Alb3_RH konnten beide Proteine in dieser Arbeit

identifiziert werden (Abb. 10, Abb. 12).

6.1.14  Testsder Antikorper in verschiedenen Organismen

Nachdem das Alb3-Protein mit den vorhandenen Antikdrpern in Chloroplastenextrakt von A.
thaliana identifiziert worden war, wurden Chloroplastenextrakte von P. sativum, C.

reinhardtii und H. vulgare fir weitere WesternAnalysen eingesetzt.

P. sativum:

In P. sativum wird von den Antikérpern aAlb3 CTerm und aAlb3 RH das zu Alb3
homologe PPF1-Protein erkannt (siehe 4.1.3). Der Vergleich der Sequenzen der Proteine Alb3
von A. thaliana und PPF1 von P. sativum in den Bereichen, die as Epitop fur die Antikorper-
Herstellung von aAlb3 RH und aAlb3 1 bzw. aAlb3 3 ausgewdhlt worden waren, zeigt
dass diese Bereiche in beiden Organismen sehr konserviert sind. Da die genaue Sequenz des
Epitops fur den Antikorper aAlb3_CTerm nicht bekannt war, konnte diese nicht mit in den

Vergleich einbezogen werden.

Im Fall des Antikorpers aAlb3 RH liegt die Homologie der entsprechenden Bereiche bei
96%. Gegentiber dem 50 Aminosauren langen Bereich in der Alb3-Sequenz von A. thaliana
wurden in der PPF1-Sequenz von P. sativum zwel Aminosauren ausgetauscht. In einem Fall
erfolgte der Austausch durch eine ahnliche Aminosaure (Glutamat fur Glutamin) und an der
anderen Position wurde eine Aminosduren durch eine nicht ahnliche ersetzt (Threonin fir
Lysin). Obwohl durch den Austausch dieser zwel Aminosauren die Ladungseigenschaften des
Bereichsin der Proteinsequenz des PPF1-Proteins verandert wird (eine negative Ladung mehr
und eine positive Ladung weniger; Ladungsdifferenz von —2), scheint sich das nicht auf die
Interaktion zwischen dem Antikorper und dem Protein auszuwirken.

Die Homologie der Proteine Alb3 und PPF1 am C-Terminus ist geringer (sehe Anhang Abb.
[1), doch auch der Antikorper a Alb3_CTerm erkennt das Alb3-Homolog von P. sativum.

Bel einem Vergleich der Epitope der Antikorper aAlb3_1 bzw. a Alb3_3 falt die Homologie
der beiden Proteine Alb3 und PPF1 ebenfalls auf. In der 16 Aminosduren langen Sequenz
wurden zwei Aminosduren ausgetauscht, die einander jeweils dhnlich sind (Asparagin fur
Aspartat und Asparagin fur Alanin). Die Ladungseigenschaften des entsprechenden Bereichs

im PPF1-Protein werden dadurch um +1 verandert. Trotz dieser immer noch gegebenen
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Homologie im relevanten Bereich, wird das PPF1-Protein von P. sativum im Gegensatz zum

Alb3-Protein von A. thaliana von den selbst hergestellten Antikdrpern nicht mehr erkannt.

C. reinhardtii:

Von C. reinhardtii konnte kein Alb3-Homolog identifiziert werden. Ausschlaggebend dabel
war, dass der ReferenzAntikorper aAlb3 RH kein Signad im relevanten
Molekularmassenbereich lieferte (siehe 4.1.4, Abb. 14, Spur 5). Bel einem Epitopvergleich
(Abb. 13) wurde deutlich, dass der fur die Antikérper aAlb3 RH und aAlb3 1 bzw.
aAlb3 3 jeweils als Epitop ausgewahite Bereich von Alb3 von A. thaliana keinesfalls in den
Alb3-Homologen von C. reinhardtii konserviert ist. Eine Homologie von ca. 60 % fiur das
Epitop des Antikorpers aAlb3 RH und ca. 25 % im Fall von aAlb3_1 bzw. aAlb3_3 reicht
scheinbar nicht aus, damit die Antikorper die Proteine Alb3-1 und Alb3-2 detektieren.

Bel der Auswertung der Western-Analyse kam erschwerend hinzu, dass es zur erwarteten
Molekularmasse der Proteine Alb3-1 und Alb3-2 widersprichliche Angaben gab. So
entsprachen die berechneten Molekularmassen (Tab. 1) nicht denen aus der Literatur
(Bellafiore et al., 2002). Die Ursachen dafir kénnen verschiedene Urspriinge haben. Zum
einen konnen die zur Berechnung der Molekularmasse verwendeten Programme Fehler
gemacht haben oder ungeeignet sein. Andererseits kann die Aufarbeitung und das
Laufverhalten wéahrend der Gelelektrophorese fur diese Proteine eine von der berechneten
Molekularmasse unterschiedliche apparente Molekularmasse bedingen (siehe auch 6.1.1.3).
Worin diese Unstimmigkeit letztendlich liegt bleibt ungeklart.

H. wlgare:
Von H. vulgare konnte kein Alb3-Homolog identifiziert werden, da bisher gar keine Daten zu

einem Alb3-Homolog in diesem Organismus in der Literatur existieren, mit denen die
Ergebnisse aus den eigenen Versuchen hétten abgeglichen werden kénnen.

Die Antikorper aAlb3_CTerm und aAlb3_RH reagieren allerdings auf der Hohe von etwa 44
KD mit einem Protein, dessen Signal mit dem des PPF1-Proteins von P. sativum vergleichbar
ist (vgl. Abb. 12 und Abb.15). Ob es sich dabei um ein Alb3-Homolog handelt konnte nicht
abschlief}end beantwortet werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Identifizierung von Alb3-Homologen in

verschiedenen Organismen nur mit den geeigneten Antikorpern erfolgreich sein kann. Die
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Antikorper missen bevor eine zufriedenstellende Identifizierung eines Proteins erfolgen kann
an aufgereinigtem oder rekombinant aus dem betreffenden Organismus hergestelltem Protein
getestet werden.

6.1.1.5  Spezielle Probleme bei der zweidimensionalen Gelel ektrophorese

Grunde fur die schlechte Reproduzierbarkeit der WesternrAnalysen lassen sich u.a. aus den

Schwierigkeiten beim Auftrennen des Chloroplastenextraktes ableiten.

Das Aggregieren des Alb3-Proteins wahrend des Solubilisierens bei der PAGE wére eine
mogliche Ursache daflr, dass das Protein in einer WesternAnalyse nicht nachgewiesen
werden kann (siehe auch 6.1.1.1). Das Protein- Aggregat wirde gar nicht erst in das Gel
einlaufen und wére so in der Western-Analysen nicht nachweisbar.

Speziell in der ersten Dimension der zweidimensionalen Gelelektrophorese besteht die
Moglichkeit, dass das Alb3-Protein als Bestandteil von Superkomplexen, z.B. assoziiert mit
Ribosomen und naszierenden Ketten (Nilsson et al., 1999), gar nicht erst in das Sammelgel
einléuft. Hierzu konnte man versuchen das Einlaufen der Probe durch Herabsenken der
Polyacrylamidkonzentration des Sammelgels zu erleichtern. Bringt dies nicht den
gewlnschten Erfolg, so sollten Ribosomen isoliert werden, und die isolierte
Ribosomenfraktion auf das Vorhandensein des Alb3-Proteins getestet werden. Fir diese
Aufgabenstellung bietet sich die Saccharose-DichtegradietenZentrifugation an.

6.1.1.6  Spezielle Probleme bei der Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation

In der Western-Analysen im Anschluss an die Saccherose-DichtegradietenZentrifugation
konnte das Alb3-Protein nicht identifiziert werden. Neben den in 6.1.1.1 und 6.1.1.3
angesprochenen Problemen, kann es bel dieser Technik das Problem einer zu starken
Verdinnung des Alb3-Proteins geben.

Auf enen linearen Saccharose-Gradienten wurde eine Menge an Chloroplastenextrakt
aufgetragen (siehe 4.1.7), die einem Aliquot von etwa 300 pg Chlorophyll entsprach. Auf die
eindimensionalen Gele (siehe 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4 und 4.1.5) wurden zum Vergleich dazu 10
bzw. 20 pg aufgetragen. Dieser Gradient wurde anschlief?end in 1 ml Fraktionen aufgeteilt
von denen jeweils 30 pl auf das SDS-Gel aufgetragen wurden. Geht man nun davon aus, dass

79



sich samtliches Alb3-Protein in einer Fraktion wiederfindet, so wurde auf das Gel etwa ein
Aliquot aufgetragen, dass der Menge von 10 pg Chlorophyll entsprache. Somit ware
ausreichend Material vorhanden, um Alb3 in einer Western-Analyse nachzuweisen (siehe
4.1.2). Fraglich ist alerdings ob der Nachweis auch dann funktioniert, wenn das Alb3-Protein
auf mehrere Fraktionen verteilt vorliegt. Die Menge an eingesetztem Material scheint jedoch
fur den Nachweis von Alb3 nicht zu gering bemessen zu sein, da das Alb3-Protein bereitsin
einem Chloroplastenextrakt entsprechend einer Menge von 5 pg Chlorophyll nachgewiesen

wurde (Daten nicht gezeigt).

6.1.1.7  Technische Probleme wahrend des Western Blottings

Obwohl das Alb3-Protein in Chloroplastenextrakten von A. thaliana identifiziert werden
konnte (siehe 4.1.2), war dies keinesfalls reproduzierbar. So konnte das Alb3-Protein in der
Western-Analyse mit a Alb3_3 nach zweidimensionaler Gelelektrophorese gefunden werden,
in der gleichen WesternAnalyse mit aAlb3_1 als priméarem Antikorper jedoch nicht (siehe
4.1.6.1 und 4.1.6.2). Offenbar war es ein Problem, das spezifisch das Alb3-Protein betrifft,
denn die unspezifischen Wechselwirkungen konnten sehr wohl zum grofden Teil in den
angesprochenen WesternAnalysen nachgewiesen werden. Insgesamt konnten die Western

Analysen nur schwierig reproduzierbar durchgefihrt werden.

Auf die Abundanz des Alb3-Proteins wurde unter 6.1.1.1 bereits eingegangen, so dass an
dieser Stelle die technischen Schwierigkeiten zu erwahnen bleiben. Da es sich bei den
verwendeten Proben jewells um Gesamt-Chloroplastenextrakt handelte, kann das Alb3-
Protein durch die Aufarbeitung nicht degadiert worden sein, da es sich bis zur
Solubiliserung in seinem nativen Kontext befinden sollte. Dies ist lediglich dann ein
Problem, wenn es sich beim Ausgangsmaterial nicht um intakte Plastiden handelt, sondern um
eine Membranfraktion, in der das Alb3-Protein externen Faktoren ausgesetzt ist. Auf
Probleme, die die Auftrennung betreffen, wird unter 6.1.1.6 und 6.1.1.7 eingegangen.

Als néchster Schritt in der WesternAnalyse ist der Transfer der Proteine auf die
Nitrozellulose-Blotmembran zu nennen. Sind die Bedingungen wahrend des ,,Blotting“-
Vorganges nicht standardisiert, ist es moglich, dass das Alb3-Protein nicht reproduzierbar auf
die Blotmembran transferiert wird (personliche Mitteilung Dr. Ossenbiihl). Das Variieren der
Transfer-Bedingungen wére eine Erklarung fur die unregelméfdigen Ergebnisse der Western

Anaysen.
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6.1.2 Ergebnisse aus der Literatur

6.1.2.1  Andere existierende Antikorper

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Antikorpern sind in der Literatur weitere Antikorper

beschrieben und verwendet worden.

C-terminaler Antikorper gegen das Alb3-Protein von A thaliana (Sundberg et al., 1997):

Ein polyklonales Antikdrperserum gegen das Alb3-Protein von A. thaliana war gegen den C-
Terminus gerichtet. Dieser Tell des Proteins, von Aminosaure 327 bis 462, wurde in E. coli
synthetisiert, aufgereinigt und Kaninchen zur Immnunisierung gespritzt.

Mit Hilfe dieses Antikorpers wurde fur das Alb3-Protein aus den Ergebnissen von
Immunogold-Lokalisierungsstudien eine Lokalisierung in der Thylakoidmembran des
Chloroplasten postuliert. In WesternrAnalysen an A. thaliana konnte das Alb3-Protein mit
diesem Antikorper in einem Gesamtextrakt aus jeweils Bléttern, Bliten und Schdtchen
nachgewiesen werden.

Dieser in der Arbeit von Sundberg et al. von 1997 verwendete Antikorper ist direkt gegen die
Alb3 Sequenz gerichtet. Diese Sequenz umfasst allerdings 135 Aminosduren und es ist
fraglich, was der Antikorper tatséchlich erkennt. So kann man fur das Experiment des
»Immungold-Labelings® zur Lokaliserung von Alb3 durchaus vermutet werden, dass die

Signale zu einem grof3en Teil aus unspezifischen Wechselwirkungen stammen.

Antikdrper gegen das getaggte Alb3-1-Protein von C. reinhardtii (Bellafiore et al., 2002):
Im Fall des Alb3-Homologs Alb3-1von C. reinhardtii blieb der Versuch, einen Antikérper
direkt gegen die Alb3-1-Sequenz herzustellen, ohne Erfolg. Um die Lokalisierung von Alb3-1

dennoch vornehmen zu konnen, wurde das Alb3-1-Protein mit dreifach-Hemagglutinin (HA)
»getagat” (3 x 9 Aminosduren) und in die C. reinhardtii ac29-Mutante transformiert. Der
Nachweis erfolgte dann indirekt mit einem Antikorper, der gegen den HA-Teil des Protein
gerichtet war.

Fur C. reinhardtii wurde die Lokalisierung in der Thylakoidmembran und eine Beteiligung an
der Membran-Integration von LHCP's beschrieben. Weiterhin wurden mit diesem Antikorper
zwe Alb3-haltige Komplexein C. reinhardtii gefunden.

Der Nachweis des Alb3-Proteins in der Arbeit von Bellafiore et al. ist insofern problematisch,

weil das Alb3-Protein nicht direkt, sondern der , Tag“ nachgewiesen wird. Insofern missen

81



bei der Verwendung dieses Antikorpers Kontrollen durchgefiihrt werden, um absolut sicher

Zu sein, dass es sich bei einem identifiziertem Protein um ein Alb3-Homolog handelt.

Antikor per gegen das Artemis-Protein von A. thaliana (Fulgos et al., 2002):

Die Versuche zur Lokalisierung des Artemis-Proteins wurden mit Hilfe eines polyklonalen
Antikorpers aus Kaninchen vorgenommen. Der verwendete Antikdrper aArtB war dabel
gegen ein Epitop gerichtet, das in der Artemis-Sequenz zwischen den Aminosduren 733 und
801 lag. Mit Hilfe dieses Antikorpers konnte Artemis in der inneren Hullmembran von

Chloroplasten aus A. thaliana nachgewiesen werden.

Interessant sind die Western-Analysen dieser Publikation, denn es wurden zwel verschiedene
Antikorper hergestellt, deren Epitope bis in die YidC/Oxalp/Alb3-Doméane des Artemis-
Proteins hineinreichen. Verwirrend ist die Abbildung 2 der erwdhnten Arbeit. In der
Abbildung wird a's verwendeter Antikérper aART_A angegeben und in der Legende wird
aART_B aufgefthrt. Im Falle des Antikdrpers aART_A ist die Homologie des Epitops zu
Alb3 nicht so grol3. Fur den Antikorper aART_B, liegt das Epitop allerdings in einem zu
Alb3 sehr homologen Bereich. So sind Uber das gesamt Epitop 75 % der Aminosauren
identisch. Im Alb3-Protein entspréche die Sequenz des Epitops den Aminosauren 233 bis 301,
und darin sind zwei transmembrane Domanen beinhaltet. Wird die Sequenz des Alb3-Proteins
zwischen den beiden transmembranen Doméanen nun mit der Sequenz des Epitops, gegen das
aART_B gerichtet ist, vergleichen, so ist die Ubereinstimmung noch groRer. Von den 18
zwischen den Transmembranen liegenden Aminosduren sind 15 identisch, was ene
Ubereinstimmung von etwa 84 % bedeutet. Mit dieser Homologie sollte der Antikorper in der
Lage sein auch das Alb3-Protein in A. thaliana nachweisen kénnen, doch dies ist nicht der
Fall (personliche Mitteilung Prof. Dr. Sall).

6.1.3 Lokalisierung von Alb3

Eine Methode zur Lokalisierung von Proteinen ist das ,,Immunogold-Labeling”. Hierbel wird
ein mit einem Goldpartikel kovalent verknipfter, zweiter Antikdrper zum Nachweis des
Proteins verwendet. Unter einem Elektronenmikrsokop kénnen dann die Goldpartikel, und
somit das gesuchte Protein, lokalisiert werden. Mit dieser Methode wurde die Lokalisierung
des Alb3-Proteins in der Thylakoidmembran postuliert (Sundberg et al., 1997).
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Diese Methode ist funktionell, aber nicht sehr genau und bei den quantitativen Angaben
handelt es sich immer nur um Schétzwerte. Das Alb3-Protein wurde in der 0.g. Publikation
zum Beispiel zu ca. 75 % in der Thylakoidmembran gefunden. Uberdies ist die Préparation
der Objekte fur die Elektronenmikroskopie nicht sehr schonend und die Mdoglichkeit fir
Artefakte durch schlechte Préparation ist gegeben.

Die Lokalisierung eines Proteins kann weiterhin durch Subfraktionierung der Kompartimente
einer Zelle und anschlielfender WesternAnalyse erfolgen. Dies wurde in verschiedenen
Studien durchgefuihrt. Das Alb3-Protein wurde mit dieser Technik zun&chst in Bléttern,
Bliten und Schétchen aus A. thaliana (Sundberg et a., 1997) und in einer nachfolgenden
Studie in der Thylakoidmembran von Chloroplasten aus P. sativum nachgewiesen (Moore et
al., 2000). Auch die Lokaliserung von Artemis in der inneren HUllmembran wurde mit Hilfe
der Subfraktionierung eines Chloroplastenextraktes nachgewiesen.

Diese Methode ist etabliert und hangt von der Guite der Subfraktionierung ab, jedoch sind
sowohl die generelle Unterteilung von Membranfraktion und l6slicher Fraktion as auch die
Fraktionierung unterschiedlicher Membranfraktionen Standardmethoden.

Beachtenswert ist die Spezifizierung der Lokalisierung in der Studie von Sundberg et al. von
1997, die mit Hilfe der radioaktiven Importstudien durchgefiihrt wurde. Das ist deswegen
verwunderlich, da ein Antikorper vorhanden war, mit dem der Nachweis durch ene
Subfraktionierung des Chloroplasten und anschliefender WesternAnayse hétte
vorgenommen werden konnen. Dies lasst zumindest vermuten, dass auch hier

Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung einer Westernt Analyse auftraten.

Eine aternative Methode fur nukleér kodierte Proteinen, die noch zu ihrem Bestimmungsort
geleitet werden missen, stellen die bereits erwahnten, radioaktiven Import-Studien dar.
Solche Studien werden mit isolierten Chloroplasten in vitro vorgenommen. Die Chloroplasten
des Importansatzes, in dem das zu importierende Protein radioaktiv markiert ist, werden nach
entsprechender Zeit subfraktioniert und das radioaktive Signal gibt Aufschluss in welchem
Kompartiment sich das markierte Protein befindet (Sundberg et al, 1997).

In dieser Arbeit war die Lokaliserung von Alb3 durch Subfraktionierung der

Chloroplastenextrakte nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Zum Einen waren die fir die
Fraktionierung eingesetzten Chloroplasten nicht eindeutig als intakte Plastiden isoliert worden
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und zum anderen gab es mit dem vorhandenen Antikérpern eine solche Vielzahl an Signalen,
dass zunéchst mit dem molekularbiologischen Ansatz geklért werden sollte, welches der
Signale Alb3 tatsachlich nachweist.

Generell eignen sich sowohl Antikérper- as auch radioaktive Import-Studien, da beide
Methoden durch eine Signalverstéarkung eine hohe Sensitivitét fir ein spezifisches Substrat
gewdhrleisten. Da jedoch keine radioaktiven Importstudien durchgefthrt wurden, wird nicht

weiter auf einen Vergleich der beiden Methoden eingegangen.

6.1.4 Aufklarung der Funktion von Alb3

Zur Aufklérung der Funktion des Alb3-Proteins sind verschiedene Experimente durchgefihrt
worden. Der eine Ansatz dabel war die entsprechende Mutante zu analysieren und ein anderer

Weg war die Funktion von Alb3 mittels Antikorper zu blockieren.

Als Mutanten standen die A. thaliana-Mutante albino3 und die C. reinhardtii-Mutante ac29
zur Verfigung. Die albino3-Mutante wurde im Wesentlichen morphologisch untersucht.
Darlber hinaus wurde zur Aufklérung der Funktion des Alb3-Proteins mit Hilfe dieser
Mutante lediglich Uberprift, ob die Cytochrom-Oxidase-Aktivitdt betroffen ist. Diese
Vermutung basierte auf der Homologie zum bereits bekannten Oxalp aus S. cerevisiae

In der C. reinhardtii ac29-Mutante wurde die Abundanz von LHCI und LHCII mit der im
Wildtyp verglichen und so in Einklang mit Moore et a., 2000, ein Zusammenhang zwischen
Alb3-1 und dem posttranglationalem cpSRP-Weg (Abb.2) hergestellt.

Die Blockierung der Integration von LHCP in die Thalkoidmembran mit einem Antikorper ist
der Nachwels fur die Beteiligung des Alb3-Proteins am cpSRP-Weg gewesen (Moore et al.
2000). Hierzu wurden fraktionierte Thylakoidmembranen zundchst mit Antikdrperserum
inkubiert, bevor radioaktiv markiertes Vorlaufer-LHCP dazugegeben wurde. Nach der
Inkubation wurde ein Thermolysinverdau durchgefihrt, um nicht integriertes radioaktives
Material zu degradieren. Die entsprechenden Kontrollen wurden in diesem Versuch
durchgefihrt.

Da es beim Nachweis der Funktion mit dieser Methode auf die direkte Wechselwirkung des
zu untersuchenden Proteins mit dem priméren Antikérper ankommt, musste bei der
Herstellung des Antikorpers darauf geachtet werden, dass sich das Epitop z. B. im Fall eines

Membranproteins nicht in einer transmembranen Doméne befindet (siehe 4.1.1).
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Die Funktion von Artemis wurde Uber die Komplementation der Synechocystis D1471-
Mutante nachgewiesen. Diese kann sich unter normalen Bedingungen nicht teilen, doch nach
der Transformation mit der Alb3-Doméne von Artemis aus A. thaliana waren die Mutanten
wieder teilungsfahig. Damit wurde gezeigt, dass die Alb3-Doméane des Artemis-Proteins an
der Zellteilung des Cyanobakteriums beteiligt ist.

6.1.5 Nachweis von Alb3-haltigen Komplexen

Komplexe kénnen nur mit nativen Auftrennungsmethoden nachgewiesen werden, bei denen
ein Protein-Komplex wahrend der Aufarbeitung nicht zerstort wird. Mogliche Techniken sind:
die BN-PAGE oder die Saccharose-Dichtegradienten Zentrifugation.

Bisher wurden in der Literatur zwel Alb3-haltige Komplexe von C. reinhardtii gefunden
(Bellafiore et a., 2002). Die Auftrennung der Komplexe erfolgte Uber die Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation und der Nachweis mittels Antikorper in einer Western
Analysen. Bei den nachgewiesenen Komplexen handelt es sich allerdings um Komplexe des
»getaggten” Fusionproteins, mit dem die ac29-Mutante komplementiert worden war. Es bleibt
somit zu kléren, ob die identifizierten Komplex auch mit dem ,ungetaggten® Protein

nachgewiesen werden konnen.

In dieser Arbeit konnte das Alb3-Protein nur als Einzelprotein in Chloroplastenextrakten von
A. thaliana mit der zweidimensionalen Gelelektrophorese (BN- / SDS-PAGE) nachgewiesen
werden (siehe 4.1.6.2). Ein hochmolekularer Alb3-haltiger Komplex wurde nicht identifiziert.
In weiteren Versuchen mit dem Referenz-Antikdrper aAlb3 RH (Daten nicht gezeigt),
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Reaktion des Antikdrpersa Alb3_3 (siehe 4.1.6.2) auf

das Alb3-Protein zuriickzufUhren ist.

6.1.6 Schlussfolgerungen aus den biochemischen Ergebnissen

Insgesamt traten bei den Versuchen zur ldentifizierung des Alb3-Proteins mit Hilfe von
Western-Analysen eine Reihe von Schwierigkeiten auf. Zum Erreichen der gesteckten Ziele
schienen die in dieser Arbeit gewéhlten Ansdtze unter den gegebenen Voraussetzungen nicht

erfolgversprechend. Folglich war es sinnvoll andere Wege zu gehen.
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Als Néchstes wurde ein molekularbiologischer Ansatz verfolgt. Hier sollte die cDNA des
Alb3-Gens kloniert und das Alb3-Protein in folgenden Arbeitsschritten rekombinant
produziert werden, um damit eine Kontrolle bei der Auswertung der Antikorper-Signale zu
besitzen (siehe 6.1.1.3). Ein Tell der durchgefihrten, molekularbiologischen Arbeiten ging in
diese Arbeit mit ein (4.2). Neben dem molekularbiologischen Ansatz lief3en sich jedoch

noch andere Wege beschreiten, die sowohl auf Studien mit Antikorpern, as auch unabhéngig

davon zu realisieren wéren.

Ein Ansatz ware die selbst hergestellten AntikOrper aufzureinigen, d.h. unspezifische
Wechselwirkungen der polyklonalen Antikorperseren zu eliminieren (siehe 6.1.1.3).

Hierzu sollte die albino3-Mutante von A. thaliana angezogen werden, um mit einem
Gesamtproteinextrakt aus Chloroplasten der Mutante unspezifische Wechselwirkungen des
polyklonalen Serums herauszureinigen. Dies kann Uber die Inkubation des Antikdrperserums
mit einer Blotmembran erfolgen, auf der sich die aufgetrennten Proteine des
Chloroplastenextrakts von der Mutante befinden. Da das Alb3-Protein nicht in der Mutante
vorhanden ist, bleiben die Antikorper, die spezifisch mit dem Alb3-Protein reagieren wirden,
wahrend andere Antikérper an die Blotmembran binden und aus der Antikorperlésung
entfernt werden. Aul3erdem konnte der Chloroplastenextrakt aus der albino3-Mutante als
Negativ-Kontrolle in den Western-Analysen mit einbezogen werden. Nur die Reaktionen der
Antikorper, die im untersuchten Chloroplastenextrakt auftreten, aber nicht im Extrakt der

Mutante zu finden sind, wéren dann auf das Alb3-Protein zuriickzufUhren.

Weiterhin kénnten Immunoprazipitationen durchgefiihrt werden, zu denen die Antikorper von
Alb3, cpSRP54, cpSRP43 und FtsY zur Verflgung stiinden. Mit einer Immunoprazipitation
konnen Antigene aus einer komplexen Mischung ausgeféllt werden, wenn sie mit einem
Antikorper reagieren. Das Prazipitat kann elektrophoretisch  aufgetrennt  und

massenspektrometrisch untersucht werden.

Ein weiterer Weg ist das Einbringen eines,, Tags‘ in das Alb3-Protein oder in dessen Substrat,
namlich LHCP. Mittels Affinitatschromatographie gegen den eingebrachten ,, tag” kdnnten die
markierten Proteine isoliert und potentielle Interaktionspartner gefunden werden. Diese

Methode ist bereits erfolgreich mit anderen Proteinen verwirklicht.
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Mit radioaktiven Importstudien an P. sativum wurden bereits Studien zur Lokalisierung
durchgefuhrt (Sundberg et a. 1997). An anderen Organismen fehlen die Ergebnisse solcher
Studien. Zur Durchfihrung misste jedoch ein Expressionsklon vorliegen, mit dem das
Vorlauferprotein von Alb3 rekombinant produziert und wéhrend der Trandation radioaktiv
markiert werden kann. Erst wenn durch den molekularbiologischen Ansatz die Werkzeuge

dafur geschaffen wurden, ist es mdglich diese Experimente durchzufthren.

Der Versuch das Alb3-Protein mittels Massenspektrometrie eindeutig zu identifizieren war
bisher erfolglos. Selbst in praparativen Gelen mit einer grof’en Menge an aufgetragenem
Protein (Daten nicht gezeigt), war es nicht moglich das Alb3-Protein nachzuweisen.
Allerdings sollte die massenspektrometrische Identifizierung erleichtert sein, wenn die
Reaktionen der Antikorper spezifischer werden und besser zugeordnet werden kénnen. Erst
mit einer massenspektrometrischen ldentifizierung des Alb3-Proteins kann bestétigt werden,
ob es sich bei den bisherigen Antikdrper-Signalen tatséchlich um den Nachweis des Alb3-
Proteins handelt.

6.2 Diskussion der molekularbiologischen Ergebnisse

Die molekularbiologische Aufgabenstellung dieser Arbeit war es, die Alb3-cDNA zunéchst
zu klonieren, um damit einen Expressionsklon herzustellen. Mit dem Expressionsklion sollte
das Alb3-Protein rekombinant synthetisiert werden, so dass die vorhandenen Antikérper
direkt am Alb3-Protein getestet werden kdnnen. Erst durch diese Kontrolle ist die Zuordnung

eines Antikorper-Signals zum Alb3-Protein moglich.

Als Ausgangsmaterial zur Bearbeitung dieser Aufgabenstellung stand die Alb3-cDNA aus
dem Labor von Prof. Dr. Sundberg zur Verfligung. Diese wurde mittels PCR getestet und es
konnte nachgewiesen werden, dass das Ausgangsmaterial tatséchlich die Alb3-cDNA enthielt.
Anschlief3ende Sequenzierungen von aus transformierten Bakterien isolierter Plasmid-DNA,
lieferten die Sequenzen eines cDNA-KIlons des Ihchl-Gens aus A. thaliana (siehe Anhang
Abb. I11). Das Auftreten der Ihcb1l-DNA war fir die weiteren Versuche eine unerwinschte
Verunreinigung, fur deren Ursprung es mehrere Erkldrungsmadglichkeiten gibt. So stehen
folgende Mdoglichkeiten zur Erklérung der Verunreinigung zur Verfigung. Entweder befand
sich dieser cDNA-Klon in den kompetenten Zellen fir die Elektroporation, in den

verwendeten Gefal3en, oder im verwendeten cDNA-Ausgangsmaterial.
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Die erste Mdglichkeit kann ausgeschlossen werden, da die kompetenten Zellen auf ihre
Uberlebensfahigkeit in LB-Amp-Flissigmedium Uberpriift wurden. Nicht-transformierte
Zellen besitzen gegentiber dem Antibiotikum Ampicilin keine Resistenz und kénnen in LB-
Amp-Flussigmedium, in dem transformierte Bakterien angezogen werden, nicht wachsen.
Durch diesen Selektionsdruck wird sichergestellt, dass die kompetenten Bakterien nicht schon
vor der Transformation ein Plasmid mit einem Resistenzgen (wie z.B. die Ihcb1l-cDNA) in
sich tragen. Die Mdglichkeit, dass die verwendeten Gefél3e verunreinigt waren kann ebenso
ausgeschlossen werden, da neue Elektroporationskiivetten verwendet worden waren. Uberdies
wurde weder in der eigenen Arbeitsgruppe, noch am Botanischen Institut der LMU Minchen
mit einem solchen Klon gearbeitet. Daraus folgt, dass diese Kontamination nur aus dem
Ausgangsmateria stammen kann. Um dies zu Uberprifen kénnte eine PCR mit spezifischen
Primern fur die Verunreinigung durchgefiihrt werden. Ein weiterer Nachweis kénnte Uber die
Sequenzierung der PCR-Fragmente, die in der Kontroll-PCR mit den M13-Primern (fw und
rev) erzeugt wurden, erbracht werden. Es ist wahrscheinlich, dass dabei die Ihchl-Sequenz
ermittelt und damit der eindeutige Bewels fir eine Kontamination des Ausgangsmaterials
erbracht wirde.

Daim Ausgangsmaterial jedoch die Alb3-cDNA enthalten ist und in manchen transformierten
Klonen wiedergefunden werden konnte (siehe 4.2.4.5), kann das zugeschickte Material zur
Herstellung eines Expressionsklons verwendet werden. Mittlerweile existiert ein solcher
Expressionsklon in der Arbeitsgruppe. Zur Herstellung war das Ausgangsmaterial mit
Restriktionsenzymen behandelt worden, die lediglich in der Sequenz der Ihcbl-cDNA
schneiden, jedoch nicht in der Sequenz der Alb3-cDNA. Dadurch wurde die Verunreinigung
spezifisch degradiert und das Ausgangsmaterial konnte aufgereinigt werden. Das
aufgereinigte Material wurde wiederum fur eine PCR eingesetzt und in einen speziellen
Vektor zur Klonierung von PCR-Fragmenten (pDrive) eingebracht. Mit Hilfe dieses Vektors

kann das Alb3-Protein rekombinant produziert werden.

Eine weitere Alternative wéare es gewesen sich die Alb3-cDNA selbst tber eine RT-PCR
selbst herzustellen. Dieser Weg ist jedoch der zeitaufwendigste, da das Fragment zuerst
amplifiziert und dann in einen Vektor ligiert werden muss, bevor die Alb3-cDNA

transformiert werden kann.

Schlussfolgerung aus den molekularbiol ogischen Ergebnissen ist, dass die Durchfihrung von
Experimenten durch den Einsatz von Kontrollen abgesichert werden mussen. Nur dadurch

erspart man sich miige Analysen zweifelhafter Experimente.
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9 Anhang

9.1 GroRenangaben zu den Proteinen YidC, Oxalp und Alb3

Tabelle I: GrofRenangaben zu den Proteinen YidC (E. coli), Oxalp (S cerevisiae) und Alb3
(A. thaliana). Die Signal sequenzen wurden mit ChloroP (siehe 3.1.8) und die transmembranen
Domanen mit TMPred vorausgesagt (siehe 3.1.8).

Protein |Organismus | Vorlaufer-| Signal- | matures T™ -
Protein | Sequenz| Protein | Domanen
AS kD AS AS kD

YidC E. coli 548 | 61,5 24 524 | 58,8 5
Oxalp |S cerevisae |402| 44,8 43 359 | 39,9 4
Alb3 A. thaliana 462 | 50,2 55 407 | 44,6 5

9.2 Alignment fur die Proteine Alb3, Oxalp und YidC

Al b3 110 GWFGFI SDAVELVLKI LKDGL SAVHY NN P TKQQVESTLA
OXA1p 120 -=---m--memmmmeeemaaaa HVYSGLPWAGTI AATTI LI RCLMFPL YVKSSDTVAR
Yi dC 330 GALWFI S- - - QPLFKLLK- - - - W HSFVGNEWGESI | || TFI VRGI MYPL TKAQYTSMAK

Al b3 MONL QPKI KAl QQRYAG- - NQER- - - | QLETSRL YKQAGVNPL

Oxalp NSHI KPEL DAL NNKLMSTTDL QQGQL VAMORKKLL SSHG KNRW.AAP- MLQl Pl ALGFF
Yi dC MRMLQPKI QAMRERLGD- - DKQR- - - | SQEMVAL YKAEKVNPLGGCFPLLI QVPI FLALY
Al b3 QAL SNVANECHEIECERMBSESERISIARQSCSG SW.FPFVDGHPPL BTN
Oxalp NALR--------------- HVAN- - YPVDGFAN- QGVAWFTDLTQADP- - - - - - - - - YLG
Yi dC YMe---- - - - MG- - - SVELRQAPFAL- W HDLSAQDP--------- YYI

Al b3 ERVEEASONS\E! M<PP- - - QTDDPAKNTL L VF K- IR NS EARSVRSERSIN
Oxalp LQVI TAAVFI SFTRLGGETGAQQFSSPMKR- - - - LFTI LPI I SI PATMNLSSAVVLYFAF
Yi dC LPI LMGVTMFE- | QKMSPT- - - TVTDPMQXK- - - | MTFVMPVI FTVFFLWFPSGLVLYYI V
Al b3 NNVL STAQQVYL RKL GGAKPNVDENASKI | SAGRAKRSI AQPDDAGERFRQL KEQEKRSK
Oxalp NGAFSVLQTM LR- - - - - - - NKW/RSKLKI TEVAKPR- - - - TPl AG- - - - - ASPTEN- - M
Yi dC SNLVTI T QQ----------------- Q! YRGLEKR-------- G ----LHSREK- -K
Al b3 KNKAVAKDTVEL VEESQSESEEGSDDEEEEAREGAL ASSTTSKPL PEVGORRSKRSKRKR
Oxalp G FQSLKHNI QKAR- DQAERRQL MQDNEKKL QESFKEKRQNSK- - | KI VHKSNFI NNKK-

Yi dC S T e e T

Al b3 TV

Oxalp

Yi dC

Abbildung I: Alignment der Proteine Alb3, Oxalp und YidC. Die Aminosiuresequenz des
Alb3-Proteins von A. thaliana wurde fir eine BLAST Homologie-Suche verwendet. Fir das
Alignment mit dem Alb3-Protein (ab AS 110) von A. thaliana wurden die Sequenzen der
Proteine Oxalp S cerevisiae; ab AS 120) und YidC E. coli; ab AS 330) herangezogen
(CLUSTAL W, siehe 3.1.8). Die farbig unterlegten Bereiche (@, gelb und tiirkis)
entsprechen den berechneten transmembranen Doméanen (TMPred, siehe 3.1.8).
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9.3 Alignment far die Proteine Alb3, PPF1 Alb3-1 und Alb3-2

ALB3  -ce--ceo--- MARVLVSSPS- SFFGSPLI KPSSSLRHSGVGGG- GT- AQFL PYRSNNNK- L
PPF-1 «---en--n-- MAKTLI SSPS- - FLGTPLP- - - - SLHRT- - - = = - - - - - FSP- - - NRTRigL
Al b3- 1 MBSSMCLARCSASL SAGNFPSRVENGR: - - - - L HAQRRTRTL QL RCARASLLP- - - DQPT- L
Al b3-2 -cemmcamo-- MALQVKQSPS- - - MG- - - - - - - - - VRRAS- - - - == - - - - - QP---men--

ALB3 FTTSTTVMRFSLNEI P- PFH GLDSSV- DI GAl FTRAESLLYTI A- DAAVWGADSVVTTDSS
PPF-1 FTK---V- QFSFHQLP- PI Q- SVSHSV- DLSG FARAEGLLYTLA- DATVA- ADAAASTD- V
Al b3-1 AAS------ SAl SPVPSDLPEVLCGDALHRLGAI YVLADASASTAA- AAVMP- - TAVDSAAGA
Al b3-2 ---------- VLPPRP- | VHRGVGSVS- RRPAVVVKAS— LLDAASHA_ASA- VDAVHHATQL

ALB3 AVOKSGGWFGFI SDAMELVLKI LKDGLSAVHVPYAYGFAIL | LLTI | VKAAT
PPF-1 AAQKNGGWFGFI SDGVEFVLKVLKDGLSSVHVPYSYGFAI | LLTVI VKAATL
Al b3-1 APQRAGGWAPVADALEQVLYALQEGLDKLHVPYSYGYSI | LLTLI VKLLT
Al b3-2 YTLAEGGPI DVLAQFFEFVLQTLDEGLESAKI PYSYGFAI | ALTVLVKVATH

ALB3 AGCLPTLATI PVW GLYQ
PPF- 1 AGCLPTLATI PVW GLYQ
Al b3-1 AGCLPTLATI PI FI GLFS
Al b3-2 AGCFPTLATI PVFI GLYN

ALB3 ALSNVANEGLF- TEGFFW PSLGGPTSI AARQSGSG SW.FPF- VDGHPPLGAYDTVAYL
PPF-1 ALSNVANEGLL- TEGFLW PSLGGPTSI AARQSGSG SW.FPF- VDGHPLLGAYDTAAYL
Al b3-1 SLTNVANDGLLDTQGFYFVPSLAGPTTMAVRQSGL GTSW.WPL GPDGAPPI GAEDAAAYL
Al b3-2 ALSNAAKEGLL- TEGFFW PSLGGPTTI GG - - - - GLEWL.VPF- ENGAPPVGWANAAAYL

ALB3 VLPVLLI ASQYVSMEI MKPPQT- DDPAQKNTLLVFKFLPLM GYFALSVPSGLSI YW.TN
PPF-1 VLPVLLI VSQYVSMEI MKPPQT- NDPNQKNTLLI FKFLPLM GYFSLSVPSGLTI YWFTN
Al b3-1 TLPLLLVAVQYASSSVTSPPI DPKDENANTQRALLVFLPLMGAFSLNVPAGLSLYYLAN
Al b3-2 VMPVLLVASQYASCKI | SSQNN- QDPSQQQAQAI LKFLPLM GWFSLNVPSGLTLYWFVN

ALB3 NVLSTAQQVYLRKLGGAKPNMVDEN- - ASKI | SAGR- - - - - AKRSI AQPDDAG- - - ERFRQ
PPF-1 NVLSTAQQVW.RKLGGAKPAVNEN- - AGG | TAGY - - - - AKRSASKPEKGG- - - ERFRQ
Al b3-1 TVLSSAI Q YLKKLGGANVVMNEL GPVTKPGSGRRNGVAAGEWSVWKPATVL TTAEAAKA
Al b3-2 NLLSTGQQLYLKAT- - VKVNI PEA- - | KAPATAG- - - - - - SSTPI VKPKE- - - - - ERVKK

ALB3 LKEQE- - - KRSKKN- - - KAVAKDTVELVEESQSESEEGSDDEEEEARE- - - GALA- SSTT
PPF-1 LKEEE- - - KKKKLI - - - KALPVEEVQPLA- SASASNDGSDVENNKEQE- - - - VTE- ESNT
Al b3-1 RAEAEEAVERAR- - - - - EAAEEAAAAAAFDNASVSL SVDDSTAAI AGTATMVAVTAGAPAA
Al b3-2 VTGKELGSRKKRRNDDGEEVEDVEVEWVS- SGSSSSSCSNGASGRKGEKFRAL KA- REAA

Al b3-1 AMDPSKVWN- - - - - RRCKRRRLTSLVQDGSTASAAVAGASA
Al b3-2 AKAASTVSAG - AGGSEEGKDNSA- - - - ------------

Abbildung 11: Alignment der Proteine Alb3 (A. thaliana), PPF1 (P. sativum) Alb3-1 (C.
reinhardtii) und Alb3-2 (C. reinhardtii). Das Alignment wurde mit CLUSTAL W
durchgefihrt (siehe 3.1.8). Die unterstrichenen Bereiche der Sequenzen geben die Positionen
der vorausgesagten transmembranen Doménen innerhalb der Proteine an (TMPred; 3.1.8). Die
Sequenz des Peptids gegen das der Antikorper a-Alb3 RH gerichtet ist, ist . unterlegt. Der
gelb unterlegte Bereich entspricht dem Epitop, das fur die Herstellung der eigenen Antikorper
ausgewdhlt worden war. Das weiRe Dreieck () kennzeichnet die berechnete
Prozessierungsstelle (ChloroP; 3.1.8).
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9.4 Angaben zum |lhcb1-Gen (cab3) aus A. thaliana

Locus: AT5FCAB3; 1004 bp

Definition: A. thaliana 5' flanking region of cab3 gene and cab2 gene (partial) for chlorophyll a/b-
binding protein.

Accession #: X15222

Organism: Arabidopsisthaliana

Reference: 1 (bases 1 to 1004)

AUTHORS: Mitra,A., Choi,H.K. and An,G.
TITLE: Structural and functional analyses of Arabidopsis thaliana chlorophyll a/b
binding protein (cab) promoters
JOURNAL: Plant Mol. Biol. 12, 169-179 (1989)
gene: 960..1004/gene="cab3"
CDs: 960..>1004/gene="cab3"/product="chlorophyll a/b-binding protein"
/protein_id="CAA33291.1"/trandation="MAASTMALSSPAFAG"

1 gaattcat gt gt gagggcaatt agt gat t gt aaaaat aaaattgtgtttt gt aaaaaact
61 tttactgtcgaaattatttagggt gat gaaaaaat cagt aaact acgaat gat agctt aa
121 agagtttctat caaagtgattgaggaatagtttgttgcaaattaaacctctaacaaaatg
181 ttttctgttgtggtttttcatctctacaaattttgaatttt at gat gaattagaaagata
241 gaatgagttactttagattttaaaaggttgttcaagtttacaaaacagattactagaatc
301 atgattaaaaatttacaagctacatattgtctaaaccaat gat gttgaacat accagatg
361 atagtttttcagtgtttgaacaatcaattggatagtttttatgtttct gcaaaat atgca
421 aataatcagtgtttttgagtctttgcattttgatttaaaagcaaaaacaactgagtttca
481 aggttaaattaattacattattcatgagatttatcaggttagtggataaactgacaatgg
541 aatcaatgttattgtaaattggtagtgatgttggacttctaatgttactctctatgatgt
601 ttcggtcatcggtatcacactatctttacttttatttaaaggaaagat cacacaaat aag
661 ttatctctattcagaactattaagctgcttccaaaagacttgcaacat gt ggtctcgaaa
721 tgctttggct gcaat gaaaaaat cat agcaaaagct agt ggact agagact gccacat aa
781 gaat agt aaacgt t aaaaccaaaat ct caaaaat ccaat gagt aaagagat at agat t ac
841 ttcatagat aacaaacgttactcgcaattttcctatataatccaaccctacctaaccatt
901 ttcaatcactctcact cacaagttagt caccaaaaaaaaaaaaaacacaaaaagtttcaa
961 tggccgcctccacaat ggectctctcctccectgecttcgecgga

Abbildung I11: Angaben zum |hcbl-Gen aus A. thaliana. Die Daten stammen aus der

Datenbank des NCBI (siehe 3.2.11). Die Sequenz des geb unterlegten Bereichs war das
Ergebnis der Sequenzierung der vermeintlichen ,, Alb3-Clone* (siehe 4.2.3.5 und 4.2.4.5).
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