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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Methionine kdnnen als endogene Antioxidanzien iRmtein-Umgebung vor reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) schitzen. Um zu klarenawdtn Methionine im D1-Protein der
GrunalgeC. reinhardtiials endogene Antioxidanzien (R@8avengerfungieren, wurden die
Methionine 172, 183, 194 und 293, die sich in racinér Nahe zu den Chlorophyllen des
Reaktionszentrums von PSII befinden, ausgetaudgieise Chlorophylle gelten als eine
Hauptquelle von ROS in Pflanzen. Wahrend der Awgsfauvon Methionin 293 keine
physiologischen Veranderungen bewirkte, fihrteAlestausch von Methionin 172, 183 bzw.
194 zu Einschrankungen des photoautotrophen Waunkssowie zu einem verstarkten D1-
Abbau der jeweiligen Mutante im Starklicht. Einesbiche fir die Veranderungen der
Mutanten konnten veranderte Bindungsverhaltnissschen D1-Protein und Mangan-Cluster
sein. Da sich die Methionine 172, 183 und 194 infdedie Bindung des Clusters wichtigen
loop-Region befinden bzw. an diese Region angrenzemtkdderen Austausch die Bindung
der beiden Untereinheiten beeinflussen. Eine scher&cBindung des Mangan-Clusters kann
die Bildung der Radikale P680oder auch Tyrosin Z begiinstigen, da nicht ausreichend
Elektronen aus der Wasserspaltung fur deren Remukiom Mangan-Cluster geliefert
werden. Durch diese Radikale konnte das D1-Proterstarkt geschadigt und abgebaut

werden, wie fur die Mutanten gezeigt.

Entsprechend der Arbeitshypothese kdonnte aber dechverlust der Methionine als ROS-
Scavengerin den Mutanten, deren physiologische Verandemingeklaren. Uben die
Methionine also tatsachlich eine antioxidative Szfunktion Scavenging-unktion) aus,
kénnte das Fehlen dies8cavengeliin den Mutanten die intrazellulare ROS-Konzenbmati
erhéhen und damit zu einer erhdhten SchadigungddeBroteins sowie einem verstarkten
Abbau fihren. Um ein potentielles RG®avengingdurch Methionine des D1-Proteins zu
ermdglichen, ware dariber hinaus die Aktivitat eiethioninsulfoxid-Reduktase A bzw. B
(MSRA bzw. MSRB) erforderlich. Die Arbeitshypothegetermauernd, konnten viensrA
Gene im Kerngenom identifiziert werden. Alle vieer@@ werden exprimiert und sind auf
Transkriptebene nachweisbar. Die Gem&Albis 3 werden unter bestimmten Bedingungen,
die oxidativen Stress verursachen, starker trapigkti als unter normalen
Wachstumsbedingungen. Fur MSRA2 konnte neben @ineitro Reduktase-Aktivitat auch

die Lokalisation im Chloroplasten, einer Hauptgeielon ROS in Pflanzen, nachgewiesen
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werden. Damit konnte MSRA2 als potentieller Kandifiiet eine Interaktion von D1-Protein
und Methioninsulfoxid-Reduktase identifiziert wendeDie Ergebnisse dieser Arbeit liefern
somit erste Hinweise, dass Methionine des D1-Rrstem Zusammenspiel mit einer
Methioninsulfoxid-Reduktase einen effektiven Schigz Zelle vor ROS darstellen kdnnten.
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1  Einleitung

1 Einleitung

Wahrend der Photosynthese werden mit Hilfe vonhBiregsenergie aus Kohlendioxid und
Wasser energetisch hochwertige Kohlenhydrate sisitie. Dabei wird Sauerstoff
photolytisch aus Wasser freigesetzt und NADPH uid Averden gebildet. Die oxygene
Photosynthese bildet damit die Grundlage allen lmeroLebens, da Sauerstoff als End-
Akzeptor der Atmungskette dient. Molekularer Satséfsist aber auch die Vorstufe von
Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die in geringanzentrationen eine wichtige Funktion
bei der Infektionsabwehr bzw. bei der Signaltrakidn ausiben, in hdheren
Konzentrationen aber auch Proteine, Lipide und BinkBuren oxidativ schadigenAllol ET
AL. 2004; APEL & HIRT 2004; KiMm ET AL. 2008). Vor allem photosynthetisch aktive
Organismen sind unter bestimmten Stressbedingung@meren ROS-Konzentrationen
ausgesetzt und haben unterschiedliche Abwehr- wghiRturmechanismen entwickelt, um
sich vor der schadigenden Wirkung der ROS zu senifBaT ET AL. 2000; ASADA 2006;

KRIEGERLISZKAY ET AL. 2008).

1.1 Photosystem Il

In héheren Pflanzen und Grinalgen findet die NADRRRd ATP-Synthese lichtabhéngig in
bzw. an der Thylakoidmembran des Chloroplasten diatht-Reaktion), wahrend die GO
Fixierung und -Reduktion sowie weitere Umwandlungien Reaktionsprodukte im Stroma
ablaufen (Dunkel-Reaktion). In die Thylakoidmembrsind die beiden Protein-Pigment-
Komplexe Photosystem | und Il (PSI und PSII) inseriPSII ist eine Wasser-Plastoquinon-
Oxidoreduktase. Das Strukturverstandnis von PSlisidba auf Vergleichen zum
Reaktionszentrum der PurpurbakteriemgBONA ET AL. 2012; MICHEL & DEISENHOFER
1988), dessen Struktur seit langem bekannt istii& 1982). In den letzten Jahren wurde
dieses Bild durch die Kristallstruktur von PSII a8gnechococcus elongatumi einer
Auflosung von 3,8 A (BuNI ET AL. 2001) bis hin zur Kristallstruktur von PSII aus
Thermosynechococcus vulcare einer Auflésung von 1,9 A (uENA ET AL. 2011) ergénzt
und verfeinert. PSIl besteht aus 17 in der Membla@lisierten Untereinheiten, drei
peripheren Proteinen sowie verschiedenen Cofaktarehhat eine Gesamtmasse von 350
kDa (ZOUNI ET AL. 2001;FERREIRA ET AL 2004;KAMIYA & SHEN 2003). Bestandteile sind

unter anderem die zentralen Proteine D1 und D2cllierophyllhaltigen inneren Antennen

1



1  Einleitung

CP43 und CP47¢- und B-Untereinheiten des Cytochrobgsg Komplexes sowie weitere
kleine Untereinheiten. Das zentrale D1/D2-Heterairhildet das PSII-Reaktionszentrum
und enthalt die meisten redox-aktiven Komponentewie die zwei miteinander
interagierenden Chlorophykh-Molekile, B; und B, die zwei Chlorophylla-Molekule
Chlp; und Chj,, den Tetra-Mangancluster, zwei redox-aktive Tyresste (Y und Yp), zwei
Phaophytine (Rh und Pl3,) und die zwei Plastochinonex@nd Q. Weiterhin ist ein Nicht-
Ham Eisen zwischen dem primaren, fest gebunderastdehinon @ und dem sekundaren
Plastochinon @ lokalisiert, an dem ein Bicarbonat-Anion gebundgn Zusatzlich befinden
sich zwei Chlorophyll a-Molekile, Chla; und Chla,;, an der Peripherie des
Reaktionszentrums (WH ET AL. 2012). Jedes PSII-Monomer enthalt elf bzw. zwgif
Carotine, die vermutlich als Lichtsammel-Pigmented uSingulett-Sauerstoff-Quencher
dienen ($zER ET AL 2011;MUH ET AL. 2012). Die Kristallstruktur-Analysen zeigen dartber
hinaus eine Vielzahl von Wasser-Molekilen innerhgttes Monomers und einen hohen
Anteil integraler Lipide (WMENA ET AL. 2011). Der Antennenkomplex des PSII wird von den
aulReren Antennen (LHC-lla bis LHC-IId) und dem gbKomplex (Antennenptoteine CP43
und CP47) gebildet (BETSKIY ET AL. 2008;MINAGAWA & Y. TAKAHASHI 2004).

Der Elektronentransport tber PSII beginnt mit ddiséption von Lichtenergie bei einer
Wellenlange von 680 nm durch den Antennenkomplexd wer Weiterleitung der
Anregungsenergie an die Pigmente des Reaktionsmestr Im Gegensatz zu den
Purpurbakterien finden im Reaktionszentrum von Rfghrere Ladungstrennungen in den
ersten Picosekunden nach der Anregung statt ume le#énzelne Ladungstrennungs-Reaktion
(CARDONA ET AL. 2012;G. RENGER& T. RENGER2008). Als primarer Elektronendonor des
PSII-Reaktionszentrums wird das Chlorophyll-Pagwf®, (P680) angesehen. Nach neuesten
Erkenntnissen kdnnte aber auch das Chloro@hapblekil By; bzw. Chp; allein als primarer
Elektronendonor dienen ABDONA ET AL. 2012; RAszewskl ET AL 2005). Der
Anregungszustand ist vermutlich nicht, wie langggeamommen, an einem spezifischen
Chlorophylla- Paar (P680) lokalisiert, sondern verteilt sich kambinationen benachbarter
Chlorophylle des Reaktionszentrumse(@XER & VAN GRONDELLE 2000). Der Prozess der
initialen Ladungstrennung an PSII wird aktuell dis&rt und ist noch nicht bis ins Detail
geklart (G.RENGER & T. RENGER 2008; CARDONA ET AL. 2012; MUH ET AL. 2012). Im
Anschluss an diese Ladungstrennung wird ein antggeglektron unter Bildung des

Ladungspaares gf Py, auf Phaophytin und weiter auf das primare Plastoch Qu
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Ubertragen. Das oxidierte ChlorophyH,P (P680) ist ein starkes Oxidationsmittel und in der
Lage, Elektronen vom TyrosinzyYabzuleiten. Das angeregte Elektron wird weiter @irauf
das sekundare Plastochinop @ertragen, das im Gegensatz zum Ein-Elektrone pabz&,
zwei Elektronen aufnehmen kann. Zur Stabilisierwegden zwei Protonen aus dem Stroma,
maoglicherweise uber ein Bicarbonat-Anion, aufgen@nm(VAN RENSEN 2002). Das
gebildete Plastochinol gpl, verlasst seine Bindestelle am D1-Protein, die wietlech ein
oxidiertes @ besetzt wird. @, kann frei in der Thylakoidmembran diffundieren, reei
Elektronen auf den Cytochrolg/f-Komplex dbertragen und die Protonen ins
Thylakoidlumen entlassen. Als zweiter mobiler Etekentrager wird Plastocyanin reduziert,
das die Elektronen auf PSI Ubertragt. PSI ist dicteggetriebene Plastocyanin-Ferredoxin-
Oxidoreduktase. Die Elektronen werden schlief3licm Werredoxin tber die Ferredoxin-
NADP-Reduktase auf NADPtransferiert. Fir einen kontinuierlichen Elektrofiess ist ein
Ausgleich des Elektronendefizits am PSlI-Reaktiensmim (P680 notwendig. Diese
Elektronen werden vom Wasser geliefert. Die Fumktler Wasserspaltung Ubernehmen der
Mangan-Cluster und ein redoxaktiver Tyrosin-Rest)(#n Position 161 des D1-Proteins.
Aul3erdem spielen bei der Wasserspaltung die doteire OEE 1 (33 kDa), OEE 2 (23 kDa)
und OEE 3 (16 kDa) eine Rolle, deren Struktur bakaaber deren genaue Funktion bislang
unklar ist (ERREIRA ET AL 2004; BONDARAVA ET AL. 2005). Mdglicherweise spielt das
OEEZ2-Protein als Mangan-Speicher-Protein eine wgehRolle bei der Assemblierung und
beim Turnovervon PSIlI (BONDARAVA ET AL. 2005). Der Cluster enthalt neben den vier
Mangan-Atomen ein Calcium-Atom und finf Sauerstfdme und wird als M§CaGOs-
Cluster bezeichnet @RREIRA ET AL 2004). Die Freisetzung eines Sauerstoffes aus Wasse
erfordert die Abgabe von vier Elektronen und dasta$ Einfangen von vier Excitonen. Vom
Mn,CaGs-Cluster werden dazu nacheinander vier Elektroneer idas Tyrosin ¥ an das
Reaktionszentrum abgeleitet. Dabei durchlauft dasi@r nach dem Grundzustangldie vier
Oxidationsstufen Shis § (DAU ET AL. 2012;NAJAFPOUR& GOVINDJEE 2011). Bei diesem
als Kok-Zyklus (KoK ET AL. 1970) bekannten Mechanismus wird erst nach Erreicles &
Zustandes Wasser oxidiert und Sauerstoff freigesBer Cluster kehrt anschlieRend in den
So-Zustand zurtick. Durch diese einmalige Wasser-@idawird die Bildung reaktiver
Sauerstoffderivate minimiert. Durch die Protoneie, lodei der Wasseroxidation und bei der
Oxidation des Plastohydrochinons ins Lumen abgegebeerden, entsteht ein
Protonengradient tiber die Membran. Er treibt dietlsgse von ATP aus ADP und Phosphat
Uber die ATP-Synthase.



1  Einleitung

1.2 ROS Bildung am PSII

Photosystem Il ist neben Photosystem | sowie denwxiB®men und Mitochondrien die
Hauptquelle fur die Bildung Reaktiver Sauerstofispe in photosynthetisch aktiven
Organsimen (AADA 2006; KRIEGERLISZKAY ET AL. 2008) (Abbildung 1.1). Reaktive

Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species = ROBd gadikalische sowie

nichtradikalische hochreaktive SauerstoffmetaboBie werden durch die Ubertragung von
Energie bzw. die Ubertragung von Elektronen aufakalaren Sauerstoff gebildet. Vor allem
unter Stressbedingungen, bei denen die AnregungReedktionszentrums von PSIl den

Bedarf der C@Assimilation an Redoxaquivalenten UbersteigtdistROS-Bildung verstarkt
(AsADA 2006).

Stroma

«~— Membran —

Lumen

Fete, M| IV 4H" +0, 2 H,0

Abbildung 1.1: Entstehung Reaktiver Sauerstoffspezie am PSII. Dargestellt ist das D1/D2-Heterodimer von PSII mit
folgenden, am Elektronentransport beteiligten Kongrtden: den beiden Chlorophyll-Molekiilen PD1 und FP@80), den
Phaophytin-Molekilen Rhund Phy,, dem primaren, fest gebundenen Plastochingns@wie dem sekundéren, mobilen
Plastochinon @ Zwischen beiden Plastochinonen ist ein Nicht-HEisen (Fe) lokalisiert. An der Donorseite von PsSihid
der redox-aktive Tyrosin-Rest,Y der Mangan-Cluster (M@aQ) sowie die drei Proteine OEE1l, OEE2 und OEE3
gebunden, die fur die Wasserspaltung essentiall. $dfe gepunkteten Pfeile kennzeichnen den Elekmtransport vom
P680 zum @ sowie den Transport der Elektronen vom Wasser axidierten P680. (i) Superoxidanion-Radikal {Q%ird
durch nicht-enzymatische Reduktion von molekulareaesstoff mittels Plastochinon-Molekiile oder Phgophgebildet.

(ii) Singulett-Sauerstoff'Q,) entsteht durch Energieiibertragung von Triplet-@igbyll, der durch Ladungstrennungen im
P680 gebildet werden kann, auf molekularen Sauérgig) Die unvollstandige Oxidation von Wasséitirt zur Bildung von

Wasserstoffperoxid (30,). (iv) H,O, kann durch Metall-lonen (z.B. Fe2+, Mn2+) zum hogigchen Hydroxyl-Radikal
(HO¢) reduziert werden.
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In Pflanzen und Algen wird Singulett-Sauerstdf4) durch Energielibertragung von Triplet-
Chlorophyll auf molekularen Sauerstoff gebildet GAdung 1.1). Triplet-Chlorophyll
entsteht entweder innerhalb der Antennenchlorophdlirchintersystem Crossingei dem
der Spin eines Elektrons umgekehrt wird, oder wadhreder Ladungstrennung im
Reaktionszentrum von PSII. Obwohl das meiste Chloyth in den Antennen gebunden wird,
ist der Anteil von durchintersystem Crossingebildeten Singulett-Sauerstoff gering. Als
Hauptreaktion der Entstehung von Singulett-Sau#ristd®Sll wird die Ladungstrennung im
P680 betrachtet (5priSiL 2012), die unter bestimmten physiologischen Bediggn, wie
hohe Lichtintensitaten oder Trockenheit, beguinssigtDer Plastochinon-Pool befindet sich
in einem stark reduzierten Zustand, da die Dunledi®on inhibiert ist und nicht
Redoxaquivalente verbrauchen kann, die durch dibtiReaktion geliefert wird. Es kommt
zum Elektronenstau und zu Rekombinations-Reaktiomearhalb von PSII, die zur Bildung
von Singulett-Sauerstoff fihren lEGERLISzKAY 2005; KRIEGERLISZKAY ET AL. 2008).
Singulett-Sauerstoff gilt als Hauptursache des ttiouzierten Verlustes an PSII-Aktivitat
und des Abbaus von D1-Proteink@ ET AL. 1993).

Durch enzymatische bzw. nicht-enzymatische Ubeutiggvon Elektronen auf molekularen
Sauerstoff an der Akzeptorseite von PSIl entstedas Superoxidanion-Radikal {0,
Wasserstoffperoxid (30,) oder das Hydroxyl-Radikal (HOe¢) (Abbildung 1.1)ie nicht-
enzymatische Reduktion von molekularem Sauerstafthd Phéophytin, fest gebundenes
Plastosemichinon (§), schwach gebundenes Plastosemichinong) (bzw. freies
Plastosemichinon (PQ) resultiert in der Bildung v@s7, das durch ein weiteres,Ooder
Plastochinol zu Wasserstoffperoxid reduziert wifdie Reduktion von kO, durch
Metallionen (F&" oder Mrt") fiihrt letztendlich zur Bildung des hoch toxischepdroxyl-
Radikals (HOe-). Diese Reaktion wird als Fenton-Meubmus bezeichnet. Die enzymatische
Reduktion von molekularem Sauerstoff zd” @rfolgt vermutlich Gber das Ham-Eisen des
Cytochrombyssg Komplexes (BspPisiL ET AL 2006). An der Donorseite von PSII entsteht
durch eine unvollstandige Wasser-Oxidation Wass#psroxid. Dieses wird anschliel3end
durch beispielsweise Tyrosin Z zu,Ooxidiert oder durch Mangan, das vom Mangan-
Komplex freigesetzt wird, zu HOe reduziertgq&risiL2012).
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1.3 Schutzmechanismen

Um die Zelle vor der schadlichen Wirkung von ROSsehiitzen, erfolgt die Abwehr dieser
Substanzen durch enzymatische bzw. nicht-enzynhatidatioxidantien.

ROS werden effektiv durch enzymatische Antioxidamteliminiert. Dazu zahlen Superoxid-
Dismutase (SOD), Katalase, Ascorbat-Peroxidase (ARXwie Glutathion-Peroxidase
(GPX). Im ersten Abwehrschritt wird zundchset @urch SOD zu KD, umgesetzt. Katalase,
APX sowie GPX detoxifizieren anschlieRend,Q4d Wahrend die Katalase ohne den
Verbrauch von Redoxaquivalenterp®4 zu Wasser umsetzt, erfordert die Entgiftung von
H,O, mit Hilfe der APX ein Ascorbat / Glutathion-regemeeendes System (Ascorbat-
Glutathion-Zyklus). Die GPX kann Glutathion direlds Reduktionsmittel zur Entgiftung von
H.O, nutzen. Es existieren in Pflanzen mehrere SOD-, APX. GPX-Gene. Verschiedene
Isoformen dieser Enzyme sind in den Chloroplastiem Mitochondrien, den Peroxisomen
sowie im Cytosol und im Apoplasten lokalisiertR&. & HIRT 2004; DAYER ET AL. 2008).
Katalasen sind in hoheren Pflanzen nur in Peroxésgnm der Grunalg€hlamydomonas
wahrscheinlich in den Mitochondrien lokalisiert& ET AL. 2008).

Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien zahlerbeme den zentralen Redoxpuffern
Ascorbat und Glutathion vor allem Carotinoide (zZZBaxantinf3-Carotin) und Prenylquinole
(z.B. a-Tocopherol, Plastoquinol), die vorwiegend schamit Singulett-Sauerstoff'@,)
eliminieren. Man bezeichnet diese Substanzen Q@igncher die Anregungsenergie
benachbarter Molekiile aufnehmen kénnen, so dase dieeinen Grundzustand Ubergehen
kénnen. DerQuencherkann seinerseits durch Energieabgabe, z.B. in RaimWarme, in
einen Grundzustand zurtckkehren. Man unterschepletsikalisches und chemisches
Eliminieren Gcavenging von 'O, (KAISER ET AL 1990). Das physikalische Eliminieren
erfolgt durch die Ubertragung der Anregungsenergie auf taide unter Bildung eines
angeregten Triplet-Zustandes d@eenchersund Abgabe der Energie in Form von Wéarme.
Dabei kann ein Carotinoid-Molekiill mehreréO,-Molekiile inaktivieren. In den
Antennenkomplexen von PSII karfirCarotin bereits Triplet-Chlorophyll al%0,-Quelle
aufgrund der geringen Distanz zwischen den Molekuleliminieren. Obwohl im
Reaktionszentrum von PSIl zwgiCarotin-Molekdle lokalisiert sind, ist hier der gtand zu
den Chlorophyll-Molektlen zu grof3, um Triplet-Chdphyll direkt zu eliminieren. Im
Reaktionszentrum von PSIl wird deshalb erst durdbldt-Chlorophyll gebildetedO, mit
Hilfe von B-Carotin inaktiviert (ELFER2002;KRIEGER-LISZKAY 2005).
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Die chemische Inaktivierung vohO, erfolgt (iberwiegend durch Prenylquinole, indem
Elektronen vomQuencher auf *O, (bertragen werden. Ein wichtiger Vertreter dieser
Antioxidantien in der Thylakoidmembran igtTocopherol, das durctO, oxidiert wird und
ihn auf diese Weise eliminiert. Tocopherol erfidleine Hauptfunktion vor allem im
Starklicht, wenn ander&uencheroder andereScavengingviechanismen die Menge an
gebildeten'O, nicht eliminieren kénnen (KEGERLISzKAY & TREBST 2006). Nebero-
Tocopherol wird auch Plastoquinol 4@,-Scavenger diskutiert (KUK & TREBST2008).

1.4 Oxidativer Stress in Pflanzen

ROS werden unter optimalen Bedingungen kontrolligebildet und besitzen wichtige
Funktionen wie z.B. die Regulation der Zellwand-inthese oder die Beteiligung an der
Signaltransduktion. Dartber hinaus nutzen PflariR&$ zur Pathogen-Abwehr, bekannt als
Oxidative Burs{BoLWELL ET AL. 2002). Wird jedoch unter bestimmten Umweltbedingamg
trotz Abwehrmechanismen das normale physiologisBliemal? an ROS Uberschritten,
spricht man von oxidativem Stress. Verschiedeneotigbhe Faktoren wie hohe
Lichtintensitaten, hohe Temperaturen oder Trockiénkegursachen oxidativen Stress in der
Zelle (DAT ET AL. 2000; APEL & HIRT 2004). Folgen kdnnen ROS-induzierte Schaden an
Nukleinséuren, Lipiden oder Proteinen seiP€EA& HIRT 2004). AulRerdem wird oxidativer
Stress in photosynthetisch aktiven Organsimen afe dJrsache des Prozesses der
Photoinhibition diskutiert (BRL-TREVESR. AND PERL A. 2002).

1.4.1 Photoinhibition

Als Photoinhibition wird der Abfall der photosyntisehen Aktivitdt als Folge der
Photoinaktivierung des Elektronentransportes und deeversiblen Schadigung des
Reaktionszentrums bezeichnet. Dabei wird vor alidas D1-Protein von PSII oxidativ
geschadigt (Ro ET AL 1993; KRIEGERLISZKAY ET AL. 2008). Das D1-Protein ist durch
einen schnellenTurnover charakterisiert, d.h. geschadigtes Protein wirdtqmlytisch
abgebaut und durch eine neu synthetisierte Untegéiersetzt (MTTOO ET AL. 1989). Der
hohe Turnover des D1-Proteins stellt dabei einen Reparaturmesimaus des geschadigten
PSIl dar (/R0 ET AL 1993). Unter Stressbedingungen tbersteigen jediecBahadigung und
der Abbau des D1-Proteins dessen Neusynthese.rasiknou einem Netto-Verlust von D1-
Protein und zur Photoinhibition. Der zugrunde lege Mechanismus ist nicht vollstandig
geklart. Als Hauptursachen sind aber die Bildung WOS sowie die Bildung oxidierter
7
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Radikale (Tyrosin Z, P680°) bekannt. Verschiedene Hypothesen wie Ali@eptorseiten-
induzierteund dieDonorseiten-induziert®hotoinhibition wurden entwickelt, um den Prozess
der Photoinhibition zu erklaren 6% ET AL. 1993;VASsS2012).

Zur Akzeptorseiten-induziertdPhotoinhibition kommt es, wenn durch die Primézesse der
Photosynthese mehr Redoxaquivalente gebildet wealerdurch die Licht-unabhangigen
Prozesse verbraucht werdena@s 2012). Der Plastochinon-Pool liegt in einem reddeie
Zustand vor und es kommt zum Elektronenstau. Algd-entsteht durch Ladungstrennung
am P680 Triplet-Chlorophyll und nach Reaktion milekularem Sauerstoff hoch reaktiver
Singulett-Sauerstoff (s. 1.2). Singulett-Sauerssafiadigt die Proteinumgebung, v.a. das D1-
Protein (KRIEGERLISZKAY 2005; ASADA 2006). Neben diesem weithin akzeptierten
Mechanismus wurde jlingst vorgeschlagen, dass @itgbhuerstoff die D1-Synthese
wéahrend dessenturnover d.h. der Reparatur geschadigter PSIll-Komplexdiibiart.
Nishiyama et al. postulieren diese Inhibition derotBinsynthese als Ursache der
Lichtschaden an PSII und nicht die direkte Schadigphotosynthetischer Proteine durch
Singulett-Sauerstoff (MHIYAMA ET AL. 2011).

Die Donorseiten-induziertd®hotoinhibition findet statt, wenn der Elektromansport vom
Mangan-Cluster den Elektronenabzug am P680 nickglaichen kann. Die langlebigen
Radikale P680 und Tyrosin Z° akkumulieren in der Zelle, was zur Inaktivierungsd
Elektronentransportes und zur Schadigung von Rrereiiihren kann (RO ET AL. 1993).In
vitro konnte dieDonorseiten-induziertd’hotoinhibition an isolierten Thylakoidmembranen
bzw. isolierten PSII-Komplexen mit inhibiertem odehlendem Mangan-Cluster beobachtet
werden (8GERSCHOLD ET AL 1990). Aber auch Veranderungen der Proteinstruknarhalb
der Donorseite von PSIl kdnnen zu einer erhOhtarhtkensitivitat fihren (Wss 2012).
Dartber hinaus wird die Frage diskutiert, ob Lichitiale Schdden am Mangan-Cluster
verursachen kann. Unter UV-B und UV-A Bestrahlungt ieine Licht-abhangige
Beeintrachtigung des Mangan-Clusters seit langerarbe (VASS ET AL 2002;VASS ET AL
1996). Die Licht-induzierte Inaktivierung wurde nauch fur sichtbares Licht vorgeschlagen.
In einem 2-Stufen-Modell soll dabei initial der Mpgmkomplex durch sichtbares Licht
geschadigt werden, wodurch der Elektronentransgonh Wasser zum oxidierten P680
reduziert bzw. unterbrochen wird @¥IYAMA ET AL. 2011). Studien zeigten, dass die
Entlassung von Mangan-lonen der friheste detektiertschritt der Photoinhibition durch

UV- sowie durch sichtbares Licht ist. Das entstamadstarke Oxidationsmittel P68Rann,
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wie bereits dargestellt, in einem zweiten Schrlierilangere Zeit Aminosauren des D1-
Proteins in seiner unmittelbaren Nahe schadigeresdaicht ausreichend durch Elektronen
vom Wasser reduziert wird (@ISHI ET AL. 2005;HAKALA ET AL . 2005;NISHIYAMA ET AL .
2011). Es ist allerdings umstritten, dass die atdhn-Hypothese diskutierte Inaktivierung
des Mangan-Clusters im sichtbaren Licht die auss8lthe Ursache fur die Inhibierung des
Elektronentransportes Uber PSIlI darstellt. Verstdnme Studien zeigen, dass die
Lichtschadigung von PSII ein komplexer Prozess d&m verschiedene Mechanismen
zugrunde liegen. Dass diese verschiedenen Mechanigparallel auftreten kdnnen, ist
mittlerweile allgemein akzeptiert A46s2012).

1.4.2 Oxidative Proteinschaden — Methioninoxidation durchROS

Unter oxidativen Stressbedingungen sind Proteinfgrand ihrer hohen intrazellularen
Konzentration der Hauptangriffspunkt reaktiver Satadfderivate. Die oxidative
Modifikation dieser Proteine kann zum Verlust deatadtytischen Aktivitat und der
strukturellen Integritat fuhren und damit die Fuoktstoren ($ADTMAN & LEVINE 2000).
Die Oxidation kann dabei sowohl am Protein-Rickgadg auch an den Aminosaure-
Seitenketten erfolgen. Durch die leichte Oxidiekie@tr von Schwefelzentren sind Cystein-
und Methionin-Seitenketten bevorzugte Ziele dertéinoxidation (Avies 2005). Aufgrund
seines niedrigen Oxidationspotentials wird Methmonbesonders leicht oxidiert. Das
Hauptprodukt der Methioninoxidation ist Methionitfexid (MetO). Dabei werden zwei
verschiedene Stereoisomere, Methionin-S-sulfoxidet(B-O) und Methionin-L-sulfoxid
(Met-L-O), gebildet (BAROV & ScHONEICH 2000). Das Verhaltnis der beiden Isomare
vitro ist abhéngig von den jeweiligen Oxidationsmitteind von der Lokalisation der
Methionine im Protein. Ob diese Abhangigkeit ebbsif@m vivo gilt, ist unklar ($1AROV &
SCHONEICH 2000). Die Methionin-Seitenkette ist hydrophob, rabverglichen mit anderen
hydrophoben Aminosauren, flexibel. Dadurch kannsssd nichtpolaren Strukturen anderer
Proteine leicht anpassen. Vermutlich deshalb simthMnine oft an der Ausbildung aktiver
Zentren von Enzymen beteiligt 06T 1995). Durch die Oxidation zu MetO wird eine
hydrophilere und weniger flexible Seitenkette gadii] was die Konformation des Proteins
und damit dessen biologische Funktion stark beesfl (MoGT 1995; DAVIES 2005). So
zeigte beispielsweise oxidiertes Calmodulin (Korirdion an MetO erhoht) eine reduzierte
Fahigkeit die Ca-ATPase der Plasmamemebran zuieddiv (G0 ET AL. 1998;SUN ET AL.

1999). Auch die Oxidation von Methioninen einer @hin-Synthetase als coli fuhrte zu
9
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einem Verlust der katalytischen Aktivitat sowie emem erhdhten Abbau €EVINE ET AL.
1996). Das oxidierte Hitzeschockprotein Hsp21 @&ughaliana zeigte den Verlust der
Chaperon-adhnlichen Funktion sowie einen Verlust dehelikalen Sekundarstruktur
(GUSTAVSSON ET AL 1999;HARNDAHL ET AL. 2001).

1.5 Methioninsulfoxid-Reduktasen

Im Vergleich zu anderen Aminosauren ist neben ded&dion von Cystein nur die Oxidation
von Methionin reversibel. Durch die Aktivitat derethioninsulfoxid-Reduktase (MSR) kann
Methioninsulfoxid wieder zu Methionin reduziert wlen. Diese Reduktion ist Thioredoxin-
abhangig und verbraucht Redoxéaquivalente in FormNADPH (Abbildung 1.2).

NAD;—<NADPH
Thioredoxin Thioredoxin
Reduktase;_%eduktase
Thioredoxin,, Thioredoxin
H3C H3C
S S—oO0
ctz MSRox MSR CHa
c /CH2 \_/ c CH,
NH—CH NH—CH
\
C— CcC—
4 ROS 4
(e} (6]
Methionin Methioninsulfoxid

Abbildung 1.2: Die Reduktion von Methioninsulfoxid. ROS oxidieren Methionin zu Methioninsulfoxid, dasrau die
Aktivitat von Methioninsulfoxid-Reduktasen wieder kethionin reduziert werden kann. Die oxidierte M8Rd durch
Thioredoxin in den reduzierten Zustand Uberfihstidi@rtes Thioredoxin wird durch Elektronentibertrag vom NADPH
mit Hilfe einer Thioredoxin-Reduktase zu Thioredoséaluziert.

Methioninsulfoxid-Reduktasen wurden in nahezu al@gansimen gefunden und gehoéren
zur minimalen Ausstattung, die zellulares Lebendgicht (MUSHEGIAN & KOONIN 1996).
Die Familie pflanzlicher MSR ist sehr komplex. Sdwmm hoheren Pflanzen wigrabidopsis
thaliana oder Populus trichocarpaals auch in Algen werden MSR von einer Vielzahh vo
Genen codiert (RUHIER ET AL. 2006;TARRAGO, LAUGIER & REY 2009).

10



1  Einleitung

1.5.1 Stereospezifitat von MSR

Es existieren zwei Typen von Methioninsulfoxid-Rkisen. MSR vom Typ A (MSRA)
reduzieren spezifisch d&lsomer und MSRs vom Typ B (MSRB) spezifisch &asomer.
Die Zelle bendtigt beide Enzyme, da Methioninsuldloxnmer als racemisches Gemisch
beider Stereoisomere vorliegt. Die ersten Ergebnissi MSRA lagen bereits Anfang der
1980er Jahre vor @T ET AL. 1981), Untersuchungen an MSRB erfolgten wesengigiter.
Dabei wurde gezeigt, dass zwischen MSRA und MSRBdewe Sequenz- noch
Strukturhomologien bestehen K&AuD ET AL. 2001). Obwohl beide MSR-Typen wichtig
fur die Zelle sind, scheint MSRA eine wichtigerellRdur die Zellvitalitat zu spielen. So
wurde beispielsweise in MSRBnock-outMutanten vonSaccharomyces cerevisigezeigt,
dass das Fehlen von MSRB im Gegensatz zu MSRA ka&gmfikanten Effekte auf die
Vitalitat der Hefezellen hat (8C ET AL. 2004).

1.5.2 Katalytischer Reaktionsmechanismus von MSRA

Die Aminosauresequenz von MSRA Proteinen enth&@thdehkonservierte GCFWG-Motiv,
mit dem fur die Katalyse essentiellen Cystein. Hig Reduktase-Aktivitat benétigt die
MSRA keine Metalle oder Cofaktoren, lediglich Retloksaquivalente Gber ein Thioredoxin-

regenerierendes System @8koviTz ET AL. 2000;LOWTHER ET AL 200n).

Neben dem katalytischen Cystein (CysA) im N-terri@naereich des Proteins sind ein bzw.
mehrere regenerierende Cysteine (CysB bzw. Cys@-terminalen Bereich des Proteins an
der Katalyse beteiligt. Wahrend der vollstandigezalRion werden zwei Protonen und zwei
Elektronen transferiert. Es erfolgt zunachst eirkleophiler Angriff des CysA auf das
Schwefelatom des Methioninsulfoxids unter Ausbilgl@mer Disulfidbriicke. Am CysA wird
eine Sulfensaure gebildet und gleichzeitig Metmoantlassen. Anschliel3end erfolgen die
Bildung einer Disulfidbriicke zwischen dem CysA dadfenséure-Intermediates und CysB
sowie die Entlassung eines Molekils Wasser. Um @en dsollstdndig reduzierten
Grundzustand zurtickzukehren, erfolgen zwei weildr®l-Disulfid-Austausche tber CysC
und abschlie3end Thioredoxin wTHER ET AL 200(r; LOWTHER ET AL 200®). Bei
MSRA Enzymen ohne CysC erfolgt die Reduktion desullidbindung zwischen CysA und
CysB direkt durch Thioredoxin @@CHFMULLER ET AL. 2005).

Je nach Anzahl der beteiligten regenerierendene@yskann man verschiedene Gruppen von
MSRA Enzymen unterscheiden. Zur ersten Untergrumpe MSRA mit CysA sowie CysB
11
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im C-terminalen Bereich des Proteins zahheisseria meningitidisund Mycobacterium
tuberculosisMSRA. Eine zweite Untergruppe von MSRA wird dudie Enzyme vork. coli
und Bos taurus reprasentiert, die neben dem katalytischen Cyst@ysA) zwei
regenerierende Cysteine (CysB, CysC) enthalten. BPeym vonBacillus subtilis bei der
sich CysB im Abstand von nur drei Aminosauren neligsA befindet, bildet eine dritte
Untergruppe von MSRA (BsCHFMULLER ET AL. 2005). Als Vertreter pflanzlicher MSRA
wurde der Reaktionsmechanismus Bepulus trichocarpeMSRA untersucht (RUHIER ET
AL. 2007). Da hier neben CysA zwei regenerierende @wsteCysB und CysC, an der
Reduktion von Methioninsulfoxid beteiligt sind, zaéh diese Enzyme zur zweiten
Untergruppe von MSRA. Dabei ist CysC im fur pflaoke MSRA typischen, konservierten
CYG-Motiv lokalisiert, dessen Tyrosin, ahnlich deakteriellen odeBos taurusMSRA, an
der Substratbindung beteiligt istdBHIER ET AL. 2007).

1.5.3 Physiologische Bedeutung von MSRA

Neben den klassischen Abwehrmechanismen (s. 1.3)deweMethionine als endogene
Antioxidantien oder auch ROSeavengerangesehen (3DTMAN ET AL. 2003). Damit
Methionine diese Funktion ausiben konnen, benédtisg Zelle die Aktivitat einer
Methioninsulfoxid-Reduktase. Methionine sind besamsdanféllig fur eine Oxidation und
kénnen durch ihre rdumliche Nahe und hohe intrazek Konzentration effektiv ROS, die
dem Abwehrsystem der Zelle unter oxidativen Stredsigungen entweichen, eliminieren.
Ohne dieses Abfangen von ROS kodnnten diese anttetdusell oder funktionell wichtige
Reste oxidieren. Fur ein kontinuierliches Elimieiervon ROS ist die Regeneration des
Methionins durch eine MSRA erforderlich. Vor alle@berflachen-exponierte Methionine
werden daher in Interaktion mit einer MSRA kst chance defendsezeichnet (EVINE ET
AL.1996;Luo & LEVINE 2009). Diese Hypothese basiert vor allem auf Untdrsngen der
bereits erwéahnten Glutamin-Synthetase Bugoli. Acht der 16 Methionine dieses Proteins
sind Oberflachen-exponiert und umgeben den Eingangaktiven Zentrum des Enzyms. Die
Oxidation dieser acht Methionine vitro hat nur einen geringen Einfluss auf die katalyigsc
Aktivitat. Erfolgt jedoch eine Oxidation weiterer @thionine, wird das Protein verstarkt
proteolytisch abgebaut @vINE ET AL. 1996) und es kommt zur Inaktivierung der Glutamin-
Synthetase (A&RBER & LEVINE 1986). Oberflachen-exponierte Methionine innerhdéy
Glutamin-Synthetase konnen durch ihre kontinuibdi®kegeneration durch MSRA-AKktivitat

als endogene Antioxidantien wirken, indem sie R@®ieieren, bevor diese wichtige Reste
12
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des katalytischen Zentrums oxidativ schadigen. tdothungen aik. coli, bei denen 40 %
der Methionin-Reste gegen Norleucin, ein Kohlerisdtdtt Schwefel enthaltendes Analogon,
ausgetauscht wurden, unterstiitzen diese Hypotléise.verursacht die Verringerung des
Methionin-Gehaltes eine erhdhte Sensitivitat ddleiegegentber oxidativem Stressu&
LEVINE 2009). Es existieren somit starke Hinweise, dass zjiklische Oxidation und
Reduktion von Methioninen durch die Aktivitat einféiSRA einen Teil der antioxidativen
Abwehr der Zelle darstellt.

Neben der Funktion als Radikalfanger konnen MSRlatiwe Proteinschaden in der Zelle
reparieren. Die Reduktion von Methioninsulfoxid Elethionin stellt den physiologischen
Grundzustand des Proteins wieder hesN&T AL. 1999; SUNDBY ET AL. 2005; DAVIES
2005). So konnte beispielsweise oxidativ modifiaer Calmodulin, das aus seneszentem
Gehirngewebe isoliert bzwn vitro oxidiert wurde, durch die Inkubation mit einer M&SR
repariert werden. Dadurch wurde die Calmodulin-Fiamg d.h. die Aktivierung der C&
ATPase in der Plasmamembran, wieder hergestelltl (3 AL. 1999). Ein weiteres Beispiel
fur eine Proteinreparatur durch MSRA ist das Hsp2% A. thaliang dessen Chaperon-
ahnliche Funktion durch Oxidation bestimmter stiakiservierter Methionine zerstort wird
(HARNDAHL ET AL. 2001). Erfolgt die Reduktion von Methioninsulfoxad Methionin durch
die Aktivitat einer MSRA, wird das Hsp2l auf diedéeise repariert und dessen Funktion
wiederhergestellt (GSTAVSSON ET AL 2002)

Methioninoxidation sowie reduzierte MSR-Aktivitairal dariiber hinaus im Zusammenhang
mit biologischem Altern und bestimmten neurodegativgn Krankheiten gesehen. Wahrend
des Alterungsprozesses akkumulieren Schaden aruld&zehh Makromolekilen, die
letztendlich zum Zelltod fuhren. Als Ursache dieZetlschaden werden ROS, die wahrend
des normalen aeroben Metabolismus entstehen, ohigkuierschiedene Experimente
belegen, dass der Gehalt an oxidierten Proteinedem Alter steigt. Beispiele sind humanes
Hirngewebe, Augenlinsen oder Erythrozyten (ReviévasHi & HEINEMANN 2001). Die
Akkumulation von oxidativen Zellschaden wird ebdisfaals Ursache verschiedener
altersbedingter neurodegenerativer Krankheiten sefggn ($ADTMAN & BERLETT 1998;
MoskoviTz 2005). AulRerdem wurde eine reduzierte MSRA-Expoessind -Aktivitat in
Zellen seneszenter Ratten und in Hirnzellen vorh@ilner-Patienten gezeigt{PROPOULOS

ET AL. 2001; GABBITA ET AL. 1999). Verschiedene Studien bestatigen den Zusahangn
zwischen MSRA und Alterung. So zeigten Mause, deteamsrAGen fehlt, eine um 40 %

13
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reduzierte Lebensspanne O8KoviTz ET AL. 2001). Die Uberexpression dessrAGens
fuhrte in Hefezellen zu einer Erhdhung der Lebensdam 25 % (Kc ET AL. 2004) und bei

Drosophila melanogastesogar um 70 % (&aN ET AL. 2002).

1.6 Arbeitshypothese

Anhand verschiedener Beispiele aus der Literaturdevuerlautert, dass Methionine in
Interaktion mit einer Methioninsulfoxid-Reduktaseen effektiven antioxidativen Schutz
zellularer Komponenten darstellen koénnen. In  P#enzwird bislang nur das
Hitzeschockprotein Hsp21 aés thalianaals Substrat einer MSRA diskutiert. Da vor allem
Proteine des photosynthetischen Elektronentrarsposrstarkt einer oxidativen Schadigung
durch ROS unterliegen, stellen diese Proteine weeit@otentielle Substrate von
Methioninsulfoxid-Reduktasen dar. Hier ist vor allelas D1-Protein des PSII-Komplexes
hervorzuheben, da dieses Protein unter oxidativéressbedingungen einer erhdhten
Schadigung durch ROS unterliegt und verstarkt adgielvird (ARO ET AL. 1993). Um den
photosynthetischen Elektronentransport tGber didakoydmembran aufrechtzuerhalten, sind
die Neusynthese des D1-Proteins sowie die Asserubliedes gesamten PSII-Komplexes
notwendig. Das D1-Protein wird vompsbAGen codiert, das in zweifacher Kopie in den
inverted repeatRegionen des zirkularen Plastidengenoms lokalisser Eine Besonderheit
des psbAGens der Grunalg€hlamydomonas reinhardtist die Unterbrechung des Gens
durch vier Introns. Die Aminosauresequenz des Gehykts ist stark konserviert RECKSON

ET AL. 1984). Das D1-Protein enthalt eine Vielzahl von hMentinen. Da die Chlorophylle als
Hauptquelle der ROS-Bildung gelten (s. 1.2), konritethionine in raumlicher Nahe zu den
Chlorophyllen potentielle ROSecavengerdarstellen. EinScavengingvon ROS durch
endogene Reste sowie deren Regeneration oder ammeh Reparatur von oxidativ
geschadigtem D1-Protein durch eine MSR wirde eirmrsatzlichen Schutz der
photosynthetischen Transportkette unter Stresshedgen darstellen.

Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Frageersucht:

i. Uben Methionine des D1-Proteins der Griinalgelamydomonas reinhardtiin

raumlicher Nahe zu den Chlorophyllen eine antiotw@aSchutzfunktion aus?

ii. Existieren Methioninsulfoxid-Reduktasen im Chlorgien von Chlamydomonas

reinhardtii, die potentiell mit dem D1-Protein interagieremiten?

14
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien staemttauptsachlich von den Firmen Roth

(Karlsruhe, Deutschland), Diagonal (Munster, Dehitsed), Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland).

Das verwendeté®S-Cystein wurde von der Firma GE Healthcare (FmgibDeutschland)

bezogen.

2.1.2 Enzyme

Enzym

Hersteller

DNase |, RNase-frei
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
GoTad® DNA Polymerase

Lysozym

Pronase

Restriktionsendonukleasen

RiboLock™ RNase Inhibitor
RNaseOUT™ Ribonuklease Inhibitor
SuperScript Il Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

T3 RNA Polymerase

Thermolysin

Thioredoxin-Reduktase (als coli)

Fermentas (St. Leon-Rot, Délascl)
Sigma-Aldrich (4én, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Fermentas (St. LeoniRaifschland); Roche
(Mannheim, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rsutschland)
Invitrogen (Gragen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Stratagene (Heidelberg, Deutadhla
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
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2.1.3 Reaktionskits

Kit Hersteller

,Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System* Promega (Maeith, Deutschland)

,Wizard® SV Gel and PCR Clean up System® Promega (MannHeeutschland)
CloneJET™ PCR Cloning Kit Fermentas (St. Leon-Rattschland)
pGEM®-T Vector System Promega (Mannheim, Deutsaljlan
QlAexpressionist Qiagen (Hilden, Deutschland)

2.1.4 GroRenstandards

Bezeichnung Anwendung Herkunft

GeneRule™ 100 bp DNA Ladder DNA-GréRenmarker Fermentasl(&bn-Rot, Deutschland)
GeneRule™ Low Range DNA Ladder DNA-GréRenmarker Fermentasl(&on-Rot, Deutschland)

SDS-7 Protein-GrélRenmarker  Sigma-Aldrich (Munch2ewtschland)
Novex® Sharp Protein Standard Protein-Grélienmarkénvitrogen (Groningen, Niederlande)
PageRulet Prestained Protein-GrélRenmarker  Fermentas (Sh-Red, Deutschland)

2.1.5 Algenstdmme
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende AlgenstanaoreC. reinhardtiiverwendet:
IL:

eine im psbAGen intronlose Mutante, die durch Komplementatd®r Deletionsmutante
Fud7 mit der cDNA depsbAGens entstanden iSt{dANNINGMEIER & HEISS1993). Die IL-
Mutante synthetisiert ein funktionsfahiges D1-Pirotaind ist zum photoautotrophen

Wachstum befahigt. Sie diente in den physiologiedbeperimenten als Referenzstamm.
WT 11/32-b:

ist ein Wildtypstamm mit wAZellen (Sammlungen von Algenkulturen, Goéttingen,
Deutschland).

Del:
ist eine Deletionsmutante, der die codierende Segti& die Aminosduren Alanin 152 bis

Alanin 294 impsbAGen fehlt. Sie synthetisiert ein verstimmeltes t@umtktionsunfahiges
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D1-Protein und ist nicht fahig photoautotroph zuchsen, sondern auf Acetat als
Kohlenstoffquelle angewiesen. Dieser Spectinomyesistente Stamm wurde durch eine

Transformation der IL-Mutante erzeugRRss ET AL 2001).

2.1.6 Bakterienstamme und Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bakteriémshe verwendet:

Stamm Beschreibung Herkunft

NovaBlue endAl hsdR1(¥K12— mK12+)supE44 thi-1 recAl gyrA96 Novagen (Darmstadt,
relAl lacF' [proA+B+ laclqz4aM15 ::Tn10(TetR)]) Deutschland)

DH50. F- p80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169recAl endAl Invitrogen (Groningen,
hsdR17(rk-, mk+)phoAsuE44thi-1 gyrA96 relAl A- Niederlande)

TG1 supE hsd_5 thi _(lac-proAB)F’[traD36 proAB+ llgc Stratagene (Heidelberg,
lacZ_M15 Deutschlanc

Rosetta FompT hsd{rs” mg) gal dcmpRARE (Carfi) Merck (Darmstadt, Deutschland)

BL21(DE3) F—ompT hsd@B—- mB-)dcmt+ Tetrgal A(DE3)endAHte  Stratagene (Heidelberg,

Deutschland)

M15 [pREP4] naP strrif*thi- lac- ara+ gal+ mtl- f recA+ uvr+ lon+ Qiagen (Hilden, Deutschland)
[PREP4 Kafi]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Plasmide@edet:

Bezeichnung Resistenz Herkunft

pGEM Amp Promega (Mannheim, Deutschland)

pJetl Amp Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

pQE-30 Amp Qiagen (Hilden, Deutschland)

pBAT Amp (ANNWEILER ET AL. 1991)

2.1.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Primer wurdean der Firma Biomers (Ulm,

Deutschland) bezogen.
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Name Nukleotidsequenz Verwendung

Dau2 5" - GCT AGA GTT AGT TGA AGC TAA GTC TAG AGGA&-3"  psbAMutagenese-PCR

Dau4 5" - GGG TCG TGA GTG GGAATT ATC TTTCCG - 3° psbAMutagenese-PCR

M172A 5'- CAGAGATACCTAAAGGAGCACCGTCAGAG - 3' psbAMutagenese-PCR

M172L 5' - CAGAGATACCTAAAGGTAAACCGTCAGAG - 3' psbAMutagenese-PCR

M183A 5' - GCTTGGAATACGATAGCGAAGTTGAAAG - 3 psbAMutagenese-PCR

M183L 5' - GCTTGGAATACGATTAAGAAGTTGAAAG - 3' psbAMutagenese-PCR

M194A 5'- GTGGAATGGGTGAGCAAGGATGTTG - 3' psbAMutagenese-PCR

M194L 5'- GTGGAATGGGTGTAAAAGGATGTTGTG - 3' psbAMutagenese-PCR

psbAX1 5-GCT TCT CTA GAC GAG TGG - 3° Homoplasteist depsbAMutanten
psbAX2 5- AAG TCT AGA GGG AAG TTG -3 Homoplasetést depsbAMutanten
opsbA412 5 - GGTATGCGTCCATGGATCGC - 3° SequenzigrdempsbAMutanten
psbA-133 5°-GTG CTA GGT AAC TAACGT TTG -3’ Semzierung depsbAMutanten
psbAJS2 5 - CGT CCT GCC AAC TGC CTATGG - 3° Sagierung depsbAMutanten
msrAl.BamHI for 5'-CGC GGA TCC CAC CCG GAG GCTG®ATC - 3° Amplifizierung msrA + Klonierung
msrALl.Hindlll rev 5 -CCC AAG CTT TCACCACCAGCCGC AGA-3 Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA2.BamHI for 5° - GGA TCC ATG CTT GTT GCT CGC TAAGC - 3° Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA2.Hindlll rev 5 - AAG CTT CTG CCT CAT CAT CAGCC TTG ATC - 3° Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA3.Sacl for 5'- GAG CTC ATG CAG ACC CTA AAG CE€3” Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA3.Hindlll rev 5" - AAG CTT TCA GCC GTA GCA GCGAT GGG - 3° Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA4.BamHI for 5° - GGA TCC ATG AAG GTC CAG CTG TCAAC - 3 Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA4.Hindlll rev 5 - AAG CTT TTA GCC GTA GCA GCGAT GG - 3° Amplifizierung msrA + Klonierung
msrA2.487f 5°- CAT GAC CCC ACC ACC AAG -3 Semiaqitative RT PCR
msrA2.STOP 5 - CAT CAC GCC TTG ATC AGC TTG -3 nfiquantitative RT PCR

msrA3.5 f 5 -CAATTATGC AGA CCC TAAAGC - 3° Seguantitative RT PCR
msrA3.543r 5" - GAC GGC GCC TTGCCC TCCGCG -3’ mEgiantitative RT PCR
msrA4.ex2f 5" - GTC CAG CTG TCC AAC GGC ATG - 3" riguantitative RT PCR
msrA4.300r 5" - GTT GCT GTA GCC CAC CTC GGT-3" nBguantitative RT PCR

Aktinl 5° - ATC ACC ATC GGC AAC GAG CGT TT-3" Sequantitative RT PCR

Aktin2 5 -TTG CGG ATGTCC ACATCGCACTT -3 Ségoantitative RT PCR

pQE forw 5 - CGG ATAACAATT TCACACAG -3 Uberjifung Klonierung in pQE-30
pQE rev 5 -GTTCTGAGG TCATTACTGG-3 Uberfpriig Klonierung in pQE-30
pGlac F 5 - GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCAAGC - 3° bErpriifung Klonierung in pGEM
pGlac R 5" - GGG CGA ATT GGG CCC GAC GTC - 3° Ubréifpng Klonierung in pGEM
pJET1 Forward 5 -GCC TGAACACCATATCCATCC-=3 Uberpriifung Klonierung in pJET1
pJET1 Reverse 5" - GCA GCT GAG AAT ATT GTA GGA GAO-3° Uberpriifung Klonierung in pJET1
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2.2 Physiologische Methoden

2.2.1 Algenanzucht

2.2.1.1 Anzucht unter Normalbedingungen

Die Anzucht der unter 2.1.5 genannten Algen sovée afstelltenC. reinhardtiiMutanten
erfolgte in Erlenmeyerkolben auf Schiittlern (GFL18pD bei 21°C und 60-80 pmof s
(OSRAM L58W/31-830 Lumilux Plus; warm white). Die @dsung der Lichtintensitaten
erfolgte mit dem Quantitherm Light Meter Thermommewer Firma Hansatech. Die
Algenzellen wuchsen entweder photoautotroph inatitetem HS-Medium (SeokA 1960)
oder heterotroph in acetathaltigem TAP-Mediumog®IAN & R. P. LEVINE 1965). Die
Stammbhaltung der Algen erfolgte entweder auf TABeroHS-Platten, bei denen dem

Medium 1,5% Agar zugegeben wurde.

TAP-Medium (Tris -Acetat-Phosphat HS (high-salt)-Medium

2,42 g Tri 5 ml Beijernicl-Losung

25 ml Salzlésun 5 ml Kaliurr-PhospheLosung
375 ul Kdium-Phosphe-Lésung 1 ml Hutne-Spurenelemen

1 ml Hutne-Spurenelemen
5 ml Natriumchloridlésun
ad 1 Liter Aqua bides

pH 7 mit 96 % Essigsaure einste

Salzlésunc Beijernick-Loésung

15 g NH,CI 100 g NK,CI

4 g MgS( x 7 H,O 4 gMgS( x 7 H,O

in 800 ml l6se 2gCaC,x 2 H,0O
2gCaC,x2H,0 ad 1 Liter Aqua bides

ad 1 Liter Aqua bides

Kaliumphosphatlésun

Natriumchloridlésung 288 g kKHPC,
5gNaC 144 g KkPC,y
ad 1 Liter Aqua bides ad 1 Liter Aqua bides

2.2.1.2 Anzucht unter oxidativen Stressbedingungen

Fur Versuche unter Stressbedingungen erfolgte dgemanzucht von WT-Zellen bis zur
spaten logarithmischen Phase (@,7-0,9) in HS-Medium bei 60 umolhs? Licht, CO,
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Begasung (3,5 %) und 24°C. Zellen entsprechendr éhidorophyllmenge von 3.000 pg

wurden entnommen, abzentrifugiert (RT, 3 min, 3.006, Hettich, Rotor 1424A) und in

200 ml HS resuspendiert. Die Algensuspension (1&hlgml) wurde wéahrend des gesamten
Versuchszeitraums mit einem gQuftgemisch (3,5 % C¢& begast und bei folgenden
Stressbedingungen inkubiert:

Temperatur Lichtintensitat Dauer
Starklich 24°C 70C umol ¢t m? 30 mir
UV-Bestrahlun 24°C 0,5 mw * cm? 20 mir
Dunkelhei 24°C 0 pumol ¢* m? 300 mir
Kalte 10°C 60 pmol ¢* m? 60 mir
Hitze 42°C 60 pmol ¥ m? 30 mir
Kontrolle 24°C 60 pmol <* m? 20 mir

2.2.2 Starklichtexperiment

Die Algen wurden in TAP-Medium wie unter 2.2.1.1sblerieben angezogen. Fir die
Starklichtexposition wurdenC. reinhardtii Mutanten sowie der Referenzstamm IL
entsprechend 1.500 pug Chlorophyll abzentrifugi®T,(4 min, 4.000 rpm, Hettich, Rotor
1424A), in 100 ml TAP-Medium resuspendiert und &% min bei 24°C und moderaten
Lichtintensitaten (50 pmol ths?) inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter standig&iihren

in 24°C-temperierten Glaskulturgefallen. Nach dieBenolungsphase wurde Starklicht
zugeschalten (Lichtintensitat ca. 1.800 bis 2.06®um™ s% Halogenstrahler, Hedler H25).
Zur Hemmung der chloroplastidaren Proteinbiosyrehgarde bei Bedarf Chloramphenicol
(CAP; 200 pg/ml) nach der Erholungsphase zugegebwh fir 20 min inkubiert. Zur
Isolierung von Gesamtzell-Protein wurden 4 ml Alggspension abgenommen und
zentrifugiert (4°C, 5 min, 5.000 rpm, Hettich Rofig¥24A). Nach Entfernen des Uberstandes
wurden die Pellets bei -80°C durchgefroren. DiebEnentnahme erfolgte zu Beginn der

Starklichtexposition (0 min-Wert) und zu definiert8eitpunkten.

2.2.3 Dark recoveryVersuch

Die Algen wurden wie unter 2.2.1.1 beschrieben gmlbet. Nach der Erholungsphase wurde
Chloramphenicol (CAP; 200 pg/ml) zugegeben, furMi@uten inkubiert und anschliel3end
Starklicht mit einer Lichtintensitat von 1.300 pmmi* s? zugeschaltet. Mit Beginn der
Starklichtbestrahlung erfolgte die Probenentnahmeazu wurden jeweils 2 x 300 pl
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Algensuspension mit einer Chlorophyllkonzentratimm 15 pg/ml in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte gegeben. DieAy-Messung der Doppelproben erfolgte im Abstand von
funf Minuten Uber einen Zeitraum von 20 MinutencNaler Starklichtexposition wurden die
Algenkulturen bei sehr geringen Lichtintensitaten1Q pmol nt s?) inkubiert. Die F/Fy-
Messung erfolgte im Abstand von zehn Minuten Ulregre Zeitraum von 60 Minuten.

2.2.4 Messmethoden

2.2.4.1 Messung des Algenwachstums

Zur Messung des Algenwachstums wurden die Mutame300 ml HS-Medium in einem
temperierten Wasserbad bei 25°C, einer Lichtintéhsivon 60-70 pmolsm? und
permanenter C&Begasung (3,5 %) kultiviert. Angeimpft wurde mitx510* Zellen/ml. Fir
die Messung wurden Aliquots (1 ml) entnommen und dptische Dichte bei 750 nm
bestimmt (3GER & GRANICK 1953).

2.2.4.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl von Algensuspensionemde die Zahlkammer nach Thoma
verwendet. Die Zahlkammer besteht aus 4 x 4 Grafiqten, wobei jedes Grol3quadrat aus
16 Kleinquadraten besteht.

Volumen (ber einem Kleinquadrat (KQ) = 0,00025*mm
Volumen iiber einem GroRquadrat (GQ) = 0,004°mm

Um bei der Berechnung auf die bliche Bezugsgrése yml (= 1.000 mr) zu kommen,
mussen die Volumina von Grol3- bzw. Kleinquadraténemem sogenannten Kammerfaktor

multipliziert werden.
Kammerfaktor eines Kleinquadrates: 4 x 10x 0,00025 mfr 1.000 mm)
Kammerfaktor eines GroRRquadrates: 2,5 x°1(x 0,004 mrh= 1.000 mm)

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde von der jeweitigdlgensuspension 1ml abgenommen
und mit 10 ul Jodlésung (einige Jodkristalle in Adudest. geldst) versetzt. Davon wurden
ca. 15 pl Suspension auf die Zahlkammer aufgetralygn Hilfe eines Lichtmikroskops
wurden die Algenzellen gezéhlt. Dabei wurden in Begel 4 Grol3quadrate ausgezahlt
(abhangig von der Zelldichte). Fir jede Probe wutieZellzahl doppelt bestimmt und der
Mittelwert gebildet.
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Zellzahl = Kammerfaktor x Mittelwert der gezahlten Zellen

2.2.4.3 Chlorophyllmessung

Die Bestimmung des Chlorophyligehaltes erfolgtehnder Methode von Arnon @NON
1949). Dazu wurden den Algenkulturen jeweils 1 mblde entnommen und diese kurz
anzentrifugiert (RT, 30 s, 13.000 rpm, Biofuge, &#ars). 800 pl des Uberstandes wurden
verworfen und das Pellet in den restlichen 200gsuspendiert. Nach Zugabe von 800 pl
100% Aceton folgte ein kraftiges Schutteln (mind.n#n, Vortex), um das gesamte
Chlorophyll zu extrahieren. Ein anschliel3ender #fmgationsschritt (4 min, 13.000 rpm,
Biofuge, Heraeus) sedimentierte die bei der photosohen Bestimmung stérenden, nicht
I6slichen Bestandteile. Die Messung der optischencht®e (OD) des grinen,
chlorophyllhaltigen Uberstandes erfolgte bei 652 (uitraspec 2000, Pharmacia/Biotech).

Die Chlorophylimenge pro Volumeneinheit wird nackgender Formel berechnet:
ODegs2 x Verdunnungsfaktor/34,5 = mg Chlorophyll(a + b)im
ODss2 optische Dichte bei 652 nm

34,5 molarer Extinktionkoeffizient

2.2.4.4 Fluoreszenzmessung

Die Fluoreszenzmessung der Mutanten erfolgte mittleorCam 800 MF (Photon Systems
Instruments; Brno, Tschechische Republik). SieeistHilfsmittel, um schnell Unterschiede
in der photosynthetischen Aktivitdt von Organismen untersuchen, egal ob diese
Unterschiede durch biotischen oder abiotischensStrdurch Speziesunterschiede oder durch

Mutationen hervorgerufen wurden.

Die Messung erfolgte entsprechend des Herstell@eRolls, das den Zeitpunkt, die Dauer
und die Intensitdt des Plastochinon (PQ) reduzasenSuper—Pulses und der aktinischen
Licht-Exposition festlegt. Der PQ reduzierende Supels dauerte 960 ms und konnte eine
Lichtintensitat von bis zu 3.000 pmof* sn besitzen. Nach Abschluss der Messungen
wurden die ParameteF,, Ry, F, Fuw/Fo und K/Fy der ausgewdahlten Fluoreszenz—
emittierenden Objekte ausgegeben, wobgidie variable Fluoreszenz,, Flie minimale

Fluoreszenz undyHdie maximale Fluoreszenz ist.

Fur die Fluoreszenzmessung wurden 300 pl Algensisspe mit einer Chlorophyll-
konzentration von 15 pg/ml in Mikrotiterplatten ptpert. Vor der Messung wurden die
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Algen fanf Minuten im Dunkeln inkubiert. Dann erfpén jeweils Doppelmessungen einer
Probe.

2.2.5 Bakterienkulturen

2.2.5.1 Bakterienkultivierung

Die Kultivierung derEscherichia coiStamme erfolgte in LB-Medium (10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl; pH 7,0). Fur LB-R&n wurden dem Medium 1,5 % Agar

zugegeben. Da die eingebrachten Plasmide (s. Zde@)jelle Resistenzen vermitteln, wurden
folgende Antibiotika zur Kultivierung der Bakterie@mgesetzt:

Antibiotikum Stammkonzentration Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/mi 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 25 pg/ml
Chloramphenicol 40 mg/ml 200 pg/ml
Tetracyclin 12,5 mg/mi 12,5 pg/mi

2.2.5.2 Herstellung kompetenter Zellen von E. coli

Kompetente Zellen wurden mit Hilfe einer chemisciethode hergestellt (@NG ET AL.
1989).

50 ml LB-Medium wurden mit 0,5 ml einer UbernacHtku von E. coli angeimpft und bei

37°C unter Schitteln inkubiert bis die BakterieneeODyo0 von 0,4 erreicht hatten. Die
Kultur wurde in Zentrifugationsrohrchen Uberfuhauf Eis abgekihlt und anschlie3end
zentrifugiert (4°C, 10 min, 5.000 rpm, Hettich, BRofi424A). Danach erfolgte die Aufnahme
des Pellets in 5 ml eiskaltem TSS-Puffer und emeulbation auf Eis fur 15 Minuten. Je
100 pl dieser Losung wurden in 1,5 ml Reaktiondgeféberfuhrt, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und anschliel3end bei -80°C gelagert.

TSS-Puffer 10 % (w/v) PEG (Mr 3350 oder 8000), 20-50 mM ¥jg6 % (v/iv) DMSO in
LB-Medium; pH 6,5-6,8 (Puffer vor DMSO-Zugabe dfitrieren)

Mg?* stock solution (2M) 1 M MgCl,+1 M MgSQ, (sterilfiltrieren)

Die Herstellung kompetenter M15[pREP4]-Zellen (C@ag Hilden Deutschland) erfolgte
nach der Rubidium-Chlorid-Methode gemafl} Herstaligahen.
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2.3 Molekuarbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Gesamtzell-DNA

Die Extraktion der Gesamt DNA erfolgte in Anlehnugig Newman et al. (NWWMAN ET AL.
1990).

Es wurden Zellen entsprechend 150 pg Chlorophyll 22.4.3) zentrifugiert (5 min,
5.000rpm, Hettich, Rotor 1424A), das Pellet in 1 MEN-Puffer gewaschen, kurz
anzentrifugiert (30 sek, 13.000 rpm, Biofuge, Hesgleund in 400 pl TEN-Puffer
resuspendiert. Durch Zugabe von 40 ul 20 % SD3I4D % Sarcosyl und 30 pl Pronase,
einer Protease atreptomyces griseusrfolgte die Zelllyse unter leichtem Invertier@®
min, RT). Zur Trennung der Nukleinsaure von andefeltbestandteilen wurden 650 pl PCI
[Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol; 25/24/1] zugegelund vorsichtig bei Raumtemperatur
geschuttelt (5 min). Nach der Zentrifugation (5 ni.000 rpm, Biofuge, Heraeus) war eine
deutliche Phasentrennung sichtbar. Die klare oP&@se, welche die Nukleinsaure enthalt,
wurde vorsichtig abgenommen und erneut mit PCl esdgittelt. Die erste Fallung der DNA
erfolgte nach Zugabe von 2 Volumina 100 % Ethaaaf €20°C gekuhlt) Gber Nacht bei -
20°C. Die Ethanolfallung wurde zentrifugiert (R fnin, 15.000 rpm, Sigma, Rotor 12154-
H), zweimal mit 800 ul 70 %igem Ethanol gewaschad arneut zentrifugiert (RT, 5 min,
15.000 rpm, Sigma-Zentrifuge, Rotor 12154-H). Da#le® wurde getrocknet und in 300 pl
TE-Puffer vollstandig gelést. Durch Zugabe von 303uM Ammonium-Acetat und 30 pl
0,5M MgC}L folgte die zweite Féallung. Die Proben wurden gemis(Vortex), mit 2
Volumina 100 %igem Ethanol (-20°C) versetzt undriNecht bei -20°C inkubiert. Der
Fallungsansatz wurde zentrifugiert, zweimal mit Zfgem Ethanol gewaschen, erneut
zentrifugiert und anschlieBend getrocknet (siehenhbDie Aufnahme und vollstandige
Losung des Pellets (5 min, 37°C im Heizblock) gtfelin 50 ul TE-Puffer. Um die RNA
abzubauen wurden dem Ansatz 1-2 yul RNase (Stamnddsi pg/pl) zugegeben.

2.3.2 Préaparation von Plasmiden

Plasmide wurden laut Herstellerangaben mit Hilfes g&/izard® Plus Minipreps DNA

Purification System“-Kits (Promega, Mannheim, Defitand) isoliert.

2.3.3 RNA Isolierung

Algenzellen entsprechend einer Chlorophyllmenge &80 pg wurden abgenommen,

zentrifugiert (4°C, 5 min, 5.000 rpm, Hettich) uimdl ml TRIzol resuspendiert. Nach einem
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Inkubationsschritt bei Raumtemperatur (5 min) gt®ldie Zugabe von 200 ul Chloroform.
Dieser Ansatz wurde geschittelt (3-5 min) und kamiRtemperatur inkubiert (2-3 min). Nach
einem Zentrifugationsschritt (4°C, 15 min, 13.0@dnr Biofuge, Heraeus) wurde die obere,
wassrige Phase vorsichtig abgenommen und ein geidolumen Isopropanol zugegeben.
Der Ansatz wurde gemischt, die RNA geféallt (-2030,min) und zentrifugiert (4°C, 10 min,

13.000 rpm, Biofuge, Heraeus). Danach erfolgtem \@faschschritte (750 ul Ethanol 75 %,
Zentrifugation bei 4°C, 10 min, 13.000 rpm, Biofugderaeus). Das Pellet wurde kurz
getrocknet und in 50 pl DEPC-Wasser bei 60°C gel6st

TRIzol Reagenz (Endkonzentration):

Phenol in gesattigtem Puffer (38 95m
Guanidin Thiocyanat ,8 M) 24 ¢
Ammonium Thiocyanat (,4 M) 0,76 ¢
Natrium Acetat, pH5 (,1 M) 25m
Glycerin (5 %) 1,25 m
DEPC-behandeltes Was: ad 25m

2.3.4 cDNA Synthese

Mit einer RNase-freien DNase | der Firma Fermeri&ts Leon-Rot, Deutschland) erfolgte
zunachst der Abbau genomischer DNA in der RNA-P&tpmn nach folgendem Ansatz:

RNA 2ug
10 x Reaktionspuffer mit Mg( 1ul
RiboLock™ RNase Inhibitor 1 U/ul) 1ul
DNase |, RNas-frei (1 U/ul) 2ul
DEPC-behandeltes Was: ad 1(pl

Der Ansatz wurde fur 30 Minuten bei 37°C in einermeifimocycler der Firma Biometra
(Gottingen, Deutschland) inkubiert. Anschliel3enidlgte die Inaktivierung der DNase durch
Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA und Hitze (10 min, 65°D)e Proben wurden sofort auf Eis
Uberfuhrt. Nach dem DNase-Verdau wurde mit Hilfer d&uperScript® Il Reversen
Transkriptase (Invitrogen, Groningen, Niederland&g cDNA synthetisiert. Dazu wurde

folgender Ansatz pipettiert:
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Revers-Primer (1( pmol/ul) 1ul

dNTPs (1(mM) 1l

RNA (DNas¢-verdaut 10l

DEPC-behandeltes Was: 1ul

Denaturierung der RNA (70°C, 10 min); sofortigeskBblen der Proben auf Eis (mind. 5 min);
Zugabe vor

5 x Firs-Strand Buffe 4ul

DTT (0,1 M) 1ul

RNeseOUT™ Ribonuklease Inhibit (40 Ujul) 1ul

SuperScript 1ll Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1 ul

Die Synthese der cDNA erfolgte bei 55°C fur 90 Mewu Anschliel3end wurden die Enzyme
bei 70°C funfzehn Minuten inaktiviert. Die Probemnden direkt in einer PCR eingesetzt

oder bei -80°C gelagert.

2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction) wurdeNA-Abschnitte in einem TRIO-
Thermoblock™ der Firma Biometra (Gottingen, Deutschland) veféiéht. Die GroRe dieser
Abschnitte wird dabei von entsprechenden Oligorntiden definiert, die unter 2.1.7
aufgelistet sind. Ein Standardansatz beinhaltet&c Green reaction buffer (Promega,
Mannheim, Deutschland), 0,2 mM Desoxyribonukleoti@NTPs), jeweils 20 pmol
Oligonukleotide und 1 U GoT&gDNA Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland) in
einem 50 pl Gesamtvolumen. Fir die jeweiligen Andvergen wurden verschiedene

Templates verwendet:

Anwendung Template

Amplifikation despsbAGens genomische Algen-DNA (bis zu 250 ng)
Amplifikation vollstandigemsrA,,open-reading frames* 2 bzw. 4 ul cDNA-Ansatz
Identifizierung positiver Klone E. colizZellen

Fur die Amplifikation vonmsrA,open-reading frames* wurden dem Reaktionsans&& 2

DMSO zugegeben, um mdgliche DNA-Sekundarstruktareminimieren.

26



2 Material und Methoden

Folgendes Programm lag einer Standard-PCR zugrunde:

Temperatur Zeit

94°C 1 min

94°C 30«

Xe°C 45s 25 bis 3kén
72°C 1 min/kk

72°C 10 mir

4°C unendlict

X°C = Olignukleotid-spezifische Hybridisierungstemgeratur

Bei Verwendung vork. coliZellen als Template wurde der erste Denaturierscig#t auf

funf Minuten erhdht, um einen besseren AufschlessZellen zu gewahrleisten.

2.3.6 Auftrennung und Aufreinigung von DNA

Die horizontale Flachbett-Gelelektrophorese dieddge Auftrennung von DNA-Fragmenten
nach ihrer Grof3e. Als Elektrophorese-Puffer wurdeTBE [89 mM Borsaure, 89 mM Tris,

2 mM EDTA (pH 8,0)] verwendet. Der in TBE-Pufferliaéandig geldsten Agarose wurden
3 ul/100 ml Ethidiumbromid (Stammldésung 10 mg/migegeben, um so die DNA sichtbar
zu machen. Vor dem Auftragen wurden 6 Volumina ag&zutrennenden DNA-Proben mit
1 Volumen 6 x Ladepuffer [0,25 % (w/v) Bromphenalls] 15 % (w/v) Ficoll] gemischt. Um

die GroRe der DNA-Fragmente bestimmen zu konnenidevibei jedem Gellauf ein

Langenmarker aufgetragen. Die Elektrophorese dgobgei 80-100 V, je nach Gelgrofie
(Netzgerat: Standard Power Pack P25, Biometra)cilief3end wurden die Gele mit Hilfe
von UV-Licht dokumentiert (Herolab UVT-28 MP; Heatl JCU-1; Mitsubishi P91).

Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit Hilfes g&/izard® SV Gel and PCR Clean
up System“-Kits (Promega, Mannheim, Deutschland)t l&lerstellerangaben aus dem

Agarosegel gereinigt.

2.3.7 Gerichtete Mutagenese

Die in dieser Arbeit verwendeten Mutanten wurdenRahmen einer Diplomarbeit G€BS,

2006), wie nachfolgend beschrieben, erstellt. imeeiersten PCR wurden Fragmente mit
mutagenen Primern, d.h. Primern mit mind. einemeBasstausch, und dem Primer Dau4
(s. 2.1.7) erzeugt. Die in der ersten PCR erhatteRagmente wurden anschlieRend als
Primer zusammen mit dem Primer Dau2 in einer zweR&€R eingesetzt. Diese PCR-

Fragmente wurden gereinigt, sequenziert und miteHier Partikelkanone (€IN ET AL.
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1992) in die Dell-Mutante geschossen. Die Anzuéhnttchnsformierten Zellen erfolgte bei
20 °C und einer Lichtintensitat von 10- 40 pmiblns? auf HS-Medium. Es war somit nur ein
Wachstum von Transformanten mdoglich, die durch Klementation degpsbaGens ein
vollstandiges D1-Protein synthetisieren und dadybtoautotroph wachsen konnten. Fur
jede Mutante wurden etwa vier Filter mit jeweilg 50’ Zellen beschossen.

2.3.8 Semiquantitative RT-PCR

Wie unter 2.2.1.2 beschrieben, wurden WT-Algen cleedenen oxidativen
Stressbedingungen ausgesetzt. Von jeder ,Stresskubowie vom Kontroll-Ansatz
(ungestresst) wurde Gesamtzell-RNA isoliert (vgB.2). Einem DNase-Verdau folgte das
Umschreiben der kompletten mRNA in cDNA mit Hilfeifalliger Hexamere nach dem
Prinzip desRandom Primingunter Verwendung der SuperSctiptl Reversen Transkriptase
der Firma Invitrogen (Groningen, Niederlande). Ki@n DNase-Verdau wurde folgender

Ansatz pipettiert:

RNA 3,67 1t
10 x Reaktionspuffer mit Mg( 3ul
RiboLock™ RNase Inhibitor (U/ul) 0,7t ul
DNase |, RNas-frei (1 U/ul) 3ul
DEPC-behandeltes Was: ad 3(ul

Der Ansatz wurde 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Ndoaktivierung der DNase durch
Zugabe von 3 pl EDTA (25 mM) und HitzeinkubatiorO (fhin, 65°C) wurden die Proben
sofort auf Eis uberfuhrt. DNA-freie RNA (9 pl) wwednit 1 pl Hexanucleotide Mix (10 x
konzentriert; Roche, Mannheim, Deutschland) gentjsdenaturiert (70°C, 5 min) und

danach auf Eis inkubiert (mind. 1 min). Nach Zugaidgender Komponenten:

5 x First-Strand Buffe 4ul
dNTPs (1 mM) 1pl
DTT (0,1 M) 1pl
RNaseOUT™ Ribonuklease Inhibi (40 Ujul) 1ul
SuperScrit™ Il Reverse Transkriptase (200 U/ 1pl
DEPC-behandeltes Was: 2ul

folgten dasAnnealing(25°C, 5 min), die Synthese (55°C, 90 min) und Idektivierung der
Enzyme (85°C, 10 min). Dadurch wurde sowohl furej@ihzelne Stress-Kultur als auch fir
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die Kontrolle jeweils ein spezifischer cDNA-Poolnglyetisiert, der in einer anschliel3enden
PCR zusammen mit genspezifischen Primern als Teenm#ngesetzt wurde. In einer
Negativkontrolle (,No RT*) diente ein cDNA-Ansatzjer ohne Zugabe von Reverser
Transkriptase inkubiert wurde, als Template furAleplifikation. Fur jedesnsrAGen sowie
dasAktin-Gen wurde ein einzelner Mastermix pipettiert. B0ul-PCR-Ansatz enthielt:

5 x Green Reaktionspuff 10 ul
DMSO 1pl
dNTPs (1(mM) 1l
Forwarc-Primer (1( pmol/ul) 2ul
Revers-Primer (1( pmol/ul) 2ul
GoTac® DNA Polymerase (U/pl) 0,2l
Wasse ad 4¢ul

Von jedem Mastermix wurden 48 pul in Eppendorf-Remidgefae vorgelegt, denen 2 ul
cDNA bzw. ,no RT“-cDNA (Negativkontrolle) anschlieRd zugegeben wurden. Nach
Ablauf des PCR-Programmes (s. 2.3.5) folgte diesalisierung durch Auftrennung der PCR-
Produkte mit Hilfe eines Agarosegels und anschiidBe Ethidiumbromidfarbung (vgl.

2.3.6).

2.3.9 Klonierung von DNA

PCR-amplifizierte DNA-Fragmente wurden zunéchsden pJET1-Vektor (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) bzw. in den pGEM-T Vektorofega, Mannheim, Deutschland)
integriert. Die Klonierung erfolgte gemal Herstellggaben. Nach dem Transfer in chemisch
kompetenteE. coliZellen wurden die erhaltenen Transformanten nsittéblonie-PCR (s.
2.3.5) getestet. Die Plasmid-DNA positiver Klonerdai prapariert und mit entsprechenden
Restriktionsendonukleasen, dem HerstellerprotoKolgend, verdaut. Auf diese Weise
erhielten die DNA-Fragmente fir die anschliel3endtenkerung in die Zielvektoren pQE-30
(Qiagen, Hilden, Deutschland) bzw. pBAT (s. 2.le@}sprechend modifizierte Enden. Die
verdauten DNA-Fragmente sowie der mit den jewailigRestriktionsendonukleasen
linearisierte Zielvektor wurden Uber ein Agarosegeifgetrennt und gereinigt. Fur die
Ligation wurden Vektor und Insert in einem Verh&tnl:3 bis 1.5 eingesetzt. Ein
Ligationsansatz enthielt 1 U T4-DNA-Ligase und Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen

von 30 ul. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bé&°Q. Anschlielend wurde die Ligase
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inaktiviert (65°C, 10 min). Nach Transformation amemisch kompetent&. coliZellen

wurden positive Klone mittels PCR und Sequenziemggigstet.

2.3.10 Transfer von DNA

Ein 100 pl Aliquot kompetenteE. colirZellen wurde mit maximal 10 pl Ligationsansatz
versetzt, sanft gemischt und fur 20 bis 30 MinwahEis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
bei 42°C fur 1 Minute wurden die Zellen auf Eis ekighlt, mit 900 ul SOC-Medium versetzt
und fir 60 Minuten bei 37°C unter Schitteln inkubidie Selektion entsprechend der
eingebrachten Resistenz erfolgte auf Antibiotikéifpan LB-Platten bei 37°C tber Nacht.

SOC-Medium: 2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCh t&hM KCI, 10 mM MgC},
10 mM MgSQ; 20 mM Glucose; pH 7,0

2.3.11 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma SEQLAB t{i@gen, Deutschland)
durchgefuhrt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgieé Hilfe der frei zuganglichen
ClustalWw2-Software.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinextraktion aus Algenkulturen

2.4.1.1 Isolierung von Gesamt-Protein

Zellen entsprechend 60 pg Chlorophyll wurden degeAkulturen entnommen, zentrifugiert
(4°C, 5 min, 5.000 rpm, Hettich, Rotor 1424A) unei B-80°C eingefroren. Anschliel3end
wurde das Pellet in 120 pl Lésung A aufgetaut unid 8 pl Losung B und 11 pl
Mercaptoethanol versetzt. Nach einer Inkubatiorulgichtem Schitteln (RT, 20 min) folgte
ein Zentrifugationsschritt (RT, 5 min, 13.000 rpBipfuge, Heraeus). Der Uberstand wurde
abgenommen und entspricht dem Gesamtproteinextrakt.

Lésung A: 0,1 M NaCO0;s,ad 200 ml Aqua bidest

Lésung B: 5% SDS, 30 % Saccharose, ad 200 ml Aqua hidest
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2.4.1.2 Isolierung von Membranprotein- und Léslicher Protein-Fraktion

Zellen entsprechend 600 pg Chlorophyll wurden delgeikulturen entnommen und
zentrifugiert (4°C, 5 min, 5.000 rpm, Hettich, Rotg}24A). Nach Aufnahme des Pellets in
1 ml NaHCQ (1 M) erfolgte der Zellaufschluss mit Hilfe der d@Presse. Alle Schritte
wurden auf Eis durchgefiihrt. Durch Anlegen einefsnggten Druckes (70 bar, 5 min) mit
anschlieRendem vorsichtigen Offnen des Ventils emrdiie Zellen aufgebrochen. Das
Zelllysat wurde aufgefangen und erneut in die YBdasse gefullt. Um mdglichst alle Zellen
aufzuschlie@en, wurde der Yeda-Aufschluss wiedérholDer anschlielRende
Zentrifugationsschritt (4°C, 60 min, 20.000 rpm, n&dl, Rotor SE-12) trennte die
Membranfraktion von den l6slichen Proteinen. Ddmkene Pellet (Membranfraktion) wurde
in 1 ml NaHCQ (1 M) resuspendiert und auf Eis bzw. bei —80°Cageit. Der Uberstand
enthielt die l6slichen Proteine. Um die Konzentmatider I6slichen Proteine zu erhghen,
wurde die Lésung in Amicon-Filtereinheiten (Amicaiitra-15, Millipore, Billerica, MA,
USA) entsprechend dem Herstellerprotokoll zentrdug Fur die SDS-PAGE wurde ein
Volumen Membranprotein entsprechend einer defiamertChlorophyllmenge (3 ug;
Chorophyllbestimmung s. 2.2.4.3) aufgetragen soeire dazu aquivalentes Volumen an
|6slichem Protein. Vor dem Auftragen wurden dielitheen Protein-Proben mit 2 x SDS
Ladepuffer versetzt und denaturiert (94°C, 5 midig chlorophyllhaltigen Membranprotein-

Proben wurden kurz bei Raumtemperatur solubilisiert

2 x SDS-Ladepuffer: 100 mM Tris/HCI pH 6,8; 200 mM Dithiothreitol (DTT¥ % SDS; 0,2 %
Bromphenolblau; 20 % Glyzerin

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtecmader Methode von Bradford
(BRADFORD 1976). Fur das Bradford-Reagenz wurden 100 mg @ssia Brilliant Blue G-
250 in 50 ml 95 % (v/v) Ethanol geldst, mit 100 83 % (w/v) Phosphorsaure versetzt und
mit Aqua dest. auf 1.000 ml aufgefullt. Zur Erstely der Eichgeraden wurde
Rinderserumalbumin als Standard verwendet. Digpegtbenden Verdinnungen wurden mit
Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) hergestellacN dem Mischen von 100 ul Probe
bzw. Standard mit Bradford-Reagenz (1 ml) und einkubationszeit (5 min) erfolgte die

Messung der optischen Dichte bei 595 nm.
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2.4.3 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer ¥@rdrfolgte mit Hilfe von SDS-

Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) mit einer Acrylamidkentration von 15 %. Zur

Herstellung der Gele wurde konzentrierte Acrylaidsding Rotiphorese® Gel 40 (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Zusammeuosgtzer Gele basierte auf Protokollen
von SCHAGGER& JAGOW (1987).

Pipettierschema fur ein Midi-Gel (17,5 cm x 16 crh mam):

Trenngel (13 %) Sammelgel (4 %)
Acrylamid (29 : 1 10 ml 1ml
Gelpuffel 10 ml 3,3m
Aqua des 10 m 6 ml
APS (10 % (w/v) 150 100 p
TEMED 15l 10
Gesamtvolume 30,16 mi 10,41 m

2.4.4 Proteinfarbung

Zur Visualisierung der Proteine wurden die SDS-Geleiner Coomassiefarbeldosung unter
leichtem Schitteln bis zur Sattigung inkubiert. N&bgiel3en der Coomassieldésung erfolgte
das Entfarben der Gele bis die Proteinbanden dbudlikennbar waren (Entfarbe-LAosung:
9 % (v/v) Essigsaure, 45 % (v/v) Methanol).

2.4.5 Western-Analyse

Nach der Auftrennung wurden die Proteine mit Hidmer Transferapparatur (SemiDry
Trans-Blot, Bio-Rad, Miunchen, Deutschland) auf eMigrocellulosemembran (BA-S 85;
0,45 pm Optitran, Whatm&rSchleicher & Schiill, Dassel, Deutschland) tbertnageer
Transfer erfolgte zwei Stunden bei 15 Volt. Zur tiséfung der Transfereffizienz wurde die
Membran in einer Ponceaurot-L6ésung (0,1 % (w/v)d@an S, 5 % (v/v) Essigséure) gefarbt
und anschlieend in 1 x TBST gespult (0,05 % (Wween 20, 20 mM Tris (pH 7,5),
500 mM NaCl). Zur Reduktion unspezifischer Bindumgdes Antikérpers wurde die
Membran fir mindestens eine Stunde bei Raumtemypéaraeiner Blockinglésung (3 % BSA
[Roth, Kassel, Deutschland] in 1 x TBST) unter égn Schatteln inkubiert. Einem
Waschschritt (3 x 10 min) in 1 x TBST folgte dieiibation mit dem priméaren Antikorper

Uber Nacht bei 4°C. Folgende primare Antikérperdeur in dieser Arbeit verwendet: Huhn-
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anti-psbA C-terminal (Agrisera, Schweden) 1:10.0B@ninchen-anti-msrA (diese Arbeit)
1:1.000; Maus-anti-polyHistidine (Sigma-Aldrich, ufkirchen, Deutschland) 1:3.000.
Verdunnt wurden die Antikorper in 1 % BSA in 1 x $B. AnschlieRend wurde die Membran
in 1 x TBST gewaschen (3 x 10 Minuten) und einen8¢ubei Raumtemperatur unter leichtem
Schitteln mit dem sekundéaren Antikdrper inkubi€dlgende sekundare Antikorper kamen
zur Anwendung: anti-Kaninchen IgG (Shp x Rb, ChamjcTemecula, CA, USA) 1:2.500;
anti-Huhn IgY (IgG) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Dischland) 1:10.000, anti-Maus 1gG (Gt
x Ms, Chemicon, Temecula, CA, USA) 1:3.000. All&kugedaren Antikdrper waren mit einer
Alkalischen Phosphatase gekoppelt. Nach dem WastdieNembran (3 x 10 Minuten) in 1
x TBST wurden die Substrate NBT und BCPIP (Roch@niheim, Deutschland) gemaf
Herstellerprotokoll direkt auf die Membran gegeb®a.konnten die entsprechenden Antigene

durch die Reaktion der Alkalischen Phosphatasegeaiesen werden.

Die D1-Proteinmenge wurde anschlielBend densitogseétrimit Hilfe der AIDA v4.03
Software ausgewertet und graphisch dargestellttirBed wurde dabei das Integral der

Peakflache der einzelnen Banden.

2.5 Heterologe Expression und Aufreinigung der HIS-Fusinsproteine

Fur die heterologe Expression von MSRAZ2, 3 undfdigte die Klonierung der Gene in den
pQE-30 Vektor (Qiagen, Hilden, Deutschland). Durdiese Integration entstanden
Fusionsproteine, die einen N-terminalen 6 x HIS-€athielten und dadurch mittels Nickel-

Affinitatschromatographie gereinigt werden konnten.

Ein Volumen von 100 ml LB-Medium wurde mit 5 ml emUbernachtkultur vorE. coli
angeimpft und bei 37°C und standigem Schitteln bida bis eine Oy von 0,5 bis 0,7
erreicht war. AnschlieBend wurde die ExpressionHI&MSRA-Fusionsproteine durch die
Zugabe von Isopropyf-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Endkonzentration M)rinduziert.
Die Induktion erfolgte Giber Nacht bei 37°C in ein&chuttelinkubator. Zur Zellernte wurde
die Bakterienkultur in Zentrifugationsrohrchen firt, auf Eis abgekihlt und zentrifugiert
(4°C, 20 min, 5.000 rpm, Hettich, Rotor 1424A). Rallet wurde in 4 ml Lysispuffer (50
mM NaH,PQO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) resuspendiand mit Lysozym
(Endkonzentration 1 mg/ml) 30 Minuten auf Eis inlarth Alle folgenden Arbeitsschritte
wurden auf Eis ausgefihrt. Der Zellaufschluss gtéolmit Hilfe der Yeda-Presse. Durch
wiederholtes Anlegen eines definierten Druckes @&, 5 min) mit anschlieBender
Entspannung wurden die Bakterienzellen aufgebracken Zentrifugationsschritt (4°C, 45
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min, 10.000 rpm, Sigma, Rotor 19777-H) trennte hls@end die I6slichen Proteine ab. Das

entstandene Pellet enthielt nicht-aufgebrochenkeZsbwie unlésliche Proteine.

Fur die Nickel-Affinitatschromatographie wurde NiFN-Agarose der Firma Qiagen
(QlAexpressionist’, Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Sauwleirde

entsprechend des Herstellerprotokolls vorberditet.losliche Proteinanteil wurde auf die Ni-
NTA-Agarosesaule geladen. Nach dem Waschen deriMatit dem 3- bis 4-fachen
Saulenvolumen Waschpuffer (50 mM N#&HD,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0)
wurden durch Erhéhung der Imidazolkonzentration 260mM die HIS-Fusionsproteine
eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden auf Eisfgafangen und nach der

Proteinbestimmung nach Bradford (vgl. 2.4.2) im ynaktivitatstest eingesetzt.

2.6 Messung der Enzymaktivitat von MSRA2 und MSRA4

Zum Nachweis der Enzymaktivitdt wurde ein Enzymteshgewendet, der das
entzindungshemmende Medikament Sulindac als Stuligtraine MSRA einsetzt (EENNE

ET AL. 2003). Als Elektronendonor diente Thioredoxin zusan mit einem Thioredoxin-
regenerierenden System. Die HIS-MSRA2- und HIS-M8HAuate wurden auf eine
Proteinkonzentration von 100 ng/ul eingestellt. Btandard-Reaktionsansatz mit einem
Gesamtvolumen von 30 pl enthielt:

Tris/HCI pH 7,¢ 100 mV
Glucost+-6-Phosphat Dehydrogena 50 n¢
Glucost+-6-Phosphat 0,2 | 0,6 pumo
NADPH 30 nmo
Thioredoxir 25 uc
Thioredoxir-Reduktas 1 ¢
Sulindac 50 nmo
gereinigtes Prote 0,5bzw. 1 pn

Der Ansatz wurde auf Eis pipettiert, sanft gemisaid bei 37°C eine Stunde inkubiert. Nach
Zugabe von 370 pl Tris/HCI (pH 8,0), 100 ul Acetahund 1 ml Benzol wurde der Ansatz
eine Minute bei Raumtemperatur invertiert und ahsBlend zentrifugiert (RT, 1 min, 13.000
rpm, Biofuge, Heraeus). Nach erfolgter Phasentregnwurde die optische Dichte der

Benzolphase bei einer Wellenlange von 350 nm inrgigetten gemessen.
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2.7 Antikorperproduktion

In Zusammenarbeit mit der Firma Agrisera, Vannashw®den, wurde ein Antikdrper
generiert, der MSRA-Proteine sowohl @ reinhardtii als auch inA. thalianaerkennt. Zur
Immunisierung von zwei Kaninchen wurde das PeptidZ-) CHDPTTLNRQG (-CONH2)
verwendet, das zuvor Uber das terminale Cysteinainen Maleimid Crosslinker an KLH
(key limpet hemocyanih gekoppelt wurde. Vor der Injektion wurde Praimmeemm
entnommen. Die Ausblutung der Tiere und die Gewngndes Serums erfolgten 98 Tage

nach der Immunisierung.

2.8 Methoden zum Proteinimport

Alle Methoden zum Protein-Import wurden anhand v&fersuchsprotokollen der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klésgen des InstitutsiEhes Pflanzenphysiologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefuhrig @uf Arbeiten von Rudhe et al. (BHE
ET AL. 2002) basieren.

2.8.1 Invitro Transkription

Um eine effizientere Transkription zu erreichenraeudie Plasmid-DNA (pBATmsrA2 und
pBATmMsrA3) am 3'- Ende der cDNA mit Hilfe von Endddeasen linearisiert (BamHI bzw.
Sacl, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Eiran3kriptionsansatz mit einem

Gesamtvolumen von 25 pul enthielt:

5 x T3 Puffe 5 ul
5 x NTPs (reduziertes GT 5 ul
100 mM DT1 751
CAP-Strukturanalogon (I1mM m7G(5)ppp(5)G 1,2
RNas¢Inhibitor (Fermentas, St. Le-Rot, Deutschlant 25U
T3 RNA Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, L 25U
lineerisierte Plasmi-DNA (1 pg/ul’ 2 ul

Der Ansatz wurde fur 60 Minuten bei 37°C in eineheiimoblock inkubiert und nach Zugabe
von 1 pl GTP (11,25 mM) fur weitere 30 Minuten iblkert. AnschlieRend wurde der Ansatz
mit DEPC-behandeltem Wasser auf 100 ul aufgefuln denen 4 pl auf ein MOPS-
Agarosegel (1% Agarose in 1 x MOPS Laufpuffer [IM®PS pH 7,0: 200 mM MOPS, 50
mM Na-Acetat, 20 mM EDTA]) aufgetragen wurde. Dialltng der RNA erfolgte durch

Zugabe von 10 pl Natrium-Acetat (3 M, pH 5,2) urid 211 100% Ethanol bei -20°C.
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2.8.2 In vitro Translation

FUr einenin vitro Translationsansatz wurde die geféllte RNA zergigu (4°C, 30 min,
13.000 rpm, Biofuge, Heraeus) und das Pellet getreic Das Pellet wurde mit 35 pl
Translationsansatz versetzt, kurz gemischt und @@ufdn bei 30°C in einem Wasserbad
inkubiert. Ein Translationsansatz mit einem Gesafatwen von 37,5 pl enthielt:

DEPC-behandeltes Was: 13,05 u
Retikulocytenlysat (Promega, Mannheim, Deutschl 18,75 u
100 mM Amminosauremix ohne Cyin 0,75 u
1 MKCI 2,7
100 mM DT1 0,75
¥g-Cysteir 1,5u

Nach der Inkubation wurden 2 ul des Ansatzes mitSDS-Ladepuffer versetzt, 5 Minuten
bei 95°C unter Schutteln inkubiert (Thermomixer ¢omy Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) und zur Kontrolle auf ein SDS-Gel atfagen. Der verbliebene

Translationsansatz wurde bei -80°C gelagert.

2.8.3 Préaparation von Mitochondrien und Chloroplasten ausPisum sativum

Es erfolgte eine Parallelpraparation der Organelen8 bis 12 Tage alten Erbsenkeimlingen.
Alle Arbeitsschritte wurden im Kidhlraum bzw. ausElurchgefihrt. Alle verwendeten Puffer
und Gerate waren auf 4°C vorgekuhlt. Um Scherkndfeatgegenzuwirken, wurde mit

abgeschnittenen Pipettenspitzen gearbeitet.

LOosungen:

EB-Puffer (Extraktionspuffer - Mitochondrien):

Saccharos 450 mV
MOPS 15 mM
EGTA 1,5mmM
pH 7,4 mit KOH einstellen, autoklavieren, bei 4&gérn; frisch zuzugeben sir
PVF 0,6 %
BSA 0,2%
DTT 10 mM
PMSF 0,2 mVM
WB-Puffer (Waschpuffer — Mitochondrien):

Saccharos 300 mV
MOPS 10 mM
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EGTA 1mM
pH 7,2 mit KOH einstellen, autoklavieren, bei 4a4gérr

PMSF (frisch zugebe 0,2 mM
RB-Puffer (Resuspensionspuffe— Mitochondrien):

Mannitol 400 mV
Tricine 10 mM
EGTA 1mM
pH 7,2 mit KOH einstellen, autoklavieren, bei 4agerr

PMSF (frisch zugebe 0,2 mM
5 x GF-Puffer (Gradientenpuffer — Mitochondrien):
Saccharos 1,5mmM
MOPS 50 mM

pH 7,2 mit KOH einstellen, autoklavieren, bei 44gérr

5 x SRM-Puffer (Sorbitolresuspensionspuffer— Chloroplasten):
Sorbito 1,65V
HEPES/KOH 8, 250 mV
bei 4°C ode-20°C lager

Percollstufen:

Mitochondrienpréaparation

Stufe (je 50 m 18% 23% 40 %
Percol 9 ml 115m 20 m|
5 x GF-Puffer 10 ml 10 ml 10 ml
Aqua des 31 ml 285m 20 ml
Chloroplastenpréparation

Siufe (je 50 ml 35% 80 %

Percol 175m 40 ml|

5 x SRIV-Puffel 10 ml 10 ml

Aqua des 225m -

2.8.3.1 Zellaufschluss und differentielle Zentrifugation

Es wurden ca. 80 g Erbsen geerntet und in 500 sklken EB-Puffer im Waring Blender
8011E (Waring Products, New Hartford, USA) homoggmt (5 x 2 s) und anschlieRend Uber
zwei LagenMiracloth® (PorengréRBe 100 pm; Calbiochem, La Jolla, USA) eineé Schicht

Nylongewebe (Porengréf3e 31 um) filtriert. Das Eiliwurde zentrifugiert (4°C, 5 min, 2.000

x g, Sorvall Super T21, Rotor: Sorvall SLC-250T)adPellet wurde vorsichtig mit einem
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Pinsel in 10 ml 1 x SRM-Puffer resuspendiert unddig Chloroplastenpréaparation auf Eis
dunkel gestellt. Der Uberstand wurde 5 Minuten®80D0 x g und anschlieBend 10 Minuten
bei 16.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene PeNetde fir die Mitochondrienpraparation
vorsichtig mit einem weichen Pinsel in 10 ml WB-feufresuspendiert.

2.8.3.2 Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation
Mitochondrienpraparation:

Die Mitochondriensuspension wurde direkt auf demgetegten Percollgradienten geladen
und zentrifugiert (4°C, 45 min, 12.000 x g, Sorv8liper T21; Rotor: Sorvall SL-50T;
Bremse ab 5.000 x g abgestellt). Die intakten Mitowlrien aus der Interphase zwischen der
23 %- und 40 %-Percollschicht wurden abgenommer0@ ml RB-Puffer aufgenommen
und zentrifugiert (4°C, 15 min, 12.000 x g, Son&illper T21; Rotor: Sorvall SL-50T). Nach
vorsichtiger Entfernung des Uberstandes wurde edingnt in RB-Puffer geldst, in 30 ml-
Corex-Zentrifugationsréhrchen tberfihrt und zeagiért (4°C, 15 min, 12.000 x g, Sorvall
Super T21; Rotor: Sorvall SL-50T). Dieser Waschsclerfolgte mindestens zweimal.
Abschlielend wurde das Pellet in einem maximalerluden von 1 ml RB-Puffer
aufgenommen, zentrifugiert (4°C, 10 min, 13.000 r@iofuge, Heraeus), das Sediment
anschlieBend in 150 pl RB-Puffer resuspendiert dadkel auf Eis aufbewahrt. Fir die
Proteinbestimmung nach Bradford wurde von diesertodliondriensuspension 1 pl
abgenommen und mit 99 pl Harnstoff (1 M) und 700 Adua dest. versetzt. Nach
Zentrifugation dieses Ansatzes (1 min, 13.000 rBinfuge, Heraeus) wurde der Uberstand
mit 200 pl Bradford-Reagenz versetzt und funf Mamuinkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Messung der Extinktion bei einer Wellenlange vobd B8 (Shimadzu UV-1602). Mit Hilfe
einer BSA-Eichgeraden konnte die Proteinkonzemtmnatder Mitochondrienpraparation

bestimmt werden.
Chloroplastenpraparation:

Die Chloroplastensuspension wurde auf zwei vordeldgercollgradienten geladen und
zentrifugiert (4°C, 7 min, 2.000 x g, Sorvall Sugétl; Rotor: Sorvall SL-50T). Die untere
Bande, die die freigelegten intakten Chloroplagethielt, wurde abgenommen und zweimal
mit 1 x SRM-Puffer gewaschen. AbschlieRend erfottiieResuspension der Chloroplasten in
ca. 2 ml 1 x SRM-Puffer. Die Chloroplasten wurdamkkl auf Eis aufbewahrt. Fir eine
Chlorophyllbestimmung wurden 10 pl Chloroplastepsnsion mit 990 ul 80 % Aceton

versetzt, gemischt und zentrifugiert (RT, 2 min,.00® rpm, Biofuge, Heraeus). Die
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Extinktion des Uberstandes wurde bei 645 nm undré63yemessen (Shimadzu UV-1602).

Die Bestimmung der Chlorophyllkonzentration erfelgtach folgender Formel:

c[ug Chlororphyll/ml] = (20,2 X Aus + 8,02 X As3) X 100

2.8.4 Einzelorganell-Import

LOosungen:

RB-Puffer (Resuspensionspufi- Mitochondrien) vgl 2.8.:2
1 x SRIV-Puffer (Sorbitolresuspensionspuf— Chloroplasten) vgl2.8.:

2 x DualImportpuffer:

Saccharos 600 mV
HEPES/KOF 30 mM
KH2PO¢ 10 mM
BSA 0,1%

pH 7,4 mit KOH einstellen, b-20°C lager

Dual-Mastermix:

2 x Dua-Importpuffe 1x
MgCI2 4 mM
Methionir 4 mM
ATP 4 mM
GTF 4 mM
ADP 0,2 mV
Malal 5mM
DTT 4,5 mM
Kaliumacets 10 mM
NaHCO: 10 mM

Fur den Import in die einzelnen Organelle wurdea Miitochondrien durch Zentrifugation
und Aufnahme in RB-Puffer auf eine Konzentratiomi0 pg Protein/ul eingestellt. Die
Chloroplasten wurden nach der Zentrifugation in $RM-Puffer aufgenommen, so dass die
Konzentration 1 pg Chlorophyll/ul betrug. Folgenttaportansatz wurde auf Eis und erneut
mit abgeschnittenen Pipettenspitzen pipettiert:

Mitochondrien-Import (M) Chloroplasten-Import (C)
Mitochondrien (10 pg Proteinl) 10 pul -
Chloroplasten (1 pg Chlorophyll/} - 25
in vitro Translatiol 10 10
Dual-Mastermi» 90 u 75 U
Gesamtvolume 110 110
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Dieser Ansatz wurde in einem beleuchteten Wassemtadbiert (25°C, 20 min) und im
Anschluss dunkel auf Eis gestellt um die Reaktiobhzuatoppen. Im folgenden
Zentrifugationsschritt wurden die Mitochondrien @% min, 13.000 rpm Biofuge, Heraeus)
bzw. die Chloroplasten (4°C, 3 min, 6.000 rpm, Bgd, Heraeus) sedimentiert. Das
erhaltene Pellet wurde in 200 pl 1 x Dual-Importpufesuspendiert und der Ansatz halbiert
(2 x 100 pl).

Einer der beiden Ansatze wurde mit 10 pl Thermaly& mg/ml) und 1,25 pl Cag{25 mM)
versetzt und auf Eis 30 Minuten inkubiert. Der \@rdvurde durch Zugabe von 4 pul EDTA
(0,5 M) abgestoppt. Die Thermolysin-behandelten kftsaen (M+, C+) sowie die
unbehandelten Fraktionen (M-, C-) wurden durch #igation und Resuspension in 400 pl
RB-Puffer bzw. 1 x SRM-Puffer gewaschen. Nach eereZentrifugation erfolgte die
Aufnahme des Pellets in 20 pl 2 x SDS-Ladepuffee Broben wurden denaturiert (5 min,
95°C) und zusammen mit 5 pl des Translationsansazeein SDS-Gel aufgetragen. Dabei
entsprach das aufgetragene Volumen 50 pg ProteidiéiMitochondrienfraktion und 12,5

g Chlorophyll fir die Chloroplastenfraktion.
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3 Ergebnisse

3.1 Methionin-Reste im D1-Protein vonC. reinhardtii

Um zu Uberprifen, ob Methionine des D1-Proteinse eantioxidative Schutzfunktion

ausuben, wurden Mutanten va@. reinhardtii erzeugt, die Substitutionen spezifischer
Methionine enthielten. Die Untersuchung der Mutargellte Hinweise zum Einfluss dieser
Reste auf eine mogliche antioxidative Funktion diathit auf die Stabilitdt des D1-Proteins

liefern.

Das D1-Protein besteht aus funf transmembranételices und drei weiteren, parallel zur
Membran gelegenen Helices. Die transmembrankElelices werden durch sogenantdep-
Regionen verbunden. Das D1-Protein a@s reinhardtii enthalt eine Vielzahl von
Methioninen, die zum Teil gehauft als Cluster \@gkn (Abbildung 3.1).

TR
@Gb@@@@@@

183 199 331
1 37 127 139 17p 194] 214 293 3221
il | | | 1l | L eon
M M M M MM MM M M MM

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Aminositesequenz des D1-Proteins au<C. reinhardtii. Die
transmembranen-Helices (I-V) sowie die parallele-Helices sind umrahmt. Dargestellt ist das Chlordipiylekil des
P680, das am Histidin 198 gebunden ist. Die Methi®isind rot hervorgehoben und unter Angabe ihositdn zusatzlich
linear dargestellt.
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Der Vergleich verschiedener D1-Proteine von hoh&#ainzen bis zu Cyanobakterien zeigte

neben dem Start-Methionin elf weitere, meist hoomdervierte Methionine vor allem im

mittleren sowie im C-terminalen Bereich des Pratéibbildung 3.2).

ML VB8
C. reinhardtii TAl LERRENSSLWARFCEW TSTENRLYI GAFGVI ¥l PCLLTATSVFI | AFI AAPPVDI 60
Vol vox TAI LERRENSSLWARFCEW TSTENRLYI GAFGVI (il PCLLTATSVFI | AFI AAPPVDI 60
A.thaliana TAl LERRESESLWGRFCNW TSTENRLYI GAFGVLYI PTLLTATSVFI | AFI AAPPVDI 60
Zea TAl LERRESTSLWGRFCNW TSTENRLYI GAFGVLIYI PTLLTATSVFI | AFI AAPPVDI 60
Por phyr a TATLQRRESASLVERFCSW TSTENRLYI GAFGVLIYI PTLLTATSVFI | AFVAAPPVDI 60
Synechococcus TSI LREQRRDNVWDRFCEW/TSTDNRI YVGAFGVLYI PTLLTATI CFI VAFI AAPPVDI 60
Synechocysti s TTTLQORESASLVWEQFCOANVTSTNNRI YVGAFGTLNI PTLLTATTCFI | AFI AAPPVDI 60
T. el ongat us T TVLOQRROTANLVERFCDW TSTENRLYI GAFGVI [jl PTLLAATI CFVI AFI AAPPVDI 60
C.reinhardtii DG REPVSGSLLYGNNI | TGAVI PTSNAI GLHFYPI WEAASL DEW. YNGGPYQLI VCHFL 120
Vol vox DG REPVSGSLLYGNNI | TGAVVPTSNAI GLHFYPI WEAASL DEW. YNGGPYQLI VCHFL 120
A. thal i ana DG REPVSGSLLYGNNI | SGAI | PTSAAI GLHFYPI WEAASVDEW. YNGGPYELI VLHFL 120
Zea DG REPVSGSLLYGNNI | SGAI | PTSAAI GLHFYPI WEAASVDEW. YNGGPYELI VLHFL 120
Por phyr a DG REPVAGSLLYGNNI | SGAVI PSSAAI G HFYPI WEAASL DEW. YNGGPYQLVVLHFL 120
Synechococcus DG REPVAGSLMYGNNI | SGAVVPSSNAI GLHFYPI WEAASL DEW. YNGGPYQLVVFHFL 120
Synechocysti s DG REPVAGSLLYGNNI | SGAVVPSSNAI GLHFYPI WEAASL DEW. YNGGPYQLVVFHFL 120
T. el ongat us DG REPVSGSLLYGNNI | TAAVVPSSNAI GLHL YPI WDAASLDEW. YNGGPYQLI | FHFL 120
kkkkkkk *kk*k *kkkk* * * k% k*kk*k *k k*kkkk k*kkk k*kkkkkkkkkk *x * % %
ML27 ML39 ML72
C.reinhardtii LGVYCYMGREVEEL SFRLGYRPW AVAYSAPVAAASAVFLVYPI GQGSFSDGWLG SGTF 180
Vol vox LGVYCYMGREVEL SFRLEYRPW AVAYSAPVAAASAVFLVYPI GQGSFSDGWLG SGTF 180
A.thaliana L GVACYMGREVEEL SFRL GYRPW AVAYSAPVAAATAVFLI YPI GQGSFSDGAWPLA SGTF 180
Zea L GVACYMGREVEEL SFRL GYRPW AVAYSAPVAAATAVFLI YPI GQGSFSDGAWPLA SGTF 180
Por phyr a TGVACYI GREVELSYRLGIRPW SVAFTAPVAAAAAVFLVYPI GQGSFSDGVPLG SGTF 180
Synechococcus LG SCYMGRQWEL SYRLGYRPW CVAYSAPL SAAFAVFLI YPI GQGSFSDGWLG SGTF 180

Synechocysti s
T. el ongat us

| G FCYMCRQVEL SYRLGYRPW CVAYSAPVSAATAVFLI YPI GQGSFSDGWPLGA SGTF 180
| G FCYMGREVEEL SYRLGRPW PVAFSAPVAAATAVLLI YPI GQGSFSDGLM.G SGTF 180

* **k *k*k k*kkk*k k*kkkkkkkk k% * % **k *k*k *k *kkkkkkkkk*kx *kkkk k%

ML83 194 ML99 M214
C.reinhardtii NFY VFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSLF HGSLVTSSLI RETTENESANEGYRFG 240
Vol vox NFY VFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSLFSAHGSLVTSSLI RETTENESANEGYRFG 240
A.thaliana NFY VFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSLFSAYHGSLVTSSLI RETTENESANEGYRFG 240
Zea NFY VFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSLF HGSLVTSSLI RETTENESANEGYKFG 240
Por phyr a NFWL VFQAEHNI LIYHPFHQL GVAGVFGGSLF HGSLVTSSLI RETSENESANYAYKFG 240
Synechococcus NFFVFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSLFSAYHGSLVTSSLVRETTETESQNYGYKFG 240
Synechocysti s NFY VFQAEHNI LIYHPFHM. GVAGVFGGSL FSAHGSL VTSSLVRETTEVESQNYGYKFG 240
T. el ongat us NFAY VFQAEHNI LYHPFHM. GVAGVFGGALF. HGSLVTSSLI RETTETESTNYGYKFG 240
M293
C.reinhardtii QEEETYNI VAAHGYFGRLI FQYASFNNSRSLHFFLAAWPYI G WFTALGLSTIJAFNLNG- 300
Vol vox QEEETYNI VAAHGYFCGRLI FQYASFNNSRSLHFFLAAWPVI Gl WFTALGLSTIJAFNLNGF 300
A. thal i ana QEEETYNI VAAHGYFCGRLI FQYASFNNSRSLHFFLAAWPVVGE WFTALG STIRAFNLNGF 300
Zea QEEETYNI VAAHGYFGRLI FQYASFNNSRSLHFFLAAWPWG WFTALG STIJAFNLNG- 300
Por phyr a QEEETYN VAAHGYFGRLI FQYASFNNSRSLHFFLGLWPVWG WL TALSVSTIVAFNLNG- 300
Synechococcus QEEETYNI VAAHGYFCGRLI FQYASFNNSRSLHFFLGAWPVVGE WFTSMGE STIJAFNLNGF 300
Synechocysti s QEEETYNI VAAHGYFCGRLI FQYASFNNSRSLHFFLGAWPVI G WFTAMGVSTIRAFNLNGF 300
T. el ongat us QEEETYN VAAHGYFGRLI FQYASFNNSRSLHFFLAAWPWG WFAALG STIJAFNLNGF 300
khkkhkkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*% **k*k k*k*%k *kkkkkkkkk*
MB28 MB31
C.reinhardtii NFNQSVVDSQGRVLNTWADI | NRANL HERNAHNFPLDLAS- - - - - - - TNSSSNN- 352
Vol vox NFNQSVVDSQGRVLNTWADI | NRANL HERNAHNFPLDLAS- - - - - - - NNNSSM\- - 352
A.thaliana NFNQSVVDSQGRVI NTWADI | NRANL HERNAHNFPLDLAA- - - - - - - VEAPSTNG 353
Zea NFNQSVVDSQGRVI NTWADI | NRANL HERNAHNFPLDLAA- - - - - - - LEVPYLNG 353

HERNAHNFPLDLASGESLPVALTAPAVNG 360
HERNAHNFPLDLAAGEATPVALTAPSI HG 360
HERNAHNFPLDLASGEQAPVALTAPAVNG 360
HERNAHNFPLDLASGELAPVAM APSI EA 360

kkkk Kk khkkkkkkkkkkkkkkk

Por phyr a
Synechococcus
Synechocysti s
T. el ongat us

NFNQSVVDSQGRVI NTWADI | NRANL
NFNQSVLDSQGKVI NTWADVL NRANL
NFNQSI LDSQGRVI GTWADVLNRANI G-
NFNHSVVDAQGNVI NTWADI | NRANI G

*kk ok * kk K* * ok ok Kk

Abbildung 3.2: Konservierte Methionine im D1-Proten. Dargestellt sind die Sequenzen der D1-Proteine aus
C. reinhardtii, Volvox carteri f. nagariensis, Syhecoccus elongatus (psbAl), Synechocystis sp. PCG G&bA2),
Thermosynechococcus elongatus, Porphyra purpurea, @ays und Arabidopsis thalian®ie Sequenzen wurden der
NCBI-Protein-Datenbank entnommen (www.ncbi.nlm.nik/gootein) und mit Hilfe der ClustalW Software vedgien.
Streng konservierte Methionine wurden schwarz, genistark konservierte wurden grau hervorgehobeern& (*)
symbolisieren vollsténdig tbereinstimmende Aminoséu Der schwarze Pfeil kennzeichnet den HistidistRées D1-
Proteins, der an der Bindung des Chlorophylldime@&0Rg&teiligt ist.
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Kristallographische Untersuchungen des PSIlI ausm@yakterien liefern wichtige Hinweise
zur Struktur des Proteinkomplexes in Eukaryoten @ieeinhardtii (FERREIRA ET AL 2004;
LoLL ET AL. 2005). Die Kristallstruktur au$hermosynechococcus vulcanliegt in einer
Auflosung von 1,9 Angstrom vor (ENA ET AL. 2011). Deshalb wurde die drei-
dimensionale Struktur des D1-Proteins v@n reinhardtii analog zur Proteinstruktur der
Cyanobakterien modelliert. Im Zusammenhang mit reimedglichen Schutz- bzw.
Regulationsfunktion wurden so Methionine im D1-Bmot lokalisiert, die sich in
unmittelbarer Nahe zu den ChlorophylimolekilengeiHauptquelle der Singulett Sauerstoff-
Bildung, befinden (Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: Drei-dimensionale Struktur des Photesystems Il.Dargestellt sind die-Helices und3-Faltblatter des D1-
Proteins (grau). Die Methionine sind als violetteg€lmodelle zu sehen. Die Nummerierung entsprietited dem D1-
Protein vonC. reinhardtii Das Chlorophylldimer P680 und die akzessorischelorGphylle sind als griine Strukturen
erkennbar (erstellt mit der freien GrafiksoftwarggviOL).

Die Untersuchung der Methioninverteilung in der Ddterheit zeigte, dass sich die
Methionine 172, 183 und 194 in unmittelbarer raghdr Nahe zu den beiden Chlorophyllen
des Reaktionszentrums P680 befinden. Methionini&9@benfalls nah an den Chlorophyllen
lokalisiert, aber mit gréerem Abstand als Methiohv2, 183 und 194. Singulett Sauerstoff
besitzt eine kurze Lebensdauer und kann in der akoyimembran ca. 5,5 nm vom
Entstehungsort aus diffundieren (Asada 2006). Dethidnine 172, 183, 194 und 293 liegen
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innerhalb dieser Diffusionsdistanz. Alle anderen ti\tmine des D1-Proteins wurden
aufgrund der groR3en Distanz zu benachbarten CHighem nicht in die Untersuchung
einbezogen. Um die potentiell antioxidative Funitaer Methionine 172, 183, 194 und 293
zu testen, wurden Mutanten @ reinhardtiierzeugt, die an diesen Positionen entweder einen

Austausch zu Alanin oder zu Leucin enthielten.

3.1.1 Erzeugung und molekularbiologische Charakterisierumgy der Alanin-und Leucin-

Mutanten

In einem ersten Schritt wurden die Methionine an Besitionen 172, 183, 194 und 293 des
D1-Proteins gegen Alanin ausgetauscht (s. 2.3.[8niA ist eine kleine neutrale Aminosaure
und wird haufig fur derartige Substitutionen verden Da sich Methionin und Alanin jedoch
deutlich in Gro3e und Eigenschaften unterscheilénnten physiologische Veréanderungen
durch eine Konformationsdnderung, verursacht durdie Aminoséuresubstitution,
hervorgerufen werden. Um solche Struktureffektengnimieren, wurden in einem zweiten
Schritt die Aminosaurereste M172, M183 und M194agedieucin substituiert. Methionin
und Leucin sind hydrophobe Aminoséduren mit demcblen van der Waals Volumen
(DARBY & CREIGHTON 1993). Im Gegensatz zum Methionin enthalt Leucininke
Schwefelatom und ist nicht oxidierbar. Auf eine S$tithtion von Methionin 293 gegen
Leucin wurde verzichtet, weil die nachfolgenden dbngisse zeigten, dass sich bereits die
Mutante mit einem Austausch von Methionin gegenniaweder im photoautotrophen
Wachstum noch in der D1-Stabilitdt unter Starkligbtn Referenzstamm unterschied. Fir

Position 293 existiert daher nur die Alanin-Mutante

Mit Hilfe mutagener Primer wurde wéahrend einer P@d® jeweilige Codon inpsbAGen
verandert. Dabei wurden Codons mit &hnlichem Cd@ehrauch verwendet. Das veranderte
psbAFragment wurde direkt auf Wolframpartikel prazgmt und mit Hilfe der ,Particle
Gun® (KLEIN ET AL. 1992) in die Dell-Mutante @Iss ET AL 2001) geschossen. Aufgrund
einer 425 bp grolRen Deletion ipsbAGen besitzt die Dell-Mutante nicht die Fahigkeitnz
photoautotrophen Wachstum. Durch homologe Rekortibm&ann das deletierfgsbAGen
durch das mutierte Genfragment ersetzt werden.téfitslurch die Komplementation ein
funktionsfahiges D1-Protein, kann die Transformaptietoautotroph, d.h. auf Acetat-freiem
Minimal-Medium, wachsen und auf diese Weise sedektiverden. Zur Uberpriifung der
Punktmutationen wurde jeweils das kompletpsbAGen sequenziert (2.3.11). Die

Sequenzierung bestatigte die entsprechenden Secsuénderungen im Chloroplastengenom
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der Mutanten (s. Anhang A). Die Mutanten wurden Wakgt bezeichnet: M172A, M183A,
M194A und M293A sowie M172L, M183L und M194L @&Bs 2005;MAX, 2004).

Vor den physiologischen Untersuchungen musste gekkrden, ob in den Transformanten
ein einheitlicher genetischer Zustand vorlag. Da @dloroplasten-Genom in mehrfacher
Kopie vorliegt, sind die Zellen kurz nach der Imgn zunéchst heteroplasmisch. In Folge
der raschen Zellteilung und der Wahl von hoch delek Bedingungen erhalten nach und
nach alle Kopien des Genoms die eingebrachte DDN#: Diese Transformanten werden
als homoplasmisch bezeichnet®SCcHMIDT-CLERMONT 1998). Um den homoplasmischen
Zustand nachzuweisen, wurde eine Kolonie-PCR (R.8ds psbAGens mit zwei, den
Bereich der 425 bp-Deletion flankierenden, Primeéurchgefihrt und elektrophoretisch
analysiert (Abbildung 3.4). In den PCR-Reaktioneonrite bei allen Transformanten
(Abbildung 3.4; Spur 1-7) eine Bande im Bereich wan 800 bp detektiert werden. Diese
Bande entspricht dem erwarteten Fragment. Ein ¥aigimit der IL-Mutante belegt, dass
dabei ein Fragment des vollstandigesbAGens (ohne Introns) amplifiziert wurde (Spur 8).
Die IL-Mutante enthalt ein intronlosgssbAGen und wurde durch Komplementation der
Deletionsmutante Fud7 mit der cDNA desbAGens erzeugt QHANNINGMEIER & HEISS
1993). IL synthetisiert ein funktionsfahiges D1-f&ino und ist in der Lage photoautotroph zu
wachsen. In Spur 9 wurde ein 350 bp grol3es PCRstgag detektiert, das dem PCR-
Fragment der Dell-Mutante mit der 425 bp-Deletiospricht. Es ist erkennbar, dass in
keiner der anderen PCR-Reaktionen dieses Fragnmaptifiziert wurde. Damit konnte
gezeigt werden, dass alle Kopien des ChloroplaSemems nach der Transformation wieder

ein vollstandigepsbAGen enthielten und somit ein homoplasmischer Zukst@arlag.

| Transformanten IL [Del1
M[1 2 3 4 5 6 7|89

T - S—
-

-
400 bp —> | wn

Abbildung 3.4: Test auf Homoplasmie der TransfomantenAgarose-Gelelektrophorese der PCR-Reaktionen (Spur 1:
M172A, Spur 2: M183A, Spur 3: M194A, Spur 4: M2938pur 5: M172L, Spur 6: M183L, Spur 7: 194L) sowler als
Kontrollen mitgefithrten IL- und Dell-Mutante (Sp@rbzw. 9). Spur M: GeneRul&t 100 bp Leiter (Fermentas, St. Leon
Rot, Deutschland).
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3.1.2 Physiologische Charakterisierung der Alanin- und Leicin-Mutanten

3.1.2.1 Photoautotrophes Wachstum

Um die Auswirkungen der Mutationen auf die Funksif@mhigkeit des D1-Proteins zu
untersuchen, wurde zunéchst die photoautotrophe h8tamsfahigkeit bestimmt. Zur
Aufnahme der Wachstumskurve erfolgte die Algenahizbei 25°C und Licht von 60 HE'm
2st in acetatfreiem Minimalmedium (HS-Medium). Es wemd drei unabhangige
Wachstumsversuche durchgefihrt. Fur die Messungdemurzu definierten Zeitpunkten
Doppelproben entnommen und eine Zelldichtebestingmioei 750 nm durchgefuhrt (vgl.
2.2.4.1). Als Referenz diente der IL-Stamm. In AmjpaB sind exemplarisch
Wachstumskurven der Mutanten sowie des IL-Stammaegedtellt. Die Wachstumsraten der
Mutanten wurden wéhrend der logarithmischen Phasérbmt und auf den Referenzstamm

IL bezogen (Wachstumsrate von IL = 100 %).

Die Mutanten M194A und M293A sind im photoautotrepfNVachstum kaum eingeschrankt.
Die Wachstumsrate von Mutante M194A betrug 87 % Mutante M293A 91 % (Tabelle
3.1). Die Mutanten M172A und M183A zeigten dageggynifikante Veranderungen im
Wachstum. Mutante M183A wuchs mit einer Wachstutesvan 61 % deutlich schlechter als
die Referenz. Die starksten Einschrankungen imgaudbtrophen Wachstum zeigte M172A.
Die logarithmische Phase dieser Mutante begann englgich zur IL ca. 100 h verzogert (s.
Anhang B), die Wachstumsrate betrug lediglich 26T#belle 3.1).

Untersuchungen zum photoautotrophen Wachstum decihéMutanten zeigten, dass bei
M194L und M172L kaum Wachstumseinschrankungen geria M194L wuchs mit einer
Rate von 81 % und M172L mit einer Rate von 84 %ark&t Einschrankungen zeigte dagegen
M183L. Die Wachstumsrate betrug lediglich 37 % @l 3.1). Ebenfalls auffallig war der
stark verzogerte Eintritt in die logarithmische 8&#a(vgl. Anhang B). Wie die
Standardabweichung der Wachstumsraten zeigt, iegen die ermittelten Werte einer
starken Schwankung, v.a. bei den Mutanten mit es®hr niedrigen Wachstumsrate.
Aufgrund der geringen Raten resultieren die zahl#ignkleinen Unterschiede in einer sich
starker auswirkenden Standardabweichung.
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Tabelle 3.1: Photoautotrophe Wachstumsraten der wita und der Leucin-Mutanten. Angegeben wird
jeweils der Mittelwert (n=3) in % bezogen auf deef@renzstamm IL sowie die Standardabweichung.

Wachstumsrate in %

Mutante
(bezogen auf IL)

M172A 26 (£ 12)
M183A 61 (+7)
M194A 87 (+9)
M293A 91 (¢ 8)
M172L 84 (£ 7)
M183L 37 (+17)
M194L 81 (+7)

3.1.2.2 Abbau des D1-Proteins im Starklicht

Unter Starklichtbedingungen kommt es zur versté@rk®ddung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), die Schaden am D1-Protein hervorrufen urssete proteolytischen Abbau einleiten
(KYLE ET AL. 1984). Dem Abbau des geschadigten D1-Proteins fi#gtEinbau einer neu

synthetisierten Untereinheit in den PSIll-Komplex.ied@r Reparaturmechanismus
gewahrleistet einen kontinuierlichen Elektronergluger die Thylakoidmembran. Mit Hilfe

der Mutanten erfolgte eine erste Untersuchung timisth des Einflusses der Methionine
172, 183, 194 und 293 auf die Stabilitdt des DItdtme unter Starklichtbedingungen. Dazu
wurden die Algen Lichtintensitaten von 1.800 pEshausgesetzt und die D1-Proteinmenge

Uber eine Western-Blot Analyse bestimmt.

Das Ergebnis eines solchen Starklichtexperiments i8bbildung 3.5 zunachst am Beispiel
des Referenzstammes IL gezeigt (180 min, Lichtisitéh1.800 pHE Ms?). Alle 30 Minuten
wurde Gesamtzell-Protein isoliert, in einer SDS-FA&ifgetrennt, geblottet und mit einem
anti-PsbA Antikorper detektiert.

A) Abbildung 3.5: D1-Stabilitat des Referenzstammes IL
unter Starklichtbedingungen (1.800 pE nfs?) in
Abhangigkeit der Zeit. Dargestellt ist eine Western-Blot
Analyse mit chicken anti-PsbA (Verdinnung 1:10.000)
Gesamtzell-Protein  wurde aus starklichtexponierten
B) Algen isoliert, die zude novoSynthese des D1-Proteins
befahigt waren (A) bzw. deren plastidare
Proteinbiosynthese mit 200 pg/ml CA@) inhibiert

0 30 60 9 120 150 180 min wurde.

—— - —  O— — _—
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Wahrend der gesamten Starklichtexposition konn@rilbnahezu konstante Mengen an D1-
Protein nachgewiesen werden (Abbildung &%, Die Algenzelle ist in der Lage unter den
gewahlten Versuchsbedingungen das geschadigteobytisch abgebaute D1-Protein durch
eine de noveSynthese in vollem Umfang zu ersetzen. Inkubieahrdie Algen 20 Minuten
vor Versuchsbeginn dagegen mit Chloramphenicol,ereininhibitor der plastidaren
Proteinbiosynthese (CAP, 200 pg/ml), kann man agtalzhangigen Abbau des D1-Proteins
verfolgen (Abbildung 3.5B). Chloramphenicol hemmt die Translation durch Bimgl an die
50S-Untereinheit der 70S-Ribosomen der Chloroptasias geschadigte D1-Protein wird
abgebaut, kann aber nicht ersetzt werden. Nach MButen war mit der gewahlten

Nachweismethode kein D1-Protein mehr detektierbar.

Um den Einfluss der Methionin-Substitutionen aus dal-Protein unter photooxidativen
Stressbedingungen zu untersuchen, wurden die Mutastienfalls Starklicht (Lichtintensitat
1.800 pHE nf s?) ausgesetzt. Der Versuchszeitraum wurde auf 60utdin begrenzt. Alle
Mutanten sowie der Referenzstamm IL befanden sich \&rsuchsbeginn in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase. Um den AbbsuDdeProteins sichtbar zu machen,
wurde die plastidare Proteinbiosynthese mit Chigiaemicol (CAP, 200 pg/ml) gehemmt.
Gesamtzell-Protein wurde isoliert, in einer SDS-FA&ufgetrennt und geblottet. Das D1-
Protein wurde mit einem anti-PsbA Antikorper (Agra, Vannas, Schweden) detektiert. Die
D1-Proteinmenge wurde anschlieBend densitometnsitiHilfe der AIDA v4.03 Software

ausgewertet und graphisch dargestellt (vgl. 2.4.1.1

Fur den Referenzstamm IL und die Mutante M293A kergin ahnliches Muster des D1-
Abbaus gezeigt werden (Abbildung 34). Nach 30 Minuten verflgten beide tUber nahezu
gleiche Proteinmengen (83 % bzw. 85 %). Nach 60uk&inm wurden bei M293A 78 % und
bei IL 63 % der Ausgangsmenge an D1-Protein detgktDeutliche Unterschiede lieferte
dagegen der Vergleich der Ergebnisse von M172A, 3Al8&ind M194A mit dem
Referenzstamm. Diese Mutanten zeigten im Gegemrsatz und zu M293A einen deutlich
verstarkten D1-Abbau. Nach 30 Minuten Starklichtremajeweils noch 45 %, 53 % bzw.
60 % an D1-Protein nachweisbar, nach 60 Minuterrklitht lediglich etwa 30 % der
Ausgangsmenge (Abbildung 34).

Die Auswertung der D1-Blots der Leucin-Mutantengeeiein den Alanin-Mutanten ahnliches
Abbauverhalten (Abbildung 3.@8). Der D1-Abbau unter Starklichtbedingungen war im
Vergleich zum Referenzstamm verstarkt. Bereits n@@hMinuten Starklicht wurde ein

deutlicher D1-Abbau festgestellt. Bei M172L, M183ind M194L wurden ca. 60 % der
48



3  Ergebnisse

ursprunglichen D1-Menge detektiert (Abbildung 38, Im Vergleich dazu verlor der IL-
Stamm deutlich weniger an D1-Protein durch Degradaprozesse. Es konnten noch 80 %
vom Ausgangswert nachgewiesen werden. Nach 60 Blin8tarklichtexposition war bei den
Mutanten M172L, M183L und M194L bereits mehr ale #ialfte des D1-Proteins abgebaut.
Es wurden ca. 40 % der urspringlichen D1-Mengektiete Der IL-Stamm verfligte nach

dieser Stressbehandlung dagegen noch tber ca.dBD Ptotein (Abbildung 3.63).

= 0 min Starklicht 30 min Starklicht = 60 min Starklicht = 0 min Starklicht 30 min Starklicht = 60 min Starklicht
100
80 I
g g I
3 & 60 - - : I - I .-
5 ]
Q
: :
a 8 40— F i s H - - -
] 2
20 — |-
0 -+ T T T ]
IL M293A M172A M183A M194A L Mm172L M183L M194L

A
Abbildung 3.6: Abbau des D1-Proteins der Mutanten M.72A, M183A, M194A, M293A (A) und M172L, M183L,
M194L (B) im Vergleich zum Referenzstamm IL unter Sarklichtbedingungen (1.800 uE nf s%) in Gegenwart von
CAP (200 pg/ml). Dargestellt ist die relative Menge an D1-Proteicm®, 30 bzw. 60 min Starklicht bezogen auf die
Ausgangsmenge an D1-Protein vor der Starklichtiakioh. CAP wurde 20 min vor Starklichtbestrahlunggegeben.
Gesamtzell-Protein wurde aus den Mutanten und ldéoliert, Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und gt (Rohdaten

siehe Anhang C). Berechnet wurde das Integral dekfleehe der D1-Banden. Die Ausgangsmenge an Dl1-Arot
Starklicht (0 min Starklicht) gilt dabei als 100 #ngegeben wird der Mittelwert (n=3) sowie die $tardabweichung.

Wahrend der Abbau des D1-Proteins der Mutante M2@3&tarklicht vergleichbar war mit

dem des Referenzstammes IL, zeigten die MutantérivVerdnderungen an den Positionen
172, 183 und 194 des D1-Proteins Unterschiede lzuDér Austausch dieser Methionine
fuhrte zu einem starkeren Abbau des D1-ProteinsruBitarklichtbedingungen. Dabei war
kein tendenzieller Unterschied zwischen den Alanind Leucin-Mutanten erkennbar. Alle

weiterfuhrenden Experimente wurden ausschlie3lithden Leucin-Mutanten durchgefihrt.

3.1.2.3 D1-Stabilitdt der Leucin-Mutanten im Dunkeln

Jede Veranderung der Aminosauresequenz eines i aiin strukturelle Veranderungen im
Protein verursachen. Um auszuschliel3en, dass dstande D1-Abbau der Mutanten im
Starklicht allein auf eine mdgliche Strukturdndeyuim D1-Protein zurlckzufihren ist,
wurden die Algen im Dunkeln mit CAP inkubiert. Da der Zelle ohne Belichtung nur
geringe Konzentrationen an ROS gebildet werdeng s D1-Protein im Dunkeln kaum
geschadigt und somit auch nur geringfligig abgebalittde der D1-Gehalt der Mutanten

auch im Dunkeln starker abnehmen, wére das ein élfnauf eine Strukturanderung als
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initiales Ereignis fur den verstarkten D1-Abbau.r Déersuchsaufbau war identisch zur
Starklichtexposition. Sowohl die Mutanten als awddr IL-Stamm befanden sich in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase. Die plastid@reteinbiosynthese wurde durch
Chloramphenicol gehemmt. Die Zugabe von CAP eréoRfd Minuten vor Versuchsbeginn.
Die Algen wurden 60 Minuten in Dunkelheit inkubieie Probenahme erfolgte vor
Versuchsbeginn (0 min) und nach 30 bzw. 60 Minu2mnkelheit. Dem bisherigen

Versuchsaufbau folgend wurde Gesamtzell-Proteilreispiiber eine SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine NC-Membran transferiert. Die D1-Menge&de anschliel3end densitometrisch

bestimmt (Rohdaten siehe Anhang C).

Eine Inkubation ohne Belichtung fuhrte bei allergéh zu einem geringfiigigen D1-Abbau
(Abbildung 3.7). Die Quantifizierung ergab nachMhuten Dunkelheit einen Rickgang des
D1-Proteins auf ca. 85 % der Ausgangsmenge. Esmweme signifikanten Unterschiede
zwischen Mutanten und Referenzstamm erkennbar. [BaAdgen im Dunkeln, d.h. ohne

photosynthetisch erzeugte ROS, ein &hnlich stabi®k-Protein zeigten, ist eine

Strukturdnderung im mutierten Protein als Ursacdhiedfe Veranderungen der D1-Stabilitat
im Starklicht unwahrscheinlich. Dieser Versuch #eigebenfalls, dass wahrend der

einstindigen Inkubation ein mdglicher toxischerektfivon CAP vernachlassigt werden kann.

® Omin Dunkelheit 30 min Dunkelheit = 60 min Dunkelheit Abbildung 3.7: Stabilitit des D1-Proteins der Mutarien
M172L, M183L und M194L sowie des Referenzstammes
IL ohne Belichtung in Gegenwart von CAP Dargestellt ist

100

_ 80— die relative Menge an D1-Protein nach 0, 30 undn6Q

£ Inkubation ohne Belichtung + CAP. Der D1-Gehalt betzie

g 60 sich dabei auf die jeweilige Ausgangsmenge an [@ieRr

s vor Versuchsbeginn. Gesamtzell-Protein wurde aus de
a8 40— Mutanten und der IL isoliert, Uber eine SDS-PAGE

& aufgetrennt und geblottet (Rohdaten siehe Anhang C).

20 17 Berechnet wurde das Integral der Peakflache der Diida

Die Ausgangsmenge an D1-Protein zu Versuchsbegihn g
dabei als 100 %. Angegeben wird der Mittelwert (ns@wie
die Standardabweichung.

IL M172L M183L M194L

3.1.2.4 D1-Turnover der Leucin-Mutanten im Starklicht

Um den D1Turnoverzu zeigen, wurde fir die Leucin-Mutanten die MemageD1-Protein
wahrend Starklichtinkubation (Lichtintensitat 1.8Q0E m? s') ohne Hemmung der
plastidaren Protein-Biosynthese bestimmt. Die Zell@ren damit potentiell in der Lage, das
photooxidativ geschadigte und proteolytisch abgabddl-Protein durch einele nove

Synthese zu ersetzen. Um mdégliche Veranderungeesii@lTurnoverzu verfolgen, wurden
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die Algen 60 Minuten bei Starklicht ohne Zugabe VGAP inkubiert. Dem bisherigen
Versuchsaufbau folgend wurde Gesamtzell-Proteifieisp aufgetrennt und die D1-Menge

quantitativ bestimmt.

Ohne Hemmung der plastidaren Proteinbiosynthes8tarklicht wurde das D1-Protein der
Mutanten M172L und M194L sowie des Referenzstamiinesir geringfligig abgebaut. Der
Anteil an photooxidativ geschadigtem und protesbtii abgebautem D1-Protein konnte durch
Neusynthese offenbar weitgehend ersetzt werdenh @cMinuten Starklicht ohne CAP
verlor M194L lediglich 12 %, M172L 25 % und der &tamm 16 % an D1-Protein bezogen
auf die Ausgangsmenge vor Starklicht (Abbildung).3&gnifikante Veranderungen waren
dagegen bei M183L erkennbar. Diese Mutante vertiiz tMoglichkeit zur Resynthese 48 %
an D1-Protein nach 60 Minuten Starklicht (Abbildu§g).

Da die Stamme M194L und M172L unter physiologiscBedingungen, d.h. ohne Hemmung
der plastidaren Proteinbiosynthese, keine oder garingfiigige Veradnderungen zeigten,
konnte flr den Versuchszeitraum eine Beeintrdchgigder Translation des D1-Proteins
durch die jeweilige Mutation ausgeschlossen werdasr. Austausch von Methionin 183
gegen Leucin hatte dagegen signifikante Auswirkangef den DIFurnoverim Starklicht,
die durch Beeintrachtigungen dede noveSynthese des D1-Proteins, aber auch
Beeintrachtigungen bei der Assemblierung bzw. Dseftblierung des Proteinkomplexes

verursacht werden kénnen.

Abbildung 3.8: Turnover des D1-Proteins der
Mutanten im Starklicht ohne CAP. Dargestellt ist die

= relative Menge an D1-Protein nach 0, 30 und 60 min
| Inkubation im Starklichtohne CAP. Der D1-Gehalt
I bezieht sich dabei auf die jeweilige Ausgangsmeage

B 0 min Starklicht 30 min Starklicht ™ 60 min Starklicht
i— D1-Protein vor Versuchsbeginn. Gesamtzell-Protein
wurde aus den Mutanten und der IL isoliert, Ubereei
SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet (Rohdaten siehe
Anhang C). Berechnet wurde das Integral der Pealdlach
der D1-Banden. Die Ausgangsmenge an D1-Protein zu

100
80 — “m— M-
60 —| — —
a0 — — —
20 1 - . L
0 L — Versuchsbeginn gilt dabei als 100 %. Angegeben wird
L

m172L m183L m194L der Mittelwert (n=3) sowie die Standardabweichung.
3.1.2.5 Recovery-Vermaogen der Leucin-Mutanten

Rel. D1-Menge (%)

Neben dem Abbau von photooxidativ geschadigtem [ielh und der darauffolgenden
Neusynthese wird ein weiterer Reparaturmechanismasshrieben, der zu einer Erholung der
PSII-Aktivitat in Synechocystisach Photoinhibition fuhrt (ALAKHVERDIEV ET AL. 2003).

Diese Reaktivierung findet bei Dunkelheit stattclawenn die Proteinbiosynthese durch
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einen Translationshemmer inhibiert wird. Diese sagmteDark recoverybasiert somit nicht
auf einer Neusynthese des D1-Proteins. Um diesezeBs zu erklaren, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass vor der geschadigten PSIlI-Formachst eine inaktive Intermediat-Form
gebildet wird. Aus dieser Intermediat-Form konnteath denDark recovery-Prozess die

aktive Form teilweise wiederhergestellt werdenu(#AKHVERDIEV ET AL . 2003).

Mit Hilfe der Mutanten war eine Untersuchung zurdBetung der Methionin-Reste im D1-
Protein wahrend deDark recovery moglich. Dazu wurden die Mutanten sowie der
Referenzstamm IL 20 Minuten unter Starklichtbedimgen (1.300 HE ths?) und wahrend
der sich anschlieRenden Erholungsphase unter Shligigbedingungen (max. 10 pETs")
inkubiert. Die plastidare Proteinbiosynthese wurlech Zugabe von Chloramphenicol
gehemmt. Um die PSII-Effizienz wahrend und nach Elleotoinhibition zu dokumentieren,
wurde der B/Fy Wert bestimmt. Er ist ein Hilfsmittel, um schnelhd reproduzierbar
Unterschiede in der photosynthetischen Aktivitatr ddutanten zu untersuchen. Der

Ausgangswert vor Versuchsbeginn entsprach 100 %.

Die photosynthetische Aktivitdt der Mutanten untéied sich zu Beginn des Experimentes,
d.h. unter Standard-Wachstumsbedingungen, nicht \Referenzstamm (Tabelle 3.2).
Lediglich M183L zeigte mit einem\~y-Wert von 0,7 eine geringfugig schlechtere PSII-

Effizienz.

Tabelle 3.2: PSII-Effizienz der Mutanten M172L, MB&., M194L sowie des Referenzstammes IL. Dargestellt
ist der Mittelwert der K/Fy-Werte (n=3) sowie die Standardabweichung in Klanmme

R/Fy — Wert

IL 0,73 (x0,01)

M172L 0,74 (+ 0,01)

M183L 0,70 (£ 0,02)
M194L 0,74 (+ 0)

Wahrend der Starklichtexposition nahm die photdsstische Aktivitat der Algen stark ab
(Abbildung 3.9, A). Nach 20 Minuten sank deryfy-Wert der Mutanten und des
Referenzstammes um ca. 50 %. Wahrend der folgend&holungsphase unter
Schwachlichtbedingungen konnte ein rascher Anstieg PSII-Aktivitdt sowohl bei den
Mutanten als auch beim IL-Stamm verzeichnet werddach ca. 40 Minuten Schwachlicht
hatten M172L 66 %, M183L 67 % und der IL-Stamm 65iP6er Ausgangsaktivitat
wiedererlangt. M194L konnte sogar 78 % der PSIlIpAKit wiederherstellen. Eine weitere
52



3  Ergebnisse

Erholung folgte nicht. DaRecoverywermogen der Mutanten entsprach somit déasovery

Vermdgen des Referenzstammes IL.
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Abbildung 3.9: Recovery-Vermdgen der Mutanten M172L,M183L und M194L sowie des Referenzstammes ILDie
chloroplastidare Proteinbiosynthese wurde durchaBaegvon Chloramphenicol 20 min vor Versuchsbegirregent. Nach
20 min Starklicht (1.300 pE fs?) wurden die Algen weitere 60 min bei geringen tiictensitiaten (max. 10 pE fs?)
inkubiert. A) Gemessen wurde der/Fy-Wert alle 10 Minuten. Die prozentuale PSII-Effizie bezieht sich auf den
Ausgangswert vor Starklicht. Angegeben wird dertéhitert (n = 3; Standardabweichung < 3,B). Western-Blots
entwickelt mit chicken anti-PsbA. Aliquots wurdelteal0 min enthommen. Gesamtzell-Protein wurdeigsplaufgetrennt
und geblottet.

Um Anderungen im D1-Gehalt wahrend des Versuchszmites auszuschlieRen, wurde zu
jedem Messpunkt Gesamtzell-Protein isoliert, auéyett und geblottet. Der Nachweis des
D1-Proteins erfolgte mit einem entsprechenden Amgpkr (vgl. 2.4.5). Abbildung 3.8B]
zeigt, dass bei allen Algen im Verlauf des Experitae die Menge an D1-Protein nahezu
konstant blieb. Wahrend der 20 Minuten Inkubatienlbchtintensitaten von 1.300 pE7s*
erfolgte keine Degradation des D1-Proteins, obwehke deutliche Abnahme der PS II-
Effizienz zu verzeichnen war. Durch die Zugabe vG@hloramphenicol wurde die
chloroplastidare Proteinbiosynthese gehemmt unditdame Resynthese des D1-Proteins
ausgeschlossen. Trotz dieser Hemmung stieg dié&P8Zienz wahrend der Erholungsphase
unter Schwachlicht an. Die gezeigte Wiederherstglloeruhte somit nicht auf eingée nove

Synthese des proteolytisch abgebauten D1-Prot&ims Einfluss der Methionine des D1-
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Proteins auf dagkecoveryWermégen der Algen konnte mit diesem Versuch ngpeigt

werden.

3.1.2.6 Einfluss phototoxischer Substanzen auf das Wachstum der Leucin-

Mutanten

Mit Hilfe von Photosensibilisatoren kénnen in dezllg photooxidative Stressbedingungen
bei normaler Beleuchtung erzeugt werden. Dieseqgiwischen Substanzen werden durch
Lichtabsorption angeregt und produzieren ROS. Eoicher Photosensibilisator ist
Bengalrosa, der Singulett-Sauerstoff erzeugt. Um Emfluss von Singulett-Sauerstoff auf
das Wachstum deC. reinhardti-Mutanten zu untersuchen, wurde dem N&hrmedium
Bengalrosa zugegeben. Unter normalen Wachstumshetien (Lichtintensitat 60 uE s

1 24°C) wurden die Algen mit verschiedenen Konzgitnen des Photosensibilisators
inkubiert. Es wurden jeweils 2 x 1@ellen auf TAP-Platten in Gegenwart von Bengalrosa

gebracht. Nach sieben Tagen wurde das Wachstumne\aaggt.

Im Wachstum unter Kontrollbedingungen, d.h. ohnet&$ensibilisatoren auf acetathaltigem
TAP-Medium, sowie im Wachstum mit 0,5 uM BengalrasaMedium unterschieden sich
die Methionin-Mutanten nicht vom Referenzstamm [lie Zugabe von 0,5 uM Bengalrosa
fuhrte bei allen Algen zu einer leichten Reduktaes Wachstums (Abbildung 3.10). Das
Wachstum bei einer Konzentration von 1 uM zeigtdelsthiede zwischen Referenz und
Mutanten. Wahrend bei Mutante M172L noch vereimz&lblonien wachsen konnten, war
diese Konzentration an Bengalrosa fur die Mutatd83L und M194L bereits letal. Der
Referenzstamm war dagegen auch bei einer Konziemrabn 1 pM Bengalrosa noch
lebensfahig. Eine Wachstumsbeeintrachtigung war aoeh hier erkennbar (Abbildung
3.10). Konzentrationen von 2 uM Bengalrosa wareralben Mutanten letal. Lediglich beim
IL-Stamm war noch ein geringes Wachstum erkennldamne Konzentration von
4 uM Bengalrosa konnte keine der getesteten Alg#gariéren. Der durch Bengalrosa
erzeugte Singulett-Sauerstoff fuhrte offensichtlmh einer starken oxidativen Schadigung
zellularer Komponenten und damit zu einem versthéten Wachstum. Verglichen mit dem
Referenzstamm IL flhrten bei den Mutanten bereastsngere Bengalrosa-Konzentrationen zu

einer Wachstumshemmung.
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Bengalrosa (uM) Wasserstoffperoxid (mM)
0 0,5 1 2 4 0 1 1,5 2 2,5

o0 e »

Abbildung 3.10: Einfluss von Singulett-Sauerstoff 0,) bzw. Wasserstoffperoxid (HO,) auf das Wachstum der
Mutanten M172L, M183L und M194L sowie des Referenzstames IL. Die Konzentration an Singulett-Sauerstoff wurde
indirekt durch Zugabe von Bengalrosa erhéht. Wassgperoxid wurde direkt dem Medium zugegeben.1Dgilsuspension
(2 x 1¢ Zellen) wurden auf mit Bengalrosa bzw. Wasserseotigid versetzten TAP-Platten gespottet und filnesieTage
bei einer Lichtintensitat von 60 uETs? inkubiert.

Neben Singulett-Sauerstoff wurde der Einflu3 vons®éastoffperoxid auf die Mutanten
getestet. In photosynthetisch aktiven Zellen ehtstéasserstoffperoxid vorwiegend am PSI.
Wahrend der sogenannten Mehler-Reaktion werdentrialedn auf Sauerstoff anstelle von
NADP" (ibertragen, wenn der Calvin-Zyklus nicht geniigg¢dDPH verbraucht. Das

erzeugte Superoxidradikal wird durch die Superdisimutase (SOD) in Wasserstoffperoxid
umgewandelt (AADA 2006). Die Hauptgefdhrdung durch Wasserstoffperdiagt in der

Fahigkeit, zusammen mit Metallionen das hoch rgaekkydroxylradikal zu erzeugen, das
unkontrolliert organische Molekile schadigt. Diekubation mit Wasserstoffperoxid im
Medium sollte zeigen, ob das Wachstum der Methidhitanten, neben Singulett-
Sauerstoff, durch weitere ROS beeinflusst wird (fhing 3.10). Der Versuchsaufbau war
identisch zum Wachstumsversuch auf Bengalrosa @bgin). Das Wasserstoffperoxid wurde

in verschiedenen Konzentrationen dem acetathalfigdh-Medium zugegeben.

Bei keiner der Mutanten konnten Unterschiede in A&sserstoffperoxid-Sensibilitat im
Vergleich zum IL-Stamm festgestellt werden. Konratdnen von 1 bzw. 1,5 mM
Wasserstoffperoxid  zeigten bei  keiner getesteten geAl Verdnderungen im
Wachstumsverhalten verglichen mit Kontrollbedingemghne Zusatz der Chemikalie. Ein
verschlechtertes Algenwachstum war ab einer Komagoh von 2 mM Wasserstoffperoxid
erkennbar. Die Zugabe von 2,5 mM Wasserstoffperofitrte bei allen Algen zur
Inhibierung des Wachstums.
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3.1.3 Zusammenfassung der physiologischen Untersuchungen

Um zu klaren, ob bestimmte Methionin-Reste im Dat&in als endogene Antioxidanzien
fungieren, wurden die Methionine 172, 183, 194 @88 ausgetauscht. Diese Reste befinden
sich in raumlicher Nahe zum Chlorophyll P680, eiHauptquelle reaktiver Sauerstoffspezies
in Pflanzen. Wahrend der Austausch von Methionin3 2Reine physiologischen
Veranderungen bewirkte, beeinflusste der Austawsech Methionin 172, 183 und 194 die
physiologischen Eigenschaften der Mutanten deutlizhs photoautotrophe Wachstum der
Mutanten war mit Ausnahme von M172L, M194A sowie ML eingeschrankt. Der Abbau
des D1-Proteins im Starklicht war bei allen Mutantau3er M293A, verstarkt. Da die D1-
Stabilitdt der Mutanten im Dunkeln unveréandert lilikdnnten erhéhte ROS-Konzentrationen
im Starklicht die Ursache fir diesen verstarkterb&b sein. Das verschlechterte Wachstum
der Mutanten in Gegenwart von Bengalrosa, d.h. &didhten Singulett-Sauerstoff-
Konzentrationen, kénnte diese Hypothese weiterrorgaern. Hervorzuheben ist Methionin
183, das die geringste Distanz zu den Chlorophyberweist. Der Austausch dieses
Methionins zeigte neben dem verstarkten D1-Abba&iarklicht und einer Verschlechterung
des photoautotrophen Wachstums auch Einschrankuegeb1Turnoversm Starklicht. Die
Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen éelegmit den Einfluss der Methionine
172, 183 und 194 auf die Stabilitat des D1-Proteinter oxidativen Bedingungen. Damit
liefern diese Versuche erste Hinweise darauf, dekethionine im DI1-Protein eine
Schutzfunktion ausiben. Im zweiten Tell dieser Arbellte dariiber hinaus geklart werden,
ob in C. reinhardtii entsprechende Methioninsulfoxid-Reduktasen alerétsche Grundlage

fur diese Arbeitshypothese existieren.
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3.2 Methioninsulfoxid-Reduktasenin C. reinhardtii

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werddass bestimmte Methionin-Reste die
Stabilitat des D1-Proteins vdd. reinhardtiiunter oxidativen Bedingungen beeinflussen. Wie
eingangs erwahnt, sind Methionine besonders lewctdierbare Aminosauren und erster
Angriffspunkt fir ROS. Die Oxidation von Methionau Methioninsulfoxid ist verbunden mit
der Anderung von physikalischen und chemischenrSigeaften der jeweiligen Proteine und
kann zu Veranderungen der Protein-Funktion undpBgHiologie fihren. Das entstandene
Methioninsulfoxid kann physiologisch wieder zu Methin reduziert werden. Diese Reaktion
wird durch das Enzym Methioninsulfoxid-ReduktaseSfR) katalysiert, das tber Thioredoxin
an den Redoxpool der Zelle gekoppelt iso@Hi & HEINEMANN 2001). Diese Reaktion geht

in den meisten Fallen mit der WiederherstellungRtetein-Funktion einher.

Eine mdgliche Regulation des Olxwnoversdurch die Oxidation von Methioninen sowie die
Beteiligung einer MSR wurde im Zusammenhang mit datersuchung einer plastidéren
MSRA ausA. thalianadiskutiert, konnte bislang aber nicht nachgewieserden (RMERO
ET AL. 2004). Parallel zur Untersuchung bestimmter Metiigteste im D1-Protein wurden
daher im Wildtyp vorC. reinhardtii MSR-Proteine analysiert, welche die Grundlageefiie
Scavenging-unktion von Methioninen bilden wirden. Der Focuag dabei auf
Methioninsulfoxid-Reduktasen vom Typ A (MSRA), dien Vergleich zu MSRBs
physiologisch von gréf3erer Bedeutung sindRIER ET AL. 2006).

3.2.1 C. reinhardtii Wildtyp besitzt vier msrA-Gene

Im Genom de£. reinhardtii Wildtypes 11/32-b wurden durch Sequenzvergleidbesgr im
Zellkern lokalisiertermsrAlbis 4 Gene identifiziert, die fir Methioninsulfoxid-Rektasen A
(MSRA) codieren. Aus der DNA-Sequenz der Datenbarfkttp://genome.jqgi-
psf.org/Chlre3/Chlre3.home.htjnlwurden spezifische DNA-Primer abgeleitet, mit eser

Hilfe dann die kompletten cDNA-Sequenzen dieser éssynthetisiert und anschliel3end
sequenziert wurden (vgl. 2.3.4, 2.3.5). Die Seqaender msrAGene zeigten zum Teil

Unterschiede zur veroffentlichten Sequenz und sirdhhang C dargestellt.

Alle vier msrAGene werden auf DNA-Ebene von mehreren Intronserbrachen,
unterscheiden sich jedoch in der Anzahl der Intr@&f®enso unterschiedlich ist die Grof3e der
Proteine (vgl. Tabelle 3.3).
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MSRA3 = meemmeeeeemeeceenceee e e e e MJITLKPGAARPNI LRRASRTHSVAAM 26
MBRA4 = meemmeeeeeemememnemee e e e MKVOQL SNGWAAVAKVDKESVTLDLNH 27
MBRAL s mm e e oo
MSRA2 M_.VARYSTHI | AQVRNGRNAVFGAKPAFKGPI AASSARAPATPL GASPADPAAVPHATRP 60
MSRA3 GFFNFGSLFSKEQCKLAPAQAPEGL KLEMIFA LAYQRV ATT D 86
MSRA4 ELAGQALTFDVELMKLVPS- - - ERL F LAFQRVP&ML ST S| 84
MSRA1T ~  eeeeeeeea----- MATNGNGASGAEL BliFAL SFANVI KT R 45
MSRA2 DVSL RAVNENSASGVSAAAGSSSK L CYNML QSAI ANEDV 120
MBRA3 D: | QCT K DSLEDTEFARVDEETLNRQGNDRGT] 146
VBRA4 E VVQVL DRLEBEERWGRHNEIIOL NRQGNDVGT] 144
MBRAL E MRV | | SMEDLBKORFREHDRIQKSK- - - - - - 98
MBRA2 VVQ TYBRTVI SMKEI BEI §FTVHDRETKDRQGNDVGT] | 180
MSRA3 | DEQQRAAAAARI AAANNAI AEGKAPSRWAGSRVVAQL LSK 206
MSRA4 | FTRTPEQLEAANKSKAAFQ- - - AKFKDP- - - - - - - LAR 194

MSRA1 EAHGTALAAVMKELEG - - KYRVR- - - - - - - LATTVI | EK 148

AGDYYI
I NNYH
A

LDVFY

VBRA2 | CTBINDAQRAI AQEVI ADI SAQ- GLWPAP- - - - - - - Q 232
MBRA3 GGRFGQAQSAAKGCNDPI RCYG - - - - - 228
VBRA4 GGRFGRPQSANKGCDDPI RCYG - - - - - 216
MBRAL S- - MVRRGSAGW - < = == === === = - - 159
VBRA2 NPGCGYCRAVWGPKVAKFRQKFAKL | KA 260

Abbildung 3.11: Vergleich der Aminoséuresequenzenon MSRAL1, 2, 3 und 4 au<. reinhardtii. Die cDNA wurde mit

spezifischen Primern synthetisiert (s. 2.1.7). Baguenzvergleich erfolgte mit Hilfe der ClustalW t8@fre. Streng
konservierte Aminosauren wurden rot, weniger skarkservierte Bereiche wurden gelb hervorgehoben Sequenzbereich
GCFW bzw. GUFW bildet das katalytische Zentrum (satareingerahmt). U steht dabei fiir Selenocystein.

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen @erreinhardtii MSRAs mit Hilfe der ClustalW

multiple Sequence Alignment-Software zeigte, ddiesMSRA-Proteine, mit Ausnahme von
MSRA1, das konservierte Motiv GCFW enthalten. DieSeninosauren bilden das
katalytische Zentrum. Dem Motiv folgt tblicherweisa Glyzin wie in MSRA3 und 4, in

MSRA1 folgt dagegen ein Histidin und in MSRAZ2 eigstein (Abbildung 3.11).

MSRA1 enthalt eine Besonderheit innerhalb des Waséahen Zentrums. Anstelle des
Cysteins findet man die Aminosaure Selenocysteil, @de von einem Selenocystein-
Insertions-Sequenz (SECIS)-Element umgeben wird. 8B8CIS-Element auS. reinhardtii

ist dem tierischen ahnlich @WoseLov ET AL 2002). Selenocystein wird durch das Codon
UGA codiert. Die spezielle Sequenzumgebung ermbgheahrend der Translation eine
Erkennung dieses Codons als Aminosaure Selenocystal nicht wie Ublicherweise als

Stopp-Signal. Selenocystein-enthaltende MSRAs smdakterien, weiteren Algen und

Wirbellosen bekannt (K1 ET AL. 2006).

Die meisten MSRAs enthalten neben dem Cystein désykischen Zentrums (Cystein 60)

drei weitere konservierte Cysteine. Der Nummerigrwmon MSRA3 ausC. reinhardtii
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entsprechend sind die Cysteine 60, 95, 220 und i@@érhalb der MSRA-Familie stark
konserviert. MSRA3 und 4 entsprechen diesem Muster enthalten in dem fur Pflanzen
typischen KGC[N/D]DPIRCYG-Motiv im C-terminalen,yglinreichen Ende des Proteins die
zwei Cysteine 220 und 226. Diese beiden Resteaimd hioredoxin-abhangigen Recycling-
Prozess beteiligt und werden daher als ,Recyclinigzw. als regenerierende Cysteine
bezeichnet. Die Katalyse der Methioninsulfoxid-Rigthn durch MSRAS3 und 4 folgt somit
dem fur MSRAs typischen Mechanismus. Dabei wird IN@tin in drei Schritten unter
Beteiligung des katalytischen Cysteins 60 sowie Herden ,Recycling-Cysteine* und
Thioredoxin als Produkt entlassenAffiivVOSON ET AL. 2008; LOWTHER ET AL 200(n).
MSRA2 enthéalt am C-terminalen Ende des Proteins @ystein, in der Mitte der
Proteinsequenz weitere Cysteine. Diese Cysteirspegthen nicht dem fir MSRASs typischen
Konservierungsmuster. Ob diese Reste neben Cystiman der katalytischen Reaktion
beteiligt sind, ist nicht bekannt. In MSRAL findean zwei Cysteine im mittleren Bereich der
Aminosauresequenz, das C-terminalen Ende enthiie k€ysteine. Durch Mutation der
beiden mittleren Cysteine konnte eine ,Recyclingdiion” ausgeschlossen werdenifikeT
AL. 2006). Das in allen vier Proteinen konserviertet@psan Position 95 (Nummerierung
entsprechend MSRAZ3) ist vermutlich nicht an deakdischen Reaktion beteiligt (R/HIER

ET AL. 2006).

Tabelle 3.3: Methioninsulfoxid-Reduktasen in C. rdiardtii: Sequenzcharakteristika

Name JGI v4.0 Locus® Anzahl der Anzahl EST Anzahl der
Protein ID? Exons Aminoséauren

MSRA1 196104 Chromosom 13:| 6 10 160
1260194:1262249

MSRA2 - Chromosom 10: | 9 18 260
6258380:6261367

MSRA3 184206 Chromosom 8: | 5 14 228
3355745:3358374

MSRA4 - Chromosom 1: | 8 22 216
2032349:203498%

& v4.0 Protein Identifikationsnummer (ID) basieresudf C. reinhardtti Kerngenom-Sequenz Version 4.0 des

Joint Genome Institutes (JGI)
® basierend auf BLAST Analyse der JGI v4.0 Kerngef®equenz vol. reinhardtii

¢ basierend auf BLAST Analyse d€s reinhardtii EST Index (Kazusa DNA Research Institute, Datekban
chlamyALL)
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3.2.2 Expressionsanalyse der viemsrA-Gene inC. reinhardtii

Die Analyse der EST-Datenbank zeigte eine Vielzaimn Sequenzen der vier identifizierten
msrAGene inC. reinhardtii (Tabelle 3.3). UntersuchungenAn thalianahaben gezeigt, dass
Umweltbedingungen, die oxidative Schaden in demar2#nzelle verursachen, zu einer
verstarkten Expression dersrAGene fuhren (RUHIER ET AL 2006). Dabei schitzen die
einzelnen MSRs bei unterschiedlichen Stressbedgwurspezifische Kompartimente der
Zelle. In A. thaliana wurde eine verstarktensrAExpression unter Starklichtbedingungen,
Hitzeinkubation, erhdhten Salzkonzentrationen ddeonstress festgestellt RERO ET AL
2004; ROUHIER ET AL. 2006) Eine Beteiligung von MSRs an der Interaktion zwesth
Pflanze und viralen Pflanzenpathogenen konnte abienflurch eine Induktion demsr

Expression nachgewiesen werdeAESNANDOM ET AL. 2000).

Die in vivo Analyse demsrAExpression im Wildtyp voIiC. reinhardtii sollte klaren, ob die
msrAGene der einzelligen Grunalge ebenfalls mit eidédferentiellen Expression auf
verschiedene Stressbedingungen reagieren. Dazuewuli@ Algen zunachst Bedingungen
ausgesetzt, die oxidativen Stress verursachen.lriBigbation vonC. reinhardtii Wildtyp-
Zellen erfolgte bei hohen Lichtintensitaten, behdter UV-Strahlung, bei niedrigen
Temperaturen und bei Hitze. Unter diesen Wachstatisgungen werden verstarkt ROS
produziert. Zum Vergleich wurden die Algen unterchtioxidativen Bedingungen

(Kontrollbedingungen sowie Dunkelheit) inkubierglvTabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Ubersicht der Wachstumsbedingungenamtlenen C. reinhardtii Wildtyp inkubiert wurde. Bi
Zellen wurden in HS-Medium unter Begasung mit eine@O,-Luftgemisch (3,5 % C¢), bei 24°C und
Lichtintensitaten von 60 pmol M s® angezogen. AnschlieBend wurden die Kulturen dengegeben
Bedingungen ausgesetzt. Die Begasung erfolgte wakrdes gesamten Versuchszeitraums.

Temperatur Lichtintensitat Dauer
Starklicht 24°C 700 pmol #s* 30 min
UV-Bestrahlung 24°C 0,5 mW chs* 20 min
Kalte 10°C 60 umol fAs* 60 min
Hitze 42°C 60 pmol fAs* 30 min
Dunkelheit 24°C 0 pmol s 300 min
Kontrolle 24°C 60 pmol s

Von jeder einzelnen Stress- bzw. Kontroll-Kultur rde jeweils ein Gesamt-cDNA-Pool mit
Hilfe zufalliger Hexamere synthetisiert, der in danschlieBenden PCR-Reaktionen mit
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spezifischen Primern als Template diente. Anhamdviange an PCR-Produkt konnte man so

auf die Transkriptmenge der einzelnen Gene schiiel3e

Nach Inkubation der Algen unter Kontrollbedingund@mnten trotz sensitiver PCR-Technik
nur geringe Mengen amsrAl; msrA2-und msrA3Transkripten nachgewiesen werden. Auf
die Inkubation unter oxidativen Stress-Bedingungeagierten die Algen mit einer Erh6hung
der Transkription einigemsrAGene. So fihrten hohe Lichtintensitaten berAl, msrA2
und msrA3 zu einem starken Anstieg der Transkriptmengen {dbbg 3.12). Nach UV-
Bestrahlung wurde fimsrA2ein starker Anstieg und fimsrA3 ein leichter Anstieg der
Transkriptmenge nachgewiesen. Nach Hitzeinkub&amte furmsrA2ebenfalls ein starker
Anstieg der Transkriptmenge gezeigt werden. Unwgénblieb dagegen dimsrAt bzw.
msrA3Transkriptmenge nach Hitzeinkubation. Kalte-Inkiidia hatte keine Auswirkung auf
die msrATranskriptmenge. Dunkelinkubierte Algen zeigtere verwartet keine Erh6hungen
der Transkriptmengen.

Kontrolle  Starklicht uv Dunkel Kalte Hitze
—
msrAl
—-— . - _—

msrA2

msrA3

msrA4

Aktin

Abbildung 3.12: Transkriptmengen der msrA-Gene sowie desAktin-Gens in C. reinhardtii unter verschiedenen
StressbedingungenDargestellt sind die PCR-Produkte der einzelnen Géndlaf fur die jeweilige Transkriptmenge. Die
Inkubation von Wildtyp-Zellen erfolgte in HS-Mediummter stéandiger Begasung mit einem &@ftgemisch (3,5 % C¢
und hohen Lichtintensitaten, UV-Bestrahlung, Kaltewb Hitze. Als Kontrolle wuchsen die Algen unterrmalen
Bedingungen sowie bei Dunkelheit. Von jeder Strelsskizw. von den Kontrollen wurde jeweils ein Gesa&DNA-Pool
von isolierter Gesamt Zell-RNA mit Hilfe zufélliggiexamere synthetisiert. In den anschlieRenden PQRdew unter
Zugabe genspezifischer Primer und 2 pl ,Stressiv. igontroll-cDNA die entsprechenden Genabschnitteliiziert. Als
interner Standard diente daktin-Gen.

Im Gegensatz zu diesem differentiellen Expressiassen vonmsrAl, 2und 3 wurden bei
msrA4 bei allen Versuchsbedingungen konstante Mengen P&R-Produkt gebildet
(Abbildung 3.12). DasnsrA4-Genwird offensichtlich konstitutiv exprimiert. Dassainterner

Standard amplifizierté\ktinGen zeigte wie erwartet ebenfalls konstante MerayePCR-
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Produkt (Abbildung 3.12), daktin ein Housekeepingsen ist. Durch den Nachweis von
aquivalenten MRNA-Mengen des Aktin-Standards bei lenal gewahlten
Wachstumsbedingungen konnten Fehler oder Ungenaitegkwahrend der cDNA-Synthese
ausgeschlossen werden. Die AmplifikationsmustermgnAl, 2und 3 waren somit auf eine
differentielle Expression dieser Gene unter denaten Bedingungen zurlickzufihren.

3.2.3Heterologe Expression von MSRA2, 3 und 4 auS. reinhardtii in E. coli

Um die Aktivitat von MSRA2, 3 und 4 zu untersucherd Antikdrper zu erzeugen, erfolgte
die heterologe Expression der ProteineEincoli. Eine Expression des MSRAL1-Proteins in
E. coli war aufgrund des Selenocysteins innerhalb dedykiathen Zentrums nicht ohne
weiteres mdglich. Das vor@hlamydomonaspezifischen SECIS-Element umgebene UGA
Codon wirde irk. coli nicht von einer Selenocystenyl-tRNA erkannt werdsamdern zum

Abbruch der Translation fiihren.

Im ersten Schritt wurden ausgehend von der cDNAeimer PCR diemsrA2, 3und 4-
Sequenzen vo@. reinhardtiiamplifiziert und mit Hilfe der verwendeten Primaan 5'und 3'-
Ende mit entsprechenden Schnittstellen versehamachist erfolgte die Klonierung der PCR-
Produkte in den pJET1 Vektor bzw. in den pGEM-T MekAls Expressionsvektor wurde
anschlielRend das pQE-30 System der Fa. Qiagenzgdsut2.3.9). Nach dem Verdau der
Plasmide pGEM-msrA2, pGEM-msrA4 und pJet-msrA3 sodes pQE-30 Plasmides mit
den entsprechenden Restriktionsenzymen wurden@reProdukte gerichtet in den pQE-30
integriert (s. Abbildung 3.13). Durch diese Intagma erhielten diemsrAKonstrukte ein N-
terminales 6 x HIS-Tag. Die entstandenen Plasm{@EemsrA2, pQEmsrA3 und pQEmsrA4
wurden anschlie3end in den Expressionsstadmmoli M15[pREP4] transformiert, der eine
Kanamyzinresistenz auf dem Repressor-Plasmid pRBRt. Die erfolgreiche
Transformation von pQEmsrA2, pQEmsrA3 und pQEmsk&dmittelt denE. coliZellen

zusatzlich eine Ampicilinresistenz.
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Abbildung 3.13: Klonierung von msrA2, msrA3 und msrA4. Die msrA2 und 4-Konstrukte wurden am 5' sowie 3 Ende
mit BamHI- bzw. Hindlll-Schnittstellen, daswsrA3Konstrukt mit einer Sacl- bzw. einer Hindlll-Sctistelle versehen.
Durch Integration dermsrAKonstrukte (rot) in den pQE-30 Plasmid erhieltefe dekombinanten Proteine nach
Transformation und Expressionkn coliM15 [pREP4] ein N-terminales 6xHIS-Tag (blau).

Die Sequenzierung der Plasmide pQEmsrA2 und 4 tiggsté@lie Vollstandigkeit der Sequenz
sowie die korrekte Einpassung aesrAGenein framemit der Sequenz dédultiple Cloning
Site (MCS) des Plasmides. Die Sequenzierung des pQBE3rBlasmids zeigte jedoch eine
Punktmutation innerhalb des codierenden Bereicloes msrA3 mit einem resultierenden
Stopp-Signal (s. Anhang E). Ein Vergleich mit degBenz des Plasmids pJETmsrA3 und der
sequenziertemsrA3cDNA vor der Klonierung ergab, dass sich der Basstausch wahrend
der ersten Klonierung bzw. des ersten Transfengreztehatte. Bereits der pJETmsrA3 trug
den Basenaustausch von Cytosin zu Thymin. Dieseseiige Stopp-Codon fiuhrt zum
Verlust von 74 Aminosauren und somit zu einem deD &leineren Protein. Irdown stream
Bereich dieser Mutation befand sich weiterhin efffe Basenpaar grof3e Deletion. Diese
Region war vor allem durch einen sehr hohen G/Caetharakterisiert (s. Anhang E).
Wiederholte Versuche, dassrA3Gen in den pQE-30 Vektor zu integrieren undeircoli zu
transformieren, ergaben immer die gleiche Punkttimuta Auch ein Wechsel deB. coli
Stammes konnte diese Punktmutation nicht verhin{rgebnisse nicht gezeigt). Fur erste

Expressionsversuche wurde mit der verkirzsnA3Sequenz gearbeitet.

Die Expression der Fusionsproteine HIS-MSRA2, HISRA3 und HIS-MSRA4 wurde
durch Zugabe von IPTG induziert (vgl. 2.5). Dke col-Proteine wurden unter nativen
Bedingungen gemalR Qiagen-Protokoll prapariert urxer Geine Nickelagarose-Saule
gereinigt. Es wurde jeweils nichtinduzierte, indu, I6sliche und unldsliche Fraktion sowie
das Nickelsaulen-Eluat mittels SDS-PAGE aufgetrerf@t4.3) und verglichen. Die
berechneten Molekulargewichte der Fusionsprotegteigen fur HIS-MSRA2 ca. 30 kD und
fur HIS-MSRA4 ca. 25 kD. Durch das vorzeitige Stdppdon in der kloniertemimsrA3
Sequenz ergibt sich fir HIS-MSRA3 ein Molekulargehtivon ca. 20 kD.
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Abbildung 3.14: Expressionsanalyse der rekombinante Fusionsproteine HIS-MSRA2, HIS-MSRA3 und HIS-
MSRA4 in E.coli. Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Expressionrdkombinanten Fusionsproteine HIS-MSRA2, 3 und
4 nach SDS-PAGE und Coomassie-Farbung. Aufgetrageden aquivalente Mengen an Zellen ¥rund nach Induktion
Uber Nachi(+) sowie 18slichgL) und unléslichgU) Proteinfraktion und Nickelsaulenelu@). Die schwarzen Pfeilspitzen
markieren die putativen Fusionsproteine in den zigiten Zellen mit folgenden berechneten GroRRerBS-MSRA2 ca. 30
kD, HIS-MSRA3 ca. 20 kD und HIS-MSRA4 ca. 25 kM £ PageRulél Prestained Protein Ladder, Fa. Fermentas)

In Abbildung 3.14 ist das Ergebnis der Expressinaase dargestellt. Die Proteine HIS-
MSRAZ2 und 4 wurden heterolog vén coli exprimiert und befanden sich fast ausschlief3lich
in der loslichen Fraktion. Ein Vergleich mit den MNarproteinen zeigt, dass die
Molekulargewichte  der  Expressionsprodukte leicht teun den  berechneten
Molekulargewichten liegen. Beide Proteine konntenrfolgreich lber eine
Nickelaffinitdtschromatographie aufgereinigt werdédbbildung 3.14, E). HIS-MSRA2
konnte dabei als einzelnes Protein ohne Verunnenggn eluiert werden. Im Eluat von HIS-
MSRA4 wurden zwei Proteine detektiert.

Fur HIS-MSRAS konnte ebenfalls eine Expression ggzgerden. In Abbildung 3.14 wurde
ein Expressionsprodukt markiert (schwarzer Pfdids HIS-MSRAS3 entsprechen kdnnte. Da
dieses Produkt in Form vomclusion Bodiesexprimiert wurde, konnte mit der gewé&hlten
Aufarbeitungsmethode (s. 2.5) keine spezifischerdinigung gezeigt werden. Im Eluat
wurde eine Vielzahl von Proteinen unterschiedlidBedl3e detektiert. Da HIS-MSRA nur als
verkirztes, vermutlich nicht funktionelles und wliéhes Protein exprimiert werden konnte,

wurde auf die weitere Analyse von MSRAS3 verzichtet.

Zur Uberprifung von eluiertem HIS-MSRA2 bzw. HIS-RI&4 erfolgte ein
Antikérpernachweis. Es wurden jeweils 0,5 pg undglgereinigtes Protein Uber eine SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membitansferiert. Der Nachweis erfolgte

mittels a-HIS Antikérper und bestatigte somit, dass es siohi den eluierten
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Expressionsprodukten um die Fusionsproteine HIS-MSRund HIS-MSRA4 handelt
(Abbildung 3.15). Die so nachgewiesenen, affingatsinigten MSRA2 und MSRA4
Proteine wurden im nachfolgend beschriebenen Engyayaseingesetzt.

1ug 05pg| 1ug 05ug

HIS-MSRA2 .
HIS-MSRA4—>

Abbildung 3.15: Ergebnis der Ni-Affinitadtschromatographie der Fusionsproteine HIS-MSRA2 und HIS-MSRA4.
Dargestellt sind Ni-affinitétsgereinigtes HIS-MSRARd 4 nach SDS-PAGE, Transfer und Inkubation mieeia-HIS
Antikdrper (1:3.000). Aufgetragen wurden jeweils g und 1 ug Protein (Proteinbestimmung nach Brddfal.2).

3.24 Nachweis der Reduktaseaktivitat von MSRA-Proteinermaus C. reinhardtii

Fir den Nachweis einer Reduktaseaktivitdt der MJRdteine au€. reinhardtii wurde ein
Enzymassay genutzt, in dem Sulindac als Substravi&ihionisulfoxid-Reduktasen (MSR)
eingesetzt wird (BENNE ET AL. 2003). Sulindac ist ein entzindungshemmendes
Medikament, dessen Wirkung auf der Inhibierung @gclooxygenasen 1 und 2 (COX)
beruht. Sulindac ist eine inaktive Vorstufe und hétit eine Methylsulfoxid-Gruppe
(Abbildung 3.16). Durch die Reduktion zu Sulindadffd entsteht der aktive COX Inhibitor.

(0] (0]

OH OH

H3C\S O HyC /©/

Abbildung 3.16: Sulindac als Substrat fir MSRA.Dargestellt sind die Strukturformeln von Sulinda (Bulindac-Sulfid.
Sulindac enthalt eine Methylsulfoxid-Gruppe, deRaduktion eine Uberfiihrung in die aktive Form Suiedulfid bewirkt.

w

Die Inkubation von MSRAs mit Sulindac in Anweserthen Elektronendonoren fihrt zur
Bildung von Sulindac-Sulfid. Als Elektronendonoredi das physiologische Thioredoxin

zusammen mit einer Thioredoxin-Reduktase und NADPH.
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Eine spezielle Extraktionsprozedur am Ende der bakon nutzt Unterschiede in den
hydrophoben Eigenschaften von Sulindac und Sulu®idfid. Unter Zugabe von Acetonitril
wird Sulindac-Sulfid, im Gegensatz zu Sulindacizéght in eine Benzolphase uberfuhrt und
kann bei einer Wellenlange von 340 nm detektiender. Die Bildung von Sulindac-Sulfid
fuhrt zu einer Erhdohung der Extinktion bei 340nnabBi entsprechen 50 nmol / ml Sulindac-
Sulfid einer optischen Dichte von 0,910 und 50 nipil Sulindac einer optischen Dichte
von 0,030 (EIENNE ET AL. 2003).

3.2.4.1 Reduktaseaktivitit im MSRA-Lysat

Zur Etablierung eines Enzymassays wurden zunéclestudgereinigten MSRA2- und
MSRA4-Lysate verwendet (vgl. Abbildung 3.14). Als Positivkontrolle wurde eine bereits
charakterisierte und von Prof. S. Heinemann (Jena)Verfligung gestellte humane MSRA
(hMSRA) genutzt (K'SCHEL ET AL 1999). Diese lag durch Klonierung in den pQE-30
Vektor ebenfalls als HIS-Fusionsprotein vor. Alsgavkontrolle diente eiii. col-Stamm,
der einen pQE-30 Vektor ohmasrAenthielt (-MSRA). Durch Zugabe von IPTG wurde die
Expression der HIS-Fusionsproteine induziert. AheBend erfolgte die Isolierung der
|6slichen Proteinfraktionen, welche jeweils die énetoge hMSRA bzw. MSRA2 oder
MSRA4 aus C. reinhardtii enthielten. Von diesert. colirLysaten wurde ein Volumen
entsprechend 10 pg Protein dem Reaktionsmix zugegehur Bestimmung des Nullwertes
wurde dem Reaktionsmix anstelle der Proteinlosueglge Mengen an Puffer zugesetzt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C fur 30 Minuten. Nacktiaktion wurde die optische Dichte der

Benzolphase bei 340 nm bestimmt (s. 2.6).

Tabelle 3.5: Reduktase-Aktivitat der verschiederiencoli-Lysate. Angegeben wird die Menge an gebiéahe
Sulindac-Sulfid (SulS) in nmol (Mittelwert n=6) mitStandardabweichung sowie die Aktivitdt. Eingesetzt
wurde nicht gereinigtes E. coli-Lysat entsprecheh@ pg léslichem Protein.

E.coliLysat: | nmol Sul | Aktivitat®
MSRA2 16,7@1,2) 22
MSRA4 5,95(z0,66) 0,44
hMSRA (+) 17 #1.5) 23
-MSRA (-) 5,73(x0,14)

D Menge an gebildetem Sulindac-Sulfid (nmol) wahrdfdnin Inkubation

2 Aktivitat ist definiert als Menge an gebildeternliSdac-Sulfid (nmol) pro Stunde (vgl. Etienne &t 2003) abzliglich deE. coli
spezifischen Reduktase-Aktivitat ((-MSRA)
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Sowohl die Zugabe von MSRA2-, MSRA4- bzw. hMSRA-ayals auch die Zugabe von
E. coliLysat ohne heterologe MSRA (-MSRA) zum Reaktiossén fihrte zur Bildung von
Sulindac-Sulfid (vgl. Tabelle 3.5: nmol SulS). Dak. coli verschiedene MSRs existieren,
die Sulindac reduzieren kdénnenT(ENNE ET AL. 2003) beruht die Bildung von Sulindac-
Sulfid in der Negativkontrolle (-MSRA) vermutlichuB E. colieigenen Reduktasen und
wurde deshalb zur Bestimmung der Aktivitat der retgen hMSRA bzw. MSRA2 und 4

jeweils abgezogen (Tabelle 3.5).

DasE. coliLysat mit heterolog exprimierté€s. reinhardtii MSRA2 war in der Lage Sulindac
zu reduzieren. Im Gegensatz dazu konnte nach AbdeudNegativkontrolle fir das MSRA4
enthaltende Lysat kaum Aktivitat nachgewiesen werdgie Positivkontrolle hMSRA war
wie erwartet ebenfalls in der Lage Sulindac zur&ldc-Sulfid zu reduzieren. Dabei wurden
fur AMSRA undC. reinhardtirtMSRAZ2 ahnliche Aktivitaten gemessen.

3.2.4.2 Reduktaseaktivitdt der gereinigten Proteine

Nachdem fur das ungereinigte MSRAZ2-Lysat eine Sa@Reduktion gezeigt werden
konnte, erfolgte die Messung der Uber Ni-Affinigiteomatographie aufgereinigten
heterologen Proteine. Dabei wurde jeweils gerenigiSRA2 bzw. MSRA4 (1 pg) dem

Reaktionsmix zugesetzt. Die Inkubation und Ext@kerfolgte wie unter 2.6 beschrieben.

Tabelle 3.6: Aktivitat von C. reinhardtii MSRA2 unISRA4. Angegeben wird die Aktivitat bezogen aué di
Nutzung von Sulindac als Substrat.

Aktivitat*
MSRA2 11,21
MSRA4 4,1

D Aktivitat ist definiert als Menge an gebildetemliSdac Sulfid (nmol) pro pg Protein und Stundel (#dienne et al. 2003)

Mit Hilfe des Enzymassays mit Sulindac als Substtatd einem Thioredoxin-
regenerierendem System als Elektronendonor konite Cf reinhardtitMSRA2 eine
Reduktase-Aktivitat gezeigt werden. Die AktivitardC. reinhardtirtMSRAZ2 entspricht etwa
25 % der von Etienne et al. angegebenen AktivigitEd coli MSRA. Fur MSRA4 wurde

unter diesen Bedingungen lediglich eine schwacliRase-Aktivitat nachgewiesen.

Die Ergebnisse zeigen, dass @GiereinhardtitMSRA2 Sulindac als Substrat nutzen kann. Die
Umsetzung von Sulindac zu Sulindac-Sulfid durch M8Rerfordert dagegen vermutlich
hohere Enzymkonzentrationen. Auch bei Etienne et \ariierten die eingesetzten

Konzentrationen sowie die ermittelten Aktivitatesr derschiedeneB. col-MSRAs stark.
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3.2.5 Analyse der MSRAs au<C. reinhardtii mit Hilfe eines Antikorpers

Auf Transkriptebene konnte eine Regulation desrAl-, 2-und 3-Gene nachgewiesen
werden.MsrA4 wird auf RNA-Ebene kontinuierlich von der Zellepeiniert (vgl. 3.2.2).

Eine weitere Regulation ist auf Translationseberiglioh. Ein Antikérper, der MSRAS aus
C. reinhardtii erkennt, stellt die Grundlage dieser Protein-Amalgar. Zunachst wurde die
Herstellung eines Antiserums gegen MSRA2 bzw. MSRA4Auftrag gegeben. Die
Gewinnung der polyklonalen Antikérper erfolgte nadhjektion der rekombinanten
Fusionsproteine geméal einem standardisierten Inmeunangsprotokoll. Die Spezifitdt der
Antiseren wurde mittels Western Blot-Analyse getediErgebnisse nicht gezeigt). Die
MALDI-TOFF Analyse der gebundenen Antigene zeigéeloch, dass der polyklonale
Antikdrper statt mit den MSRA-Proteinen mit Proendes LHCII-Komplexes interagierte.

Zur Vermeidung solcher Kreuzreaktionen bei der Kirpperreaktion, wurde in einer zweiten
Immunisierung ein synthetisches Peptid verwendatulwurde in Kooperation mit der Firma
Agrisera (Vannas, Schweden) ein PeptidantikdrpeKaminchen entwickelt, der sowohl
MSRAs inA. thalianaals auch irC. reinhardtiierkennen soll. Basierend auf einem Vergleich
der Aminosauresequenz von MSRA-Proteinen Authalianaund C. reinhardtii wurde das
zehn Aminoséaure grof3e Peptid HDPTTLNRQG ausgewahlt.

Dieses Peptid entspricht der Sequenz von AtMSRAIN@ 4. Das Protein AtMSRA2 zeigt
90 % Homologie zur Peptidsequenz, die MSRA2-, 3 ¢4Proteine au€. reinhardtiizeigen
80 % Homologie zur Peptidsequenz. AtMSRAS5 und CrM3IRbesitzen nur geringe
Homologien mit der Peptidsequenz (vgl. Abbilduny73.
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Abbildung 3.17: Vergleich der Aminosduresequenzen et MSRAs aus C. reinhardtii und A. thaliana. Der
Sequenzvergleich erfolgte mit Hilfe der ClustalWt&@ire. Streng konservierte Aminosauren wurden schweeniger stark
konservierte Bereiche wurden grau hervorgehoben Abenosaurebereich, der die Grundlage firr die Sysghdes Peptids
HDPTTLNRQG bildete, ist schwarz umrahmt.
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Die Spezifitat des gewonnenen Antiserums wurde chstamit Hilfe der rekombinaten HIS-
MSRA2, 3 und 4 Proteine uberprift (vgl. 3.2.3). Egen MSRA gerichtete Antikdper
erkennt sowohl HIS-MSRAZ2 (30 kDa), als auch HIS-M&R20 kDa) und HIS-MSRA4 (25
kDa) (Abbildung 3.18,a-MSRA). Zusatzlich erfolgte der Nachweis der rekomaliten
Fusionsproteine mit einem gegen den 6xHIS-Tag lyten Antikérper (Abbildung 3.18-
HIS). Die drei rekombinanten HIS-MSRA-Proteine werdsowohl vora-MSRA als auch
vom a-HIS erkannt. Das MSRA-Antiserum detektiert im Lysan HIS-MSRA2 und HIS-
MSRA4 zwei weitere, weniger prominente Proteine din geringeres Molekulargewicht
aufweisen und nicht vonu-HIS erkannt werden. Hier handelt es sich vermutiwch
Abbauprodukte ohne HIS-Tag.

MSRA2- MSRA3- MSRA4- MSRA2- MSRA3- MSRA4-
Lysat Lysat Lysat Lysat Lysat Lysat
HIS-MSRA2 — P
HIS-MSRA4 —>
HIS-MSRA3 ——>
a-MSRA a-HIS

Abbildung 3.18: Erkennung der rekombinanten MSRA-Praeine. Gezeigt werden die Spezifitdét des MSRA-Antikdrpers
anhand der Erkennung der rekombinanten FusionspeotellS-MSRA2, 3 und 4 sowie die Erkennung dieser
Fusionsproteine durch einenrHIS Antikérper. Es wurden jeweils MSRA2, MSRA3 sowitSRA4- Bakterienlysat tber
eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Meanien transferiert und anschlieRend miMSRA (1:1000) bzwa-
HIS (1:3000) als primaren Antikdrper und einem miter Alkalischen Phosphatase gekoppelterabbit (1:3000) als
sekundaren Antikorper inkubiert.

Im Anschluss erfolgte der Nachweis der MSRAs imtéirextrakt vonC. reinhardtii Auf
Transkriptebene war unter Normalbedingungen lechighsrA4nachweisbamsrAl, 2und 3
konnten nur bei Starklicht-, UV- und Hitze-Strestektiert werden. Um die MSRA-Proteine
zu akkumulieren, wurden deshalb Wildtyp-Zellen 4Bivlen bei Starklicht (1.800 pEs?)
inkubiert (vgl. 2.2.2). AnschlieBend wurde Gesaraljztotein isoliert (vgl. 2.4.1.1). Wie
bereits erwéhnt, hatten vorangegangene Versucheiggezlass Antikorper, die gegen
ChlamydomonatISRA gerichtet sind, haufig mit Proteinen aus dadC-Komplexen
kreuzreagieren. Proteine des LHC-Komplexes kommen drof3en Mengen in
photosynthetisch aktiven Organismen vor und sind HKieuzreaktionen mit diversen

70



3 Ergebnisse

Antikdrpern bekannt. Um Kreuzreaktionen zu vermejderfolgte die Abtrennung dieser
Proteine. Dazu wurde Gesamtproteinextrakt durchtrifegation in Membranfraktion und

I6sliche Proteinfraktion getrennt. Die l6sliche finfraktion sollte nun moglichst keine bzw.
nur geringe Mengen an LHC-Proteinen enthalten. Rlteteinfraktionen wurden tber eine
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosexean transferiert (s. 2.4.1.2, 2.4.3,
2.4.5). Eine gleichméRige Beladung wurde mit Hdfieer Ponceaurot-Farbung der Membran

Uberpruft (Ergebnisse nicht gezeigt).

— 36 kD

— 24 kD

s i

) 2 L 18kD

Pra-

immun- a-MSRA-Serum a-LHC-Serum

serum

Abbildung 3.19: Erkennung von Antigenen in verschiednen Proteinfraktionen von C. reinhardtii durch a-MSRA
bzw. a-LHC. Die Abbildung zeigt die Erkennung verschiedener igerie im GesamtproteinextrakiG), der
Membranfraktion ¥1) und der l6slichen Proteinfraktioh \ durcha-MSRA bzw.a-LHC. Fir den Gesamtproteinextrakt und
die Membranfraktion wurden jeweils Proteinmengensgrechend 3 pg Chlorophyll aufgetragen. Von deliclisn
Proteinfraktion wurde ein zur Membranfraktion &guéntes Volumen aufgetragen. Die Proteinfraktiowenden tUber eine
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Memnibrtransferiert und mit den entsprechenden Antidrpnkubiert.
Als priméare Antikdrper wurden verwendet: Praimmuose (1:1.000),a-MSRA (1:1.000) bzw.a-LHC (1:10.000). Als
sekundarer Antikorper diente ein mit einer Alkatien Phosphatase gekoppelterabbit (1:3.000). Der schwarze Pfeil
markiert ein 18 kD grol3es Protein, das der proedassi MSRA2 au€. reinhardtientsprechen wirde

Abbildung 3.19 zeigt die Erkennung verschiedenetdtne durch das-MSRA Antiserum

im Gesamtproteinextrakt (G). Inkubiert man Gesaotginextrakt mit vor der Immunisierung
entnommenem Praimmunserum, werden keine Proteitektdgt. Somit sind die vom
Antiserum erkannten Proteine auf eine Antikorpeldmlg durch die Immunisierung der
Kaninchen mit dem synthetisch hergestellten Peptdriickzufihren. Durch die
Immunisierung kam es zur Bildung eines Antikérpengehes, das neben MSRA noch

weitere Proteine erkennt.
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Bei den grolReren Proteinen im 20 bis 30 kD-Berales Gesamtproteinextrakts und der
Membranfraktion handelt es sich vermutlich um Hrmatedes LHC-Komplexes, da diese
sowohl voma-MSRA Serum als auch vom-LHC Antikdrper detektiert werden. Das

MSRA Serum erkennt zuséatzlich ein Protein von 18 BD kD, das ungefahr einer

prozessierten MSRA2 entsprechen wirde, sowie eid@kD grof3es Protein.

In der durch Abtrennung der Membranproteine (Ahlmigl 3.19, M) erhaltenen I6slichen
Proteinfraktion (L) erkannt&-MSRA nur noch ein ca. 20 kD und ein ca. 40 kD o3
Protein. Diese beiden Proteine wurden nicht vorbHC Antikoérper detektiert. Das

Molekulargewicht dieser Proteine entspricht unge&iher prozessierten MSRA2 und einem
MSRA2-MSRA2 Dimer.

3.2.6 Lokalisierung der MSRA-Proteine in der Algenzelle

3.2.6.1 Vorhersagen zur subzelluldren Lokalisierung

Bei den vier inC. reinhardtiiidentifizierten MSRA handelt es sich um kerncodid?roteine.
Wie aus der Literatur bekannt, sind MSRA in versdenen Organellen lokalisiert. Werden
Proteine nach der Translation in Organelle impdstieagen sie spezifische Transportsignale
in Form von Transitpeptiden. Durch die Analyse die$ransitpeptide mit verschiedenen
Vorhersageprogrammen kann man Uberprifen, ob dielkeien MSRA au€. reinhardtii in
verschiedene Kompartimente der Zelle dirigiert veardZur Vorhersage der Lokalisierung
wurden die Programme RBDATOR, TARGETP, CHLOROP und MTOPROT verwendet.
PREDATOR und TARGETP geben Aussagen zur moglichen Mitochondrien- oder
Chloroplastenlokalisierung.HLOROP ist dagegen auf die Lokalisierung in Chloroplasied
MITOPROT auf Lokalisierungen in Mitochondrien beschrénkie [Ergebnisse einer solchen
Vorhersage sind in Tabelle 3.7 dargestellt. Fir M$Rvird keine Chloroplasten- bzw.
Mitochondrienlokalisierung vorhergesagt. Keines demogramme liefert entsprechende
Hinweise. MSRA2 wird dagegen mit einer hohen Wamesgdichkeit in eines der beiden
Organelle importiert. Sowohl die RBDATOR- als auchdie MITOPROTANalyse liefern
eindeutige Hinweise fur eine Mitochondrienlokalisieg. Die Werte der ARGETP-
Vorhersage fur MSRAZ2 prognostizieren dagegen naeiicger Wahrscheinlichkeit den Import
sowohl in Chloroplasten als auch in MitochondriBatrachtet man dieARGETP-Analyse flr
MSRAZ3, zeigt diese eine deutliche Tendenz in RiegtMitochondrienimport. Auch die
PREDATOR- und die MITOPROTDaten unterstitzen diese Prognose. Den Vorhersdgen

Programme zufolge wird MSRA4 in keines der beidemgaDelle importiert. Die
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Wahrscheinlichkeit einer Mitochondrien- bzw. Chiplastenlokalisierung sind gering. Die
CHLOROP-Analyse liefert fur keines der Proteine aussaifége Daten. Fasst man die
Analyse zusammen, sind MSRA2 und MSRAS3 potentigliendidaten fur einen Import in
Chloroplasten oder Mitochondrien bzw. in beide @ejke. Da solche Vorhersageprogramme
nur erste Hinweise Uber eine mdgliche subzellulbokalisierung liefern, missen die

Ergebnisse experimentell Uberprift werden.

Tabelle 3.7: Vorhersagen zur subzellularen Lokaéising der MSRA Proteine aus C. reinhardtii. Angegab
werden die Wahrscheinlichkeiten mit denen die Pragime RREDATOR, TARGETP, CHLOROP und MITOPROT
den Import von MSRAL, 2, 3 und 4 in Chloroplastereva. Mitochondrien vorhersagen (je héher der
Zahlenwert, desto héher die Import-Wahrscheinlichike

Organell TARGETP PREDATOR MITOPROT CHLOROP

MSRA1 Chloroplast 0,169 0,01 - 0,47
Mitochondrium 0,082 0,00 0,093 -

MSRA2 Chloroplast 0,479 0,1 - 0,527
Mitochondrium 0,434 0,46 0,95 -

MSRA3 Chloroplast 0,187 0,03 - 0,507
Mitochondrium 0,718 0,33 0,994 -

MSRA4 Chloroplast 0,075 0,00 - 0,44
Mitochondrium 0,037 0,01 0,13 -

3.2.6.2 In Organello-Import von in vitro translatierten MSRA-Proteinen

Die in silico-Analyse ergab eine mdgliche Mitochondrienlokahsiey fir MSRA3 und eine
maogliche Mitochondrien- und/oder Chloroplastenladalung fir MSRAZ2. Diese
Vorhersagen sollten durcim organelleimporte tberprift werden. Dazu wurdém vitro
Importsysteme genutzt, die von der Arbeitsgruppésién (Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Institutsbereich Pflanzenphysiologieydits etabliert wurden und auf Arbeiten

von Rudhe et al. basier@RUDHE ET AL. 2002).

Zunachst erfolgte einén vitro Translation der MSRA2- und MSRAS3-Vorlauferproteine
Dabei wurde radioaktiv markierte§S-Cystein in die Proteine eingebaut. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation dieser Vorlauferproteinei R5°C im Licht mit isolierten
Chloroplasten bzw. isolierten Mitochondrien ausderisum sativun Durch eine schnelle
Absenkung der Temperaturen (0-4°C) wurde der Impach 20 Minuten abgestoppt. Nach
dem Import wurde ein Teil des Ansatzes mit der éas¢ Thermolysin behandelt, um nicht

importierte Proteine abzubauen. Der andere Te#bblinbehandelt. Nach mehreren Wasch-
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und Zentrifugationsschritten wurden die Proben Ubee SDS-PAGE aufgetrennt. Eine
Autoradiographie sollte die radioaktiv markiertenoteine nachweisen.

MSRA2 MSRA3
TL M+ M- C+ C- TL M+ M- C+ C-

70 kD

55 kD

40 kD

35 kD

25 kD

15 kD

Abbildung 3.20: In organello Import der Proteine MSRA2 und MSRA3 in Chloroplasten und Mitochondrien.
Dargestellt ist das Ergebnis der AutoradiograplaiehnAuftrennung Uber eine SDS-PAGE. Aufgetragendemmeben dem
in vitro Translationsansatz (TL), die Proben des Mitochi@némports (M) bzw. des Chloroplastenimports (C) W8RA2
und MSRA3. Nach dem Import wurde ein Teil des Impasatzes mit der Protease Thermolysin behandeltér)andere
Teil wurde ohne Proteasebehandlung weitergefiibrt \(orlauferproteine werden durch weilRe Pfeile umégliche
importierte, prozessierte Proteine werden durclvacte Pfeile markiert.

Das Ergebnis der Autoradiographie ist in Abbildg0 dargestellt. Fir MSRA2 konnte der
Import in den Chloroplasten gezeigt werden. Nebem &/ orlauferprotein (weiler Pfeil) mit
einem Molekulargewicht von ca. 32 kD wurden zweiptmprodukte (schwarze Pfeile)
nachgewiesen, bei denen es sich um prozessieiteM&RA2-Proteine mit einer Masse von
ca. 23 bzw. 26 kD handeln konnte. Ein Vergleich @aermolysin-behandelten und der
Thermolysin-unbehandelten Probe zeigt, dass letiiglas Vorlauferprotein von der Protease
abgebaut wurde. Die beiden kleineren Proteine firgleh in der mit Thermolysin und in der
ohne Thermolysin behandelten Probe. Offensichtiaden diese Proteine durch den Import
in den Chloroplasten vor einem Abbau durch Thersialygeschitzt und konnten so
nachgewiesen werden. Beim Mitochondrienimport findan fir MSRA2, aul3er dem Signal
des Vorlauferproteins, keine vergleichbaren Impgnale mit einem geringeren
Molekulargewicht.
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Fur MSRA3 kann kein eindeutiges Importergebnis ggaserden (Abbildung 3.20). Neben
dem vermutlichen Vorlauferprotein mit einem Molekiglewicht von ca. 15 kD (weil3er Pfeil)
wurde sowohl beim Mitochondrien- als auch beim @ptastenimport ein zweites Protein
detektiert, das als diffuse, schwache Bande erkamsb(schwarzer Pfeil). Durch die geringe
Intensitdt dieses Signals kann in diesem Fall nigbh spezifischen Importsignalen
gesprochen werden. Ein Import von MSRA3 in den @iglasten bzw. in die Mitochondrien
kann durch dieses Ergebnis allerdings auch nickgeachlossen werden, insbesondere, da ein

heterologes Importsystem verwendet wurde.

3.2.7 Zusammenfassung — MSRAs ii€. reinhardtii

Im Kerngenom der Griinalg€. reinhardtii wurden viermsrAGene identifiziert. Alle vier
Gene werden exprimiert und sind auf Transkriptebesmehweisbar. Die GenasrAlbis 3
werden unter bestimmten Umweltbedingungen, die aikidn Stress in der Zelle
verursachen, verstarkt akkumuliert. DasrA4Gen wird dagegen konstitutiv exprimiert. Ein
spezifischer Nachweis der MSRA-Proteine konnte tnggzeigt werden. Mit Hilfe des gegen
MSRA gerichteten Antikérpers konnte lediglich eindsliches Protein nach
Starklichtbehandlung detektiert werden, das demekldargewicht von MSRA2 entspricht.
Fur MSRA2 konnten neben einervitro Reduktase-Aktivitat auch Hinweise zur Lokalisation
im Chloroplasten, einer Hauptquelle von ROS in ifen, gezeigt werden. Damit liefern die
Untersuchungen Hinweise, da€s reinhardtii Uber aktive MSRA-Enzyme verfugt, die
zusammen mit Methionin-Resten spezifischer Sulestaien effektiven Schutz der Zelle vor

ROS darstellen kdnnten.
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4 Diskussion

4.1 Methionine in Proteinen

Methionine sind Aminoséauren mit einer hydrophobaiper flexiblen Seitenkette, die leicht
oxidiert werden kann. Fur die Proteinfunktion haiesé Oxidation unterschiedliche
Konsequenzen. Sie kann die Bindungskraft zu anderetein-Untereinheiten schwachen, die
Enzymaktivitat reduzieren oder sogar Enzyme inaten. In Verbindung mit einem
reduzierenden Enzym, der Methioninsulfoxid-Reduitasird neben der Proteinregulation
durch einen Methionin-Oxidations-/ Reduktions-Zyklauch eine endogene, antioxidative
Funktion der Methionine diskutiert @GT 1995; STADTMAN & LEVINE 2003; Luo &
LEVINE 2009).

Wie in verschiedenen Studien gezeigt wurde, agieren allem Oberflachen-exponierte
Methionine in Proteinen als endogene Antioxidanziufgrund ihrer Oxidationsanfalligkeit
werden sie bevorzugt von ROS, u.a. Singulett-S&aférsoxidiert und schitzen damit
funktionell wichtige Reste innerhalb des Proteirg WOxidation (LEVINE ET AL. 1996;
GUSTAVSSON ET AL 2001). Man bezeichnet diesen Mechanismus auch@&$tavenging

In vielen dieser Proteine, z.B. dem Hsp21 Authalianaoder einer Glutamin-Synthetase aus
E. coli kann eine bestimmte Anzahl an Methioninen oxtdigrerden, ohne den
proteolytischen Abbau dieser Proteine zu beeindinssder die katalytische Aktivitat zu
senken. Erst wenn eine bestimmte Anzahl dieser ibl@tie oxidiert vorliegt, kommt es zu
einem Aktivitatsverlust. Innerhalb dieses ,Methiohiensters” konnen Proteine durch die
Aktivitat einer Methioninsulfoxid-Reduktase repatigverden, indem Methioninsulfoxid zu
Methionin reduziert wird. Dieser zyklische OxidatiReduktion-Mechanismus bietet ein
enormes antioxidatives Potential unter oxidativeressbedingungen.

Innerhalb der Thylakoidmembran der Chloroplasténnivoesonderem Mal3e das Membran-
integrale D1-Protein einer oxidativen Schadigunggasetzt. Das D1-Protein ist von einem
schnellenTurnovergekennzeichnet. Durch diesen schnellen Abbau imdNdusynthese des
D1-Proteins wird die Zelle vor oxidativen Schadesahitzt (&R0 ET AL. 1993). Im Rahmen
der Akzeptorseiten-induziertehotoinhibition wird Singulett-Sauerstoff, der .u.durch

Ladungstrennung innerhalb von PSII entsteht, asathre fur die Schaden am D1-Protein
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diskutiert ((KADA ET AL. 1996; KRIEGERLISZKAY 2005; VAsSs 2012). Im Fall des D1-
Proteins waren deshalb nicht nur Oberflachen-exgrtniMethionine sondern vor allem
Methionine in rdumlicher Nahe zum P680, einem Ehtshgsort von ROS, als potentielle

Antioxidanzien von Bedeutung.

Durch einein silico-Analyse des D1-Proteins (s. 3.1) wurden die Metime 172, 183 und
194 als Reste mit raumlicher Nahe zum P680 ideriti. Mit etwas groRerem Abstand zum
Reaktionszentrum ist Methionin 293 lokalisiert. Ubdie Bedeutung der Methionine
bezuglich Struktur und Stabilitat des D1-Proteims/bderen Funktion im Protein ist bislang
nichts bekannt. Um dies zu untersuchen, wurdeMe#hionine 172, 183 und 194, die sich in
unmittelbarer Nahe zum Reaktionszentrum P680 befindowohl gegen Alanin als auch
gegen Leucin ausgetauscht. Zur physiologischen &baisierung der Mutanten erfolgten
Untersuchungen des photoautotrophen Wachstums sde@eD1-Abbaus. Alanin ist eine
kleine neutrale Aminosaure und wird haufig fir dege Substitutionen verwendet. Um
Struktureffekte der Mutanten zu minimieren, wurddiese Methionine zuséatzlich gegen
Leucin substituiert. Methionin und Leucin sind hgplnobe Aminosauren mit dem gleichen
van der Waals-Volumen @RBY & CREIGHTON 1993). Fur Methionin 293, das eine grol3ere

Entfernung zum P680 aufweist, wurde dagegen latigdine Alanin-Mutante erstellt.
4.2 Bedeutung der Methionine des D1-Proteins vo@. reinhardtii

4.2.1 Die Methioninmutanten

Der Austausch der verschiedenen Methionine beaisiitudas photoautotrophe Wachstum
sowie den D1-Abbau im Starklicht unterschiedliclyl(vTabelle 4.1). Dabei zeigten die
Ergebnisse der einzelnen Mutanten, dass ein Esmfiien Position bzw. eingebrachter

Aminosaure fir die einzelnen Methionine differemzietrachtet werden muss.
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Tabelle 4.1: Charakterisierung der Mutanten. Angegen sind folgende physiologische Parameter:
photoautotrophes Wachstum, PSII-Effizienz}O,- bzw. HO,-Toleranz (Wachstum in Gegenwart von
Bengalrosa bzw. Wasserstoffperoxid), D1-Abbau imarBlicht und in Dunkelheit in Gegenwart von CAP, D1
Synthese im Starklicht ohne CAP sowie Recovery-Végen im Vergleich zum Referenzstamm IL.

Photoauto. PSiII- '0,- H.0,- Di1-Abbau  D1-Abbau D1-Synthese | Recovery

Wachstum Effizienz Toleranz Toleranz Starklicht ~ Dunkelheit Starklicht

(Standardwachstumsbedingungen) (+ CAP) (+ CAP) (- CAP) (+ CAP)
M172A -- n. b. n. b. n. b. + n. b. n. b. n. b.
M172L (0] (0] 5 O + O (0] (@]
M183A - n. b. n. b. n. b. + n. b. n. b. n. b.
M183L -- 0 - 0 + 0 - o)
M194A O n. b. n. b. n. b. + n. b. n. b. n. b.
M194L (0] o - O + O (0] @)
M293A O n. b. n. b. n. b. O n. b. n. b. n. b.
(O keine Veranderung=, reduziert-,- - stark reduziertt verstarkt im Vergleich zum Referenzstamm IL; n=micht bestimmt)

Methionin 293 befindet sich entsprechend des P3itidlls vonT. elongatu§FERREIRA ET

AL. 2004) in Helix V und ist am weitesten von P680 wleth akzessorischen Chlorophyllen
entfernt (Abbildung 3.3). Mutante M293A war im pbautotrophen Wachstum kaum
eingeschrankt und zeigte dartber hinaus einen imgldeh zum Referenzstamm IL
unveranderten D1-Abbau im Starklicht. Der Austaudel Methionins 293 in Helix V gegen
Alanin veranderte offensichtlich diesen Bereich desoteins strukturell kaum. Ein
Zusammenhang zwischen Methionin 293 und einem petlem Scavengingvon ROS ist

somit nicht unmittelbar ersichtlich. Vermutlich iMethionin 293 aufgrund der grof3eren
Entfernung zum P680 fiir ROS physiologisch nichévaht. Da fir Methionin 293 bereits die
Alanin-Mutante keine Veranderungen zeigte, wurdedeiErstellung der Leucin-Mutante als

Kontrolle bezuglich potentieller Struktureffekterzehtet.

Wie der Austausch von Methionin 293 zeigte auch Aestausch von Methionin 194 in
Helix IV des D1-Proteins keinen Einfluss auf dasotplautotrophe Wachstum der
entsprechenden Mutanten. Sowohl die Alanin- alshade Leucin-Mutante wuchs im
Vergleich zur Referenz unverandert. Dass Verandgmiin diesem Bereich des D1-Proteins
kaum Einfluss auf das photoautotrophe Wachstum habsgten bereits frihere Arbeiten.
Dabei wurde fur eine Mutante mit einem Austausch i8mleucin gegen Valin an Position
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192 ebenfalls ein unverandertes photoautotrophesh®tiam festgestelltsCHuLzE 2002).
Der D1-Abbau im Starklicht war dagegen im Verglemir Referenz deutlich verstarkt und
lieferte damit einen ersten Hinweis zum Einflusssds Restes auf die Stabilitat des Proteins.
In den physiologischen Eigenschaften unterschiesiten Alanin- und Leucin-Mutante nicht.
Fur diese Position war offensichtlich das AusmaR steukturellen Veréanderungen nicht

entscheidend fiir den Phanotyp der entsprechendésmiéu

Methionin 172 und 183 befinden sich ilwop-Bereich zwischen Helix Il und IV des D1-
Proteins. Dieséoop-Region ist fur die Wasserspaltung, speziell fi Bindung des Mangan-
Clusters, von Bedeutung. Mutanten mit einem Austausn dieser Position waren, mit
Ausnahme von M172L, in ihrem Wachstum stark einiggswkt. Der D1-Abbau war im
Vergleich zur Referenz verstarkt. Auch die Methienil72 und 183 scheinen somit fur die
Stabilitat des Proteins von Bedeutung zu sein. ¥vieartet, verursacht die Substitution der
beiden Methionine mit der geringsten Entfernung den Chlorophyllen die starksten
physiologischen Veradnderungen der Mutanten. BeihMain 183 spielte es dabei keine
Rolle, ob der Austausch gegen Alanin oder Leuciiolgie. Lediglich das Ausmal’ der
Wachstumsreduktion unterschied sich zwischen M1884 M183L. Hier fuhrte nicht nur
der Einbau des in Grof3e und Struktur unterschiedhicAlanins, sondern auch der Einbau des
strukturell ahnlichen Leucins offensichtlich zu weichenden strukturellen und funktionellen

Veréanderungen des D1-Proteins.

Im Gegensatz zu den anderen Methioninen untersahisidh bei Methionin 172 die Alanin-
und Leucin-Mutante deutlich im photoautotrophen Wsaecm. Wahrend M172A deutlich
schlechter wuchs als der Referenzstamm IL, zeidgtéM keine Unterschiede im Wachstum.
Vermutlich fuhrte der Einbau eines Alanins zu gréestrukturellen Verdnderung des D1-
Proteins als der Einbau eines Leucins. An Positi@2 erhielt ein eingebautes Leucin
offensichtlich aufgrund seiner Ahnlichkeit mit Mathin die strukturellen und funktionellen
Eigenschaften des D1-Proteins und ermoglichte so ugiverdndertes photoautotrophes
Wachstum. Dieser Unterschied zwischen den beidéstButionen wurde nur bei Methionin
172 festgestellt. Der Abbau des D1-Proteins waredag unabhangig von der Art der

Substitution verstarkt.
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4.2.2 Einfluss der Methionin-Substitution auf das photoadotrophe Wachstum

Die Ergebnisse zeigen, dass die Lokalisation degetauschten Methionine innerhalb des
D1-Proteins das photoautotrophe Wachstum der jgeeilMutante maf3geblich beeinflusst.
Wahrend der Austausch eines weit vom Reaktionazen®680, d.h. vom Entstehungsort
Reaktiver Sauerstoffspezies, entfernten Methiokese Veranderungen der physiologischen
Eigenschaften der entsprechenden Mutante bewinkiée der Austausch von nah zum P680
lokalisierten Methioninen, v.a. bei Methionin 188uswirkungen auf das Algenwachstum.
AulRerdem konnte neben der rdumlichen Entfernung P&30 auch die Lokalisation der
Methionine innerhalb spezieller Strukturen des DAatéins das photoautotrophe Wachstum
der Mutanten beeinflussen. Methionin 194 und 29%®I sh einer Helixstruktur lokalisiert.
Beide Reste waren austauschbar, ohne das WachsemmAlden zu stéren oder zu
beeinflussen. Die fir die Wasserspaltung wichtamp-Region zwischen Helix 11l und IV
spielte dagegen fur das photoautotrophe Wachstoe leedeutende Rolle. Der Austausch
von Methioninen in diesem Bereich fuhrte, aul3erNd&v2L, zu einer Wachstumsreduktion
unter Standardbedingungen. Diels®p-Region des D1-Proteins ist an der Bindung des
Mangan-Clusters beteiligt. Strukturelle Verandememgin diesem Bereich kdnnen die
Bindung zwischen der Donor-Seite des PSII und desmddn-Cluster schwachen. Das kann
einen reduzierten Elektronentransport vom Wassen puidierten P680 verursachen und
damit die fUr das photoautotrophe Wachstum essienBaotosynthese-Leistung herabsetzen.
Dabei scheint Position 183 weniger flexibel furukturelle Veranderungen zu sein als
Position 172. Sowohl die Substitution von Methiod83 gegen Alanin, als auch gegen das
strukturell &hnliche Leucin, erhalt die D1-Strukaifensichtlich nicht, da beide Mutanten ein
verschlechtertes photoautotrophes Wachstum zeigt@bhangig vom Grad der
Strukturdnderung des D1-Proteins in den Mutanténnte somit die Bindung zum Mangan-
Cluster unterschiedlich stark verandert und sorathadas Wachstum in der jeweiligen
Mutante unterschiedlich stark beeinflusst werdea.b@i geringen Lichtintensitaten auch die
Konzentration an ROS geringer ist, wéare die Untdrang des photoautotrophen Wachstums
der Mutanten bei Lichtintensitaten unter 60 pmdish eine weitere wichtige GréRe, um die
Mutanten detailierter zu charakterisieren. Moglebase ist das photoautotrophe Wachstum
der Mutanten bei geringen Lichtintensitdten kauneradicht eingeschrankt. Leider konnte

dieses Experiment aus Zeitgriinden nicht mehr defcingt werden.
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4.2.3 Einfluss der Methionin-Substitution auf den D1-Abbau

Im PSII wird unter oxidativen Bedingungen vor alletlas D1-Protein geschadigt und
verstarkt abgebaut (0 ET AL. 1993). Als Ausldser fur den Abbau von geschadigi@tn
Protein durch diverse Proteasen wird u.a. die mlgee Destabilisierung infolge geschadigter
Pigmente bzw. oxidierter Proteinseitenketten digkut(NixoN ET AL. 2005). Durch die
Aminosauresubstitution im D1-Protein der Mutantdiniie eine solche Destabilisierung
ebenfalls verursacht werden. Der verstarkte D1-Abder Methionin-Mutanten kdnnte somit
durch eine erhohte Starklichtschadigung, aber allein durch die strukturelle Veranderung
des D1-Proteins der Mutanten initiiert werden. Uas du klaren, erfolgte das Monitoring des
D1-Abbaus in Dunkelheit, dass heil3t ohne photodixidaSchadigung. Wie die Ergebnisse
zeigten, wurden im Dunkeln jedoch keine untersdiuben Abbauraten zwischen Mutanten
und Referenzstamm IL festgestellt (s. 3.1.2.3).dbaD1-Abbau der Mutanten damit nur im
Starklicht deutlich verstarkt, aber im Dunkeln urédrelert war, schadigten vermutlich im
Starklicht gebildete ROS das mutierte D1-Protein werursachten damit den schnelleren
Abbau. Die unveranderte Stabilitdit des D1-Protades Mutanten ohne photosynthetisch
erzeugte ROS zeigte, dass eine potentielle Desiebing infolge der
Aminosauresubstitution allein als initiales Eregynfir den verstarkten D1-Abbau
unwahrscheinlich ist. Darlber hinaus zeigten auadltalten ausA. thaliana mit einem
Austausch von konservierten Methioninen gegen Lreumi Hitzeschockprotein Hsp21 keine
Konformationsanderungen nach Oxidation u@@AvssoN ET AL 2001). Die Leucin-
Mutanten bildeten vielmehr eine stabilere Oligor8émktur, wahrend imArabidopsis
Wildtyp eine Auflosung der Sekundarstruktur nachidakon der Methionin-Reste gezeigt
wurde. Durch die Oxidation der Methionine wird auwfigd einer sinkenden Hydrophobie bzw.
reduzierten strukturellen Flexibilitat innerhalb sd®roteins eine Konformationsanderung
verursacht (WGT 1995; GUSTAVSSON ET AL 2001). Vermutlich wirkt ein dem Methionin in
Struktur und GroRRe ahnliches Leucin in den Mutarsiamit weniger destabilisierend als ein
Methioninsulfoxid. Die Ergebnisse deArabidopsisMutanten unterstiitzen damit die
Aussage, dass der verstéarkte D1-AbbauCGldamydomonadlutanten nicht allein durch eine
Destabilisierung des verdnderten Proteins, sondigrch Starklicht initiiert wurde.

Eine weitere potentielle Ursache des verstarkterABdaus konnte die fehlend@cavenging

Funktion im D1-Protein der Mutanten sein. Entspeschder Arbeitshypothese, wonach ROS
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durch Methionine des D1-Proteins eliminiert werddROSScavenging kénnte der

Austausch von nah am P680 lokalisierten Methioniearen Verlust dieseScavenging

Funktion bedeuten und dadurch eine erhéhte Seit&itider Mutanten gegeniber ROS
bewirken. Wie gezeigt werden konnte, fuhrte daddfetion Methionin 172, 183 bzw. 194 zu
einem verstarkten D1-Abbau unter oxidativen Bednggan sowie zu einer erhohten
Sensitivitat der Mutanten gegenitber Singulett-Sao#r (vgl. 3.1.2.6). Besitzen die
Methionine 172, 183 und 194 tatsachlich édeavenging-unktion, werden in den Mutanten
ROS nicht wie im Referenzstamm durch die Methioratiminiert. Dadurch wirden ROS
vermehrt andere Reste des D1-Proteins schadigendera verstarkten D1-Abbau bzw. die

erhohte Sensitivitat der Mutanten gegentber SitigBkeuerstoff verursachen kdnnte.

Wie bereits unter 4.2.2 fur das photoautotrophe Mg diskutiert, kénnten veranderte
Bindungverhaltnisse zum Mangan-Cluster auch destadten D1-Abbau der Mutanten
erklaren. Die Methionine 172 und 183 befinden githder fur die Bindung des Mangan-
Clusters wichtigenloop-Region des D1-Proteins. Der Austausch dieser Rigstaite die
Bindung zum Mangan-Cluster schwéachen. So zeigteiersimchungen des Cyanobakteriums
Synechocysti6803, dass der Mangan-Cluster sensitiv auf strakeuVeranderungen an der
Donorseite von PSII reagiert @us 2001; VAss 2012). Aminosauresubstitutionen im C-
terminalen Bereich des D1-Proteins fuihrten dabeilzbibierung der Sauerstoffentwicklung
und dartber hinaus zu einer erhdhten Lichtsentitivion PSII. AuRerdem zeigten Mutanten
von Synechocysti®CC 6803, die einen weniger stabilen Mangan-Qlustsbildeten, im
Starklicht einen erhéhten D1-AbbaudMENDA ET AL. 2010).Im Fall der M172- und M183-
Mutanten koénnte eine geschwachte Bindung zum Ma@jaster, ahnlich wie eine in der
Literatur diskutierte Photoschadigung des Mangawmstéls als Ursache d&onorseiten-
induzierten Photoinhibition (®@iNISHI ET AL. 2005; HAKALA ET AL. 2005), den
Elektronentransport vom Wasser zum oxidierten Reagrentrum reduzieren. Dadurch kann
in beiden Fallen die Anwesenheit des P68Radikals sowie des Tyrosin®ZRadikals
beginstigt sein, da diese nicht ausreichend reduzierden (BGERSCHOLD ET AL 1990;
VAss2012). Die Folgen waren eine starke Schadigund>deBroteins sowie ein verstarkter
D1-Abbau, wie auch fur die Methionin-Mutanten gegeFolgt man dieser Theorie, kbnnte
neben dem fehlenden RC&avengingauch eine geschwéchte Bindung der M172- und
M183-Mutanten gegenuber dem Mangan-Cluster die dhieséiir den verstarkten D1-Abbau

sein. Aufgrund der rdumlichen N&he des Methion®4$ Zurloop-Region kdnnte auch diese
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Aminosauresubstitution Uber eindang rangeEffekt die Bindung zum Mangan-Cluster

beeinflussen und somit ebenfalls zu einem verstéarkil-Abbau im Starklicht fUhren.

4.2.4 Einfluss der Methionin-Substitution auf die Syntheg des D1-Proteins

Die Reparatur von photooxidativen Schaden am RStk ®inen schnellefurnoverdes D1-
Proteins voraus, der mit dem Entfernen des gesgtaidD1-Proteins beginnt und mit dessen
de noveSynthese sowie der Assemblierung des PSIl vollend@. Um zu klaren, ob der
Austausch der Methionine 172, 183 und 194 neben Abbau auch die Synthese des D1-
Proteins beeinflusst, erfolgte das Monitoring delsHdoteins im Starklicht ohne Hemmung
der Proteinsynthese. Dabei wurden fir M172L, M18élie fir den Referenzstamm IL eine
leichte Abnahme an D1-Protein, aber keine Unteestthizwischen Mutanten und Referenz
gezeigt (vgl. 3.1.2.4). Wahrend des Versuchszeiiemu konnten die Algen somit einen
Grol3teil des geschadigten D1-Proteins ersetzenin@En Mutanten jedoch deutlich mehr
D1-Protein abgebaut wurde, musste eine grofR3ere dangProtein resynthetisiert werden.
Damit sind diese Mutanten in der Lage, den verstarkD1-Abbau durch digle nove
Synthese zu kompensieren, was eine erhdhte Trexmsedte des D1-Proteins voraussetzt.
Vermutlich hat der Austausch der Methionine 172 @8d keinen direkten Einfluss auf die
D1-Synthese. Die erhthte D1-Abbaurate bewirkt adee verstarktele noveSynthese des

D1-Proteins.

Im Gegensatz dazu wurde bei M183L, verglichen rait deiden anderen Mutanten sowie der
Referenz, trotz Mdglichkeit zur Resynthese einkstiédar Rickgang an D1-Protein festgestellt
(vgl. 3.1.2.4). Diede noveSynthese konnte D1-Protein nicht in dem Umfanghhefern wie
geschadigtes D1-Protein abgebaut wurde. Der Codamtafisch in der Mutante kénnte zur
Ausbildung von Sekundarstrukturen innerhalb des wWRMlekils fihren und so die
Bindung der mRNA an den Ribosomen oder die Elongatier Aminosaurekette behindern.
Eine verminderte Translation des D1-Proteins waeeFdlge. Mit Hilfe der frei verfigbaren
GeneBee-Software (http://www.genebee.msu.su/sevioa2_reduced.html) kbnnen sowohl
Nukleotid- als auch Aminosaure-Sequenzen auf sol8e&undarstrukturen untersucht
werden. Fir die Nukleotid-Sequenz des verandeygliiGenes, mit einem ATG zu TAA-
Austausch in M183L, sagt die Software im entspradea Bereich jedoch keine
Sekundarstrukturen voraus. Der Bereich um das sausgghte Codon (ATG zu TAA) ist laut

Vorhersage-Software nicht Struktur-relevant.
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Verschiedene Studien zeigen aul3erdem die Inakiivierder PSIll-Reparatur durch ROS,
aufgrund einer Unterdrickung der Synthese des Dfefs und vieler anderer Proteine
(NISHIYAMA ET AL. 2001; NISHIYAMA ET AL. 2004; ALLAKHVERDIEV & MURATA 2004).
Als moglicher Angriffspunkt wird dabei ein Elongatisfaktor (EFG) diskutiert, der durch
ROS inaktiviert wird. Dabei werden zwei spezifischgsteine unter Ausbildung einer
intramolekularen Disulfidbriicke oxidiert. Es konmgfezeigt werden, dass diese Inaktivierung
des EFG durch eine Thioredoxin-vermittelte Reduktieversibel is{KoJIMA ET AL. 2009).
Somit konnte die Aktivierung des oxidierten EFG afie Bereitstellung von
Redox&aquivalenten aus der Photosynthese gekompeltEne beeintrachtigte Bereitstellung
von Redoxaquivalenten kdonnte wiederum die Aktivigrides EFG behindern und zu einer
verschlechterten D1-Synthese im Starklicht fuh@h.dies die Ursache fir den reduzierten
Turnoverbei M183L ist, kann mit den gezeigten Ergebnisggioch nicht eindeutig belegt
werden, da die \#Fy-Werte der Mutanten im Vergleich zur Referenz uéamdert sind und
damit deren photosynthetische Leistung vergleicldtafvgl. Tabelle 3.2). Da entsprechend
der in silico-Analyse eine Behinderung der Translation durchud#rstrukturen ebenfalls
unwahrscheinlich ist, konnten die Ursachen der zigglten Translation von M183L nicht
eindeutig identifiziert werden. DarUber hinaus kadas veranderte D1-Protein die
Assemblierung des PSII-Komplexes behindern, wae euweitere mdgliche Ursache des
reduziertenTurnoversware. Da lediglich dapsbAGen der Mutanten sequenziert wurde,
kénnen auch Mutationen an anderen Stellen im Gealsnrsache fir die physiologischen
Veranderungen der Mutanten nicht ausgeschlossetewer

4.2.5 Einfluss der Methionin-Substitution auf die Dark recovery

Studien anSynechocystisp. PCC 6803 zeigten, dass nach einer Starkllakitiation eine
Erholung der PSII-Aktivitat in Dunkelheit stattfiat] die nicht auf einedte noveSynthese des
D1-Proteins beruht. Dabei wird eine Zwischenstufn v,vorgeschadigtem* D1-Protein
vorgeschlagen, die bei Wegfall der oxidativen Sfpeslingungen wieder in eine funktionelle
Form Uberfuhrt werden kann (AAKHVERDIEV ET AL. 2003). Der genaue Mechanismus der
sogenannten Dark Recovery ist unklar. Vorversuche hatten eine Erholung der
photosynthetischen Aktivitat in Dunkelheit bzw. iBchwachlicht beimC. reinhardtii IL-
Stamm gezeigt (KABE 2007). Wirden die Methionine des D1-Proteins eetdpend der
Arbeitshypothese als endogene Antioxidanzien wirkew. durch die Aktivitat einer
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Methioninsulfoxid-Reduktase repariert werden, kéndas eine Erholung der PSII-Aktivitat
ohnede noveSynthese des D1-Proteins bewirken. Mutanten, dénethionine und damit
eine potentiellé&Scavenging-unktion bzw. Reparaturmdglichkeit fehlt, konntmtsprechend
dieser Theorie eine reduzierte Erholung der PSlivitlt zeigen.

Der Referenzstamm IL sowie alle Methionin-Mutantegigten eine Erholung der PSII-
Aktivitat im Schwachlicht nach StarklichtinkubatioDer Umfang der PSII-Erholung der
Mutanten unterschied sich dabei nicht vom Refertanzs IL. Der Austausch eines einzelnen
Methionins hatte somit keinen Einfluss auf @iark Recoveryln mehreren Studien konnte
fur verschiedene Proteine gezeigt werden, dassdeygDxidation einer grol3eren Anzahl an
Methioninen spezifische Auswirkungen auf die Aktitibzw. Funktionalitdt das jeweiligen
Proteins hatte (EVINE ET AL. 1996; GUSTAVSSON ET AL 2001). Eine Beteiligung der
Methionine amRecoveryMechanismus kann somit nicht vollstidndig ausgessdn werden.
Die Erstellung von Mutanten mit mehreren MethioBmbstitutionen im D1-Protein kdnnte
weitere Hinweise zu einer méglichen Beteiligung Biethionine an der nicht-translationellen
Erholung der PSII-Aktivitat liefern. Die UrsacheesRecoveryMechanismus bleiben damit

weiter unklar.
4.3 Methioninsulfoxid-Reduktasen inC. reinhardtii

4.3.1 MSRAL ist ein Selenoprotein

In den vorangegangenen Kapiteln wurden als Ursafinenden verstarkten D1-Abbau der
Methionin-Mutanten eine reduzierte Bindung des nde&iten D1-Proteins zum Mangan-
Cluster oder eine fehlend&gcavenging-unktion der Mutanten diskutiert. Damit Methionine
jedoch eineScavenging-unktion austiben kdnnen, ist die Aktivitat eineetMoninsulfoxid-
Reduktase (MSRA bzw. MSRB) notwendig. Nur ein Oximl#s-/Reduktions-Zyklus der
Methionine stellt einen antioxidativen Schutz zZiélilar Kompartimente dar @VINE ET AL.
1996;WEISSBACH ET AL 2005).

In C. reinhardtii wurden vier MSRA-codierende Gene identifiziertleAGene sind Kern-
codiert und besitzen eine Exon-Intron-Struktur. (iker hinaus verfugt die Grinalge Uber drei
MSRB-codierende Gene (RHIER ET AL 2006) und ist damit wie viele photosynthetisch

aktive Organismen durch eine Vielzahl an MSR gekeiainet (vgl. Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Charakterisierung der MethioninsulfodiReduktasen aus C. reinhardtii. Angegeben wird die
Genexpression unter verschiedenen Wachtumsbedingamgdie vorhergesagte sowie die experimentell
bestatigte subzellulare Lokalisation und die inndtReduktase-Aktivitat. n. b.: nicht bestimmt

Genexpression Lokalisation Aktivitat
Nicht- Starklicht UV- Hitze Kalte In silico In organello
oxidativ Bestrahlung Vorhersage Transport
MSRA1 - + - - - Cytosol n. b. n. b.
MSRA2 - + + + - M?gg;gﬂgﬁbr/n Chloroplast +
MSRA3 - + + - - Mitochondrium - -
MSRA4 + + + + + Cytosol n. b. n. b.

MSRA und MSRB katalysieren ahnliche Reaktionen,etstheiden sich jedoch in der
Sequenz sowie der Dreidimensionalen StruktuxUEEMANN ET AL. 2005). Beide Enzyme
sind fur die Zell-Vitalitdt wichtig, aber MSRA wir@ine gréRere Bedeutung zugerechnet
(ROUHIER ET AL. 2006). Gegenstand dieser Arbeit waren daher nur MERzyme aus
C. reinhardtii Eine Besonderheit der Griinalge stellt dabei MSHKAf, dessen katalytisches
Zentrum ein Selenocystein anstelle eines Cystemtba#. Mehrere Cystein-enthaltende
Homologe zu MSRA1 wurden in Pflanzen gefunden, wasaf einen frihen
Selenocystein/Cystein-Austausch wahrend der Emiutieutet (MvOSELOV ET AL 2002).
Studien belegen, dass Seleno-Formen verschiedeBBrdéihe hbhere enzymatische Aktivitat
als entsprechende Cystein-enthaltende Mutanten landlere Cystein-enthaltende MSR
aufweisen. Selenocystein bietet MSR und wahrsdlchirduch anderen Thiol-abh&ngigen
Oxidoreduktasen einen katalytischen Vorteil indeveethioninsulfoxid effizienter reduziert
(Kim ET AL. 2006).Es konnte gezeigt werden, dass fur MSRAL kein ,Riey“-Cystein fur
den katalytischen Mechanismus erforderlich ist. Zagschenprodukt der Reaktion kann
vermutlich direkt durch Thioredoxin reduziert wemdéTARRAGO ET AL. 2009). Die
Untersuchung von Selenoproteinen (@. reinhardtii zeigte eine Vielzahl weiterer
Selenoproteine. Die Grinalge unterscheidet sich itdamon Landpflanzen, denen
Selenoproteine sowie das entsprechefde-InsertionsSystem fehlen (NVOSELOV ET AL
2002;LoBANOV ET AL. 2009).
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4.3.2 Expression dermsrA-Gene ausC. reinhardtii

In héheren Pflanzen existieren wenige Studien zwpr&ssion vonmsrGenen. Fir
A. thaliana konnte ein differentielles Expressionsmuster ablgaivom Pflanzenorgan und
von Stressbedingungen gezeigt werdesD@IANDOM ET AL. 2000; ROMERO ET AL 2004,
VIEIRA DOS SANTOS ET AL 2005; ROUHIER ET AL 2006). Keine Daten existieren dagegen

bislang zumsrExpression in Algen.

Fir die msrAl, 2und 3-Gene vonC. reinhardtii konnte in dieser Arbeit ebenfalls eine
differentielle Expression nachgewiesen werden (Vglbelle 4.2). Hohe Lichtintensitaten
fuhrten bei diesen Genen zu einem starken Anseedegpression. UV-Licht verursachte v.a.
bei msrA2 eine erhdhte Expression. FimsrA2 konnte auf3erdem eine Erhéhung der
Expression bei Hitzeinkubation nachgewiesen wertfaine Lichtintensitaten und UV-Licht
fuhren hauptsachlich in den Chloroplasten zu eigesteigerten Bildung von ROS, die
Proteine und somit potentiellBargetsvon MSRs oxidativ schadigen AD ET AL. 2000;
KRIEGERLISZKAY 2005; ASADA 2006). Auch die Inkubation bei hohen Temperatumgn i
von der erhéhten Akkumulation von ROS gekennzeichDabei werden auch hier ROS
vorrangig in den Chloroplasten gebildet, da durdher Rickgang der CELFixierung
vermehrt Elektronen auf Sauerstoff Gbertragen wef@aT ET AL. 2000). Keine Expression
wurde dagegen bei einem Wachstum bei tiefen Terperagezeigt, obwohl ROS auch bei
niedrigen Temperaturen hauptsachlich in den Chlasdgn, aber auch in den Mitochondrien
akkumulieren. In Ubereinstimmung mit diesen Ergsban zeigten Microarray-Daten von
A. thaliana ebenfalls eine Unterdrickung demsrAGenexpression bei niedrigen
Temperaturen (BUHIER ET AL. 2006).

Die Ergebnisse belegen, dass die Expressionmsml, 2und 3 ausC. reinhardtii durch
verschiedene Umweltbedingungen, die durch eine tadte Bildung von ROS
gekennzeichnet sind, modifiziert wird. Vermutliclihnfen erhohte intrazellulare ROS-
Konzentrationen zu einer verstarkten Expressionyrdar nicht-oxidativen Bedingungen, wie
moderate Lichtintensitaten sowie Dunkelheit, keba&. nur eine geringe Expression dieser
Gene gezeigt wurde. Ob dabei ROS direkt als Sigmalie Genexpression wirken, ist bislang
nicht bekannt. Vermutlich fungieren ROS aber nalein als Signal fir eine erhéhiesrA
Expression, da nicht alle Stressbedingungen, beerdeermehrt ROS gebildet werden, die

Genexpression induzieren. Da ROS an verschiedemaan @n der Zelle entstehen, wird
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potentiell eine Vielzahl von Proteinen geschadigt.wird beispielsweise Singulett-Sauerstoff
bei hohen Lichtintensitaten am PSII gebildet, walrg&vasserstoffperoxid vorrangig am PSI
bzw. in den Peroxisomen entstehtR{KGER L1SzkAY 2005; APEL & HIRT 2004). Mit der
unterschiedlichen Regulation dersrAGene unter ROS-bildenden Bedingungen kdnnte die
Zelle somit auf die Vielzahl von Schaden reagiemed diese reparieren. Denkbar ist auch
eine kaskadenartige Induktion der verschiedemerAGene je nach Ausmald der Schaden.
Mit Zunahme der oxidativen Schéaden bzw. mit Erh@huer intrazellularen ROS-
Konzentration konnte nacheinander die ExpressiaonvdeschiedenemsrAGene induziert

werden, um die erh6hten Proteinschaden in denlegzé&ompartimenten zu reparieren.

Im Gegensatz zur differentiellen Expression wvoerAl 2 und 3 wird msrA4 konstitutiv
exprimiert. DasmsrA4Gen unterliegt unter den getesteten Bedingungémekdregulation
und bietet der Zelle somit unabhéngig von abiogsclstressfaktoren einen Schutz vor
oxidativen Schaden, da auch unter nicht-oxidativBedingungen ROS, z.B. in
Mitochondrien, gebildet werden (dEGER-LISzKAY 2005).

4.3.3 Reduktaseaktivitdt der ChlamydomonasviSRA

Um die Aktivitat der MSRA au€. reinhardtii zu zeigen, erfolgte dim vitro Bestimmung
der Reduktaseaktivitdt anhand des Umsatzes vondauali das bereits als kiinstliches Substrat
fur MSRA ausE. coli charakterisiert wurde (EENNE ET AL. 2003). Es wurdé. coliLysat
eingesetzt, das jeweils heterolog uUberexprimiert&RM2, MSRA4, humane MSRA
(hMSRA) sowie als Negativkontrolle keine MSRA ewthi Die Positivkontrolle hMSRA
sowie MSRAZ2 zeigten eine signifikante Reduktasedkti Fur die Negativkontrolle, ohne
heterologe MSRA, wurde eine geringe Aktivitat démik. Das zeigte erwartungsgemal3, dass
auchE. colreigene MSRA das Substrat umsetzen konnten. AllesMiegen wurden deshalb

entsprechend dieses Wertes korrigiert (vgl. aushgd AL. 2006).

Das E. coltLysat mit Uberexprimierter hMSRA und das Lysat @itreinhardtirMSRA2
zeigten vergleichbare Aktivitaten (s. Tabelle 3.B)e ermittelte Aktivitat der gereinigten
C. reinhardtirtMSRAZ2 aus E. coli war jedoch deutlich geringer als die Aktivitat der
verschiedenen, von Etienne et al. charakterisieBertolFMSRA. Zur Regeneration der
C. reinhardtirtMSRA wurden imin vitro-Reaktionsansatz sowohl Thioredoxin als auch eine

Thioredoxin-Reduktase au&. coli verwendet. Moglicherweise kann MSRA2 dieses
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Thioredoxin sowie die Thioredoxin-Reduktase nicfieldiv nutzen, da die Gruppe der
Thioredoxine in photosynthetisch aktiven Organismene sehr heterogene Stoffklasse
darstellt und sich von bakteriellen Thioredoxinenenscheidet (MYER ET AL. 2005;VIEIRA
Dos SanTos & Rey 2006). Deshalb ist eine hohere Reduktaseaktivigit Nutzung
C. reinhardtiteigener Elektronendonoren bzw. eine hoéheresivo-Aktivitat von MSRA2
denkbar. Da sich die Aktivitat aller bislang chdealsierten MSRA auf die Umsetzung
spezifischer Substrate bezieht, ist ein Vergleicghweiteren MSRA aus der Literatur nicht

maoglich.

Im Gegensatz zu MSRA2 zeigte k coli exprimierte MSRA4 kaum Reduktaseaktivitat.
Sowohl im Lysat als auch mit gereinigter MSRA4 imdRtionsansatz wurden nur geringe
Reduktaseaktivitaten gemessen. Entsprechend deweemnalyse gehdéren MSRA2 und
MSRA4 in Bezug auf den Kkatalytischen Mechanismus \arschiedenen MSRA-
Untergruppen (kv ET AL. 2006;ROUHIER ET AL. 2007; TARRAGO, LAUGIER & REY 2009).
Wahrend bei MSRA2 Cystein 94 als katalytisches €lgstund Cystein 239 als
regenerierendes Cystein an der Katalyse beteilngt, &atalysieren bei MSRA4 Cystein 58
und die regenerierenden Cysteine 208 und 214 dielRen des Substrates. Aufgrund dieser
Unterschiede in der Katalyse konnten beide MSRA @&ugeinhardtii verschiedene
Elektronendonoren sowie Substrate unterschiedlffibient nutzen bzw. umsetzen. Dabei
konnte nicht geklart werden, ob MSRA4 Sulindac@bstrat nicht umsetzen kann oder das
eingesetzte Thioredoxin nicht als Reduktionsmittiént. Eine Studie lieferte jedoch
Hinweise, dass Thioredoxin und MSRA4 in der Zelleeragieren konnen, da MSRA4 als
Target fur pflanzliche Thioredoxine identifizieriuwde (LEMAIRE ET AL. 2004). Diein vitro
Inaktivitat von MSRA4 kdnnte daher, wie bereitskdigert, auf den Einsatz von bakteriellen
Thioredoxin sowie Thioredoxin-Reduktase im Realdarsatz zuriickzufihren sein. MSRA3
gehort beziglich des Cysteinmusters sowie des Ysmmalechanismuses der gleichen
Untergruppe wie MSRA4 an und die Bestimmung deruRtbseaktivitdat von MSRA3 ware
von groRem Interesse. Da MSRA3 jedoch nur als vet&s, unlosliches Protein heterolog
exprimiert wurde, erfolgte keine Aktivitatsmesswuomn MSRAS3, da fir den Reduktase-Assay

ein natives Protein erforderlich ist.

Die heterologe Expression von MSRA1Hncoli war aufgrund der Inkompatibilitat d&ec-

InsertionsSystems zum bakteriellen System nicht moglich.ahderen Studien, die zur
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Expression von MSRA1-Saugerzellen (HEK 293-Zellanjzten, konnte fir MSRA1 eine
Reduktaseaktivitat nachgewiesen werdem(KT AL. 2006). Dieses Selenoprotein zeigte der
Studie zufolge eine 10- bis 50-fach hohere Aktivaés eine Cystein-enthaltende MSRA1-
Mutante bzw. als andere natirliche Cystein-enthdéeMSRAs. Im Gegensatz zu anderen
getesteten Selenocystein-enthaltenden MSRA und MS@&Bn MSRAL jedoch kein
Thioredoxin als Reduktionsmittel nutzen. Wahrscheinregeneriert ein bislang unbekanntes

Reduktionsmittel den aktiven Zustand des Enzymsi @ AL. 2006).

Die gewonnenen Ergebnisse liefern somit HinweisessdnC. reinhardtii aktive MSRA
existieren, die gemeinsam mit Methionin-Resten Rooteinen einen potentiellen endogenen,

antioxidativen Schutz unter Stressbedingungen el@stkdnnten.

4.3.4 In vivo-Nachweis der MSRA-Proteine

Neben der Analyse densrATranskripte sollte der Nachweis der MSRA-Proteimevivo
erfolgen, um eine weitere Regulation bzw. die sliblZee Lokalisation der MSRASs in
C. reinhardtii zu untersuchen. Dazu wurde in Zusammenarbeit mit Flrma Agrisera
(Vannas, Schweden) ein Peptidantikdrper hergestielitneben MSRA2, 3 und 4 auch MSRA
aus A. thaliana erkennen sollte. Mit Hilfe dieses Peptidantiseruktnten heterolog
exprimierte Chlamydomona®SRA2, 3 und 4 spezifisch nachgewiesen werden.mBei
in vivo-Nachweis im Proteinextrakt vo@. reinhardtii kreuzreagierte der Antikorper jedoch
stark mit Proteinen des LHC-Komplexes. LHC-Protekoenmen in grol3en Mengen in der
Zelle vor und sind fir Kreuzreaktionen mit andeRrnteinen bekannt. Nach Abtrennung des
Groliteiles der LHC-Proteine konnte dennoch ein dftodetektiert werden, das dem
Molekulargewicht einer prozessierten MSRAZ2 entdpricDieses Protein sowie ein
potentielles Dimer wurden nach Starklichtinkubatiam der I6slichen Proteinfraktion
nachgewiesen. Es konnte jedoch kein Nachweis zarifffit erbracht werden. Das konnte
durch Erstellung und Analyse vansrAknock outMutanten sowie einer MALDI TOF MS-
Analyse des detektierten Antigens erfolgen. Weitenalysen mit Hilfe dieses Antikorpers
kénnten Hinweise Uber die Verteilung der MSRA inr dgelle sowie eine eventuelle

Regulation auf Proteinebene liefern.

Der Antikorper wurde ebenfalls zur Detektion von RIS aus A. thaliana durch den

Kooperationspartner Agrisera eingesetzt. Auch Hennte in vivo keine Spezifitat des
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Antikdrpers nachgewiesen werden (Ergebnisse nielzeigt). In anderen Studien konnte
jedoch mit Hilfe von Antikérpern gegen MSRA die Y&lung der Proteine Pflanzen gezeigt
werden (3DANANDOM ET AL. 2000; ROMERO ET AL 2004; VIEIRA DOS SANTOS ET AL.
2005).

4.3.5 Subzellulare Lokalisation der MSRA

Die in silico-Analyse der vier MSRA-Proteine aGs reinhardtiilieferte erste Hinweise, dass
MSRA3 in den Mitochondrien und MSRA2 sowohl in d€hloroplasten als auch in den
Mitochondrien lokalisiert sein kdnnten. Um dieserMersagen zu Uberprifen, erfolgte ein
in organelleTransport vonin vitro transkribierter und translatierte’S-Cystein-markierter
MSRA2 und 3 (vgl. 3.2.6.2).

Die Ergebnisse zeigten einen Chloroplastenimport f4SRA2, da neben dem
Vorlauferprotein mit einer Gro3e von ca. 32 kDademtige Banden detektiert wurden (vgl.
Abbildung 3.20). Sowohl in der mit Thermolysin alsch in der ohne Thermolysin versetzten
Probe konnten jeweils zwei prozessierte Proteirieemem geringeren Molekulargewicht von
ca. 23 bzw. 26 kDa nachgewiesen werden. Diese iReot®urden offensichtlich in den
Chlorplasten importiert und waren dadurch vor demermolysinabbau geschiitzt. Da zwei
Banden detektiert wurden, ist eine weitere Proressg des Proteins im Chloroplasten und
ein  Transport in das Thylakoidlumen moglich. Eineubfgaktionierung des
Chloroplastenimport-Ansatzes konnte weitere Hinediber eine mdgliche Lokalisation in
der Thylakoidmembran bzw. im Thylakoidlumen liefedm E. coli konnte bereits eine
Membran-assoziierte MSR gezeigt werdddabei wurde in Membran-Vesikeln MSR-
Aktivitdt und damit die Existenz eines Membran-greden Enzyms bzw. eines mit der

Membran assoziierten Enzyms nachgewiesame(iue ET AL. 2003;SPECTOR ET AL 2003).

Fur MSRA3 hatte dien silico-Analyse keine Chloroplasten-Lokalisation vorheeggs Es
existieren allerdings verschiedene pflanzliche énat, deren Signalpeptid den Transport
sowohl in den Chloroplasten als auch in die Mitoadrgen vermittelt. Diese Proteine werden
Uber das sogenannizual Targetingin beide Organelle transportiertSLL ET AL. 1998;
RODIGER ET AL 2011). Deshalb wurde der Chloroplastenimport vonRMS ebenfalls
analysiert, konnte aber nicht eindeutig belegt werdNeben dem Vorlauferprotein wurde

zwar ein potentiell prozessiertes Protein nachgssmigeaufgrund der geringen Signalstérke
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und des gleichen Proteinmusters von Thermolysirabeblter und Thermolysin-
unbehandelter Probe liefern diese Ergebnisse ledntkeutigen Beweise fur einen Import von
MSRAZ3 in den Chloroplasten.

Neben den Chloroplasten sind vor allem Mitochomdeae Hauptquelle von ROS, die auch
hier zu oxidativen Schaden an Proteinen fuhreniliesrascht daher nicht, dass verschiedene
Mitochondrien-lokalisierte MSR beispielsweise inug§érn existieren. In Pflanzen wurden
MSR bislang aber nur im Cytosol und in den Plastidaber nicht in Mitochondrien
nachgewiesen (BUHIER ET AL. 2006). Da die Vorhersageprogramme fir MSRA2 unds3 a
C. reinhardtii mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Lokalisation ohen Mitochondrien
prognostizierten, galt den Ergebnissen zum Mitodnenimport grof3es Interesse. Eindeutige
Beweise flur einen Mitochondrienimport von MSRA2 bzMSRA3 konnten jedoch nicht
erbracht werden. MSRA2 zeigte keine spezifischerpohtsignale und wird deshalb
wahrscheinlich nicht in die Mitochondrien importiefcir MSRA3 konnten potentiell
prozessierte Proteine detektiert werden, aber anfgder geringen Signalstarke kann auch
hier nicht von spezifischen Importprodukten gespescwerden. Somit konnte bislang auch
fur den photosynthetisch aktiven Organism@ reinhardtii kein Nachweis einer
Mitochondrien-lokalisierten MSRA und damit einer ti@ninsulfoxid-Reduktion in diesem
Organell erbracht werden. Um diesen Aspekt voltdiireu klaren, missten die iG.

reinhardtii vorhandenen MSRB auf eine Mitochondrien-Lokalmatintersucht werden.

4.4 |Ist das D1-Protein ein Substrat einer MSRA?

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise, d@sseinhardtii iber eine Chloroplasten-
lokalisierte Methioninsulfoxid-Reduktase (MSRAZ2) rfiggt, fur die in vitro eine
Enzymaktivitat gezeigt werden konnte. MSRAZ2 wirdstarkt exprimiert, wenn die Griinalge
oxidativem Stress ausgesetzt ist. Bei Starklicht;Réstrahlung und Hitze konnten erhéhte
Transkriptmengen nachgewiesen werden. Diese Seésgungen fuhren vor allem in den
Chloroplasten zu einer Erh6hung der ROS-Konzeptmatind schadigen unter anderem das
D1-Protein von PSII. Entsprechend der Arbeitshyps¢hkénnten Methionin-Reste des D1-
Proteins ROS inaktivieren und wirden durch die Wildt einer MSR anschliel3end wieder
regeneriert werden. Dieser Oxidations-/Reduktiokssy wiirde einen Schutz des PSII-
Komplexes darstellen und die Folgen der Photoitibitbi mildern. In Mutanten, denen

Methionine und damit potentielle RCORsavengerfehlen, konnten ROS verstarkt andere
92



4 Diskussion

Aminosaurereste im D1-Protein irreversibel schadiges folgt ein schnellerer Abbau, wie
fur die Methionin-Mutanten nachgewiesen. Dieserst@kte D1-Abbau der Methionin-
Mutanten im Starklicht sowie die Aktivitat einer IGtoplasten-lokalisierten MSRA kdnnten
erste Hinweise auf eine Interaktion von D1-Proteid MSRA sein.

Ein weiteres Indiz fir eine D1-MSRA-Interaktion kiie eine potentielle Thioredoxin-
Aktivitdt des OEE1-Proteins von PSII sein. Fir earsdene MSR wurde Thioredoxin bereits
als Elektronendonor identifiziert, der Uber eingofédoxinreduktase an den Redox-Pool der
Zelle gekoppelt ist. In der einzelligen Grunal§eenedesmus obliquwgurde ein 28 kDa
grof3es Protein mit Thioredoxin-Aktivitat identifet, dass in bestimmten Sequenzabschnitten
eine grol3e Homologie zum OEE1-Protein aufwiesifid ET AL. 2004). Proteinextrakte von
Chlorella vulgaris und C. reinhardtii enthielten nach dieser Studie ebenfalls hitzelstabi
Proteinfraktionen im 23 bis 26 kDa Bereich mit Tieidoxin-Aktivitat. Besitzt das OEE1-
Protein tatsachlich eine solche duale Funktion, sblwohl Beteiligung an der Wasserspaltung
als auch Thioredoxin-Aktivitat, konnte OEEL als guttelles Reduktionsmittel einer MSRA

mit dem D1-Protein als Substrat dienen.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dhssMethionine 172, 183 und 194 die
Stabilitst des D1-Proteins beeinflussen. WerdensedieReste substituiert, ist das
photoautotrophe Wachstum der Mutanten zum Teil ziediuund der Abbau des Proteins der
jeweiligen Mutante im Starklicht verstarkt. Denrk&ien Effekt zeigten dabei die Mutanten,
deren substituiertes Methionin nah am P680, einatst€éhungsort von Singulett-Sauerstoff,
lokalisiert ist. Da das D1-Protein der Mutanten iBunkeln unter nicht-oxidativen
Bedingungen stabil war, wurde der verstarkte D1aAblkdurch Starklicht initiiert und
vermutlich nicht durch eine Destabilisierung aufgitues Aminosaureaustausches verursacht.
Entsprechend der Arbeitshypothese konnten die sunthten Methionine daher eine
Scavenging-unktion besitzen und als endogene AntioxidanZiemgieren. Fehlen diese
Antioxidanzien, kann das D1-Protein verstarkt duRfDS geschéadigt werden. Diese erhdhte
Schéadigung wirde in einem verstarkten D1-Abbaultiesen, wie es fur die Methionin 172-,
183- und 194-Mutanten gezeigt wurde (vgl. 3.1.2Rnen nachhaltigen antioxidativen
Schutz bieten Methionine jedoch erst im Zusammehspiit einer MSR, welche die

oxidierten Methionin-Reste wieder regeneriert uraind ein kontinuierlichesScavenging
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bzw. einen Reparaturprozess des Proteins gewdhtldda inC. reinhardtii unter oxidativen
Stressbedingungen eine Chloroplasten-lokalisiert8RM mit in vitro Aktivitat gezeigt
werden konnte, ware die Voraussetzung dafiur pneltigegeben. Daher konnten die
Methionine des D1-Proteins tatsédchlich endogeneoiidilanzien darstellen, die gemeinsam
mit einer MSRA die Integritdt des D1-Proteins urfiressbedingungen verbessern. Ob das
D1-Protein aber tatséchlich ein Substrat einer MSR¥stellt, konnten diese Ergebnisse nicht
belegen. Die Untersuchungen zeigten jedoch erstevéise, die diese These unterstitzen.
Mogliche Beweise konnte eine AffinitatschromatodriapMethode liefern, mit der bereits
mehrere Substrate einer MSRB alisthalianaidentifiziert werden konnten ARRAGO ET
AL.2012).

Alternativ werden als Ursache des verstarkten Dbadls veréanderte Bindungsverhaltnisse
des mutierten D1-Proteins zum Mangan-Cluster diskutMethionin 172 und 183 sind im
loop-Bereich zwischen Helix Il und IV lokalisiert, dan der Bindung des Mangan-Clusters
beteiligt ist. Es ist weiterhin nicht auszuschlief3gass Methionin 194 lber einkemg range
Effekt fir diese Bindung von Bedeutung ist. Der fawsch dieser offensichtlich essentiellen
Reste konnte eine schwachere Bindung zum MangastéClwerursachen und damit die
kontinuierliche Ubertragung der Elektronen vom \eéasszum oxidierten P680
beeintrachtigen. Das daraus resultierende starkda@onsmittel P680 konnte letztendlich
Uber langere Zeit das D1-Protein direkt schadigehdamit dessen Abbau verstarken, wie es

fur die Methioninmutanten gezeigt wurde (vgl. 3.2)2

Die Bedeutung der Methionine 172, 183 und 194 désPidteins konnte somit noch nicht
eindeutig geklart werden. Die Ergebnisse der vgeinelen Arbeit liefern aber wichtige
Hinweise, die eine Funktion der Methionine als egede Antioxidanzien innerhalb des D1-
Proteins unterstitzen. Weitere  Untersuchungen derethighin-Mutanten, die

Charakterisierung von Mutanten mit mehreren MetiméBubstitutionen sowie eine
umfangreiche Charakterisierung sowohl von MSRA alsh von MSRB inC. reinhardtii

sind daher notwendig, um die Bedeutung der Meth®ndes D1-Proteins genauer

aufzuklaren.
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Anhang A

Anhang A

Sequenzrohdaten der Mutanten

Dargestellt sind Ausschnitte der Elektropherogramder durch gerichtete Mutagenese erzeugten Mutante
M172A, M172L, M183A, M183L, M194A, M194L sowie M223 Die Basenaustausche sind durch Pfeile
markiert. Die eingerahmten Basen wurden im Rahmemn derichteten Mutagenese eingefiihrt. Die

Elektropherogramme wurden mit der Chromas-Softyaitp://technelysium.com.au) ausgewertet.
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Anhang A

M172A Austausch von ATG gegen GCT

vy
TCTGACGGTIGCTECCTTTAGGT

|||||I||[I|"||l'1 /

M194A Austausch von ATG gegen GCC
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M172L Austausch von ATG gegen TTA

180 190
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240

ACATCCTTITT

A |I'| f
1 \ I fi
AR i
e
RS AN

M183A Austausch von ATG gegen GCC

o TCG TATTC
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M293A Austausch von ATG gegen GCC

soo ll 510

TATCAACTGCCGCATTCAAC

M183L Austausch von ATG gegen TTA
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Anhang B

Anhang B

Wachstumskurven der Mutanten

Dargestellt ist das photoautotrophe Wachstum detaitan M172A, M183A, M194L und M293A sowie des
Referenzstammes IL anhand einer exemplarischen $tlaokkurve jeder Mutante. Aufgetragen wurde die
OD;5o der Algenkulturen gegen die Zeit (h). Das Wachsterfolgte bei 24°C, 3,5% CgEBegasung und

normalen Lichtverhaltnissen von 60 umdlra?in HS-Medium (vgl. 2.2.4.1).
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Anhang C

Anhang C

Nukleinsauresequenz demsrA - Gene ausC. reinhardtii

Dargestellt ist das Ergebnis der Sequenzierungattierenden Bereiche dersrAGene. Jedes Gen wurde durch
zwei Sequenzier-Reaktionen, unter Verwendung vamd?n in 5°- 3'-Richtung bzw. in 3°- 5-Richtung (s

2.1.7), mit Uberlappenden Sequenz-Bereichen aealysi

-C1-



Anhang C

msrAl-Gen:

ATGGCGACTAACGGGAACGGAGCTTCTGGCGCGGAGCTCGCCACTTTCGCGCTTGGCTGATTCTGGCACCCGGAGGCTT
CGTTCGCGAACGTTCCCGGTGTGGTGAAGACTCGCGTGGGCTACACGGGCGGCAGCCGCCCCAACCCCACCTACGAGTC
TGTGTGCGCTGGCGACGGCCACACAGAGGCGATGCGGGTCTGGTTTGACCCTGCCATCATCTCGTACGAGGACCTGCTCA
AGCAATTCTTCCGGGAGCACGACCCCACCCAGAAGTCCAAATGCCAGTACAAGTCGGCTGTGTGGTACCATAGCGAGGCG
CACGGCACCGCCCTGGCCGCCGTGATGAAGGAGCTGGAGGGCAAGTACCGCGTGCGGCTGGCCACCACTGTGGACCCC
GCCGGGGACTGGTGGGACGCGGAGGAGTACCACCAGAAATACATTGAGAAGTCCATGATGCGCCGTGGCTCTGCGGGCT
GGTGGTGA

msrA2-Gen:

ATGCTTGTTGCTCGCTATAGCACTCACATCATTGCGCAAGTCCGTAACGGGCGCAACGCTGTATTCGGTGCCAAGCCCGCG
TTCAAGGGACCCATCGCTGCAAGCTCAGCGCGTGCGCCCGCGACCCCCCTAGGGGCCAGCCCCGCCGACCLCLCGLCGLG
GTGCCCCACGCCACGCGTCCCGACGTCAGCCTCCGGGCCGTGAACGAAAACAGCGCCAGCGGCGTTAGCGCAGCTGCC
GGCAGCTCCTCCAAGATGGAGGTCGCGACTCTGGGCGGTGGCTGCTTCTGGTGTGTTGAGGCCTGTTACAACATGCTGAG
GGGCGTGCAGTCCGCCATCAGCGGCTACGCCAACGGCGACGTCAAGGACCCCACCTACAAGGCGGTCTGCTCCGGCACC
ACCGGGCATGCCGAGGTGGTCCAGATCACGTACGACCCCACCGTCATCTCCTACAAGGAGATCCTGGAGATCTTCTTCAC
CGTGCATGACCCCACCACCAAGGACAGGCAGGGCAACGACGTGGGCACTCAGTACCGGTCCATCATCTGCACACACAACG
ACGCGCAGCGCGCCATTGCGCAGGAGGTGATTGCCGACATCAGCGCCCAGGGGCTGTGGCCGGCGCCCATCGTGACTCA
GGTGGAGCCGCTGGACGTCTTCTACCCCGCGGAGGACTACCACCAGGACTACTACGTACAGAACCCGGGCCAGGGTTAC
TGCCGCGCCGTGGTGGGGCCCAAGGTCGCCAAGTTCAGGCAGAAGTTCGCCAAGCTGATCAAGGCGTGA

msrA3-Gen:

ATGCAGACCCTAAAGCCGGGCGCTGCGCGTCCAAACATTCTCCGACGGGCTTCTCGCACTCACTCAGTCGCAGCGATGGG
CTTCTTCAACTTTGGCAGTCTATTTAGCAAGGAGCAATGTAAGCTCGCGCCTGCGCAGGCCCCAGAGGGACTGAAGTTGGC
GACGTTCGCGGGCGGCTGCTTCTGGGGCATTGAGCTGGCCTACCAGCGCGTGCCGGGCGTGGTGGCCACCACCGTGGG
CTACACCGGAGGCGCCGACAAGAACCCCAACTACGACTCTGTGTGCAGCGGCCGGTCGGGGCATGCTGAGGCCATCCAG
TGCACCTACGACCCCAAGCAATGCAGCTACGACTCCCTACTGGACACGTTCTTCGCACGTGTGGATCCAACCACCCTCAAC
CGCCAGGGCAACGACCGCGGCACGCAGTACCGCTCCGCCATTTACTACCACGACGAGCAGCAGCGCGCGGCGGLCGGLG
GCGCGCATCGCGGCGGCCAACAACGCCATCGCGGAGGGCAAGGCGCCGTCGCGCTGGGCTGGCAGCCGCGTGGTGGC
GCAGCTGGAGCCGGCGGGCGACTACTACATCGCGGAGGACTACCACCAGCAGTACCTGTCCAAGGGTGGGCGCTTCGGC
CAGGCGCAATCAGCGGCCAAGGGCTGCAACGACCCCATCCGCTGCTACGGCTGA

msrA4-Gen:

ATGAAGGTCCAGCTGTCCAACGGCATGGTGGCTGCTGTGGCCAAGGTGGACAAGGAGTCCGTGACCCTGGACCTGAACC
ACGAGCTGGCGGGGCAGGCGCTCACCTTTGACGTTGAGCTCATGAAGCTGGTACCCAGCGAGCGCCTGCAGAAGGCCAC
CTTTGCAGCCGGCTGCTTCAGGGGCCCGGAGCTGGCCTTCCAGCGTGTGCCCGGCGTGCTGTCCACCGAGGTGGGCTAC
AGCAACGGCGAGGCCAAGGACCCCACCTACGAGGAGGTGTGCGAGGGCACCACTGGCCACGCGGAGGTCGTGCAGGTC
CTGTACGACCCCGCTGACGTGTCGTACGACCGCCTGCTTGAGGAGTTCTGGGGCCGCCACAACCCCACGCAGCTCAACC
GCCAAGGCAACGACGTGGGCACTCAGTACCGTAGCGCCATCTTCACGCACACGCCGGAGCAGCTGGAGGCAGCCAACAA
GAGCAAGGCTGCCTTCCAGGCCAAGTTCAAGGACCCGATTGTGACGGTGGTTGAGCCCATCAACAACTACCATTCCGCCG
AGCCCTACCACCAGCAGTACCTGGCGCGCGGCGGCCGCTTCGGCCGGCCGCAGAGCGCCAACAAGGGCTGCGACGACC
CCATCCGCTGCTACGGCTAA
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Anhang D

Anhang D

Rohdaten der Starklichtexperimente

Western-Blot: Dargestellt sind die Western-Blot Analysen mitcg&en anti-PsbA (Verdinnung 1:10.000) mit
isolierten Gesamtzell-Protein aus starklichtexpdeie Algen, die zude novoSynthese des D1-Proteins befahigt
waren bzw. dereplastidare Proteinbiosynthese mit 200 pg/ml GARibiert wurde sowie aus Algen, die bei

Dunkelheit unter Zugabe von 200 pg/ml CAP inkubieutde. Der Pfeil kennzeichnet das D1-Protein.

Densitometrische Berechnung:Angegeben werden die mit Hilfe der AIDA v4.03 Safte densitometrisch
ausgewerteten D1-Proteinmengen. Dazu wurde dagrattder Peakflache abzliglich der Hintergrund-Fagou
berechnet. Angegeben werden der Mittelwert aus dneibhangigen Messungen nach jeweils 0, 30 und 60
Minuten sowie die Standardabweichung. Die MengeDarProtein zu Beginn des jeweiligen Experimentes
entspricht dabei 100 %.

Graphische Darstellung: Die relative D1-Menge wird fur die beiden Starhkliokubationen (Starklicht + CAP;
Starklicht — CAP) sowie die Dunkel-Inkubation (Dehk CAP) in % angegeben.

Referenzstamm IL
Starklicht + CAP  Starklicht -CAP  Dunkel + CAP

D1-Protein—>

Zeit (min) 0 30 60 0 30 60 0 30 60
Rel. D1-Menge ( %) 100 83 63 100 89 84 100 96 85

Std-Abweichung 0 71 6,5 0 0 1 0 3,7 2,7

100 -
~ I

80 - I

60 -

40 A

Rel. D1-Mengein %

Starklicht + CAP  Starklicht -CAP  Dunkel + CAP
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Anhang D

Mutante M172L
Starklicht + CAP  Starklicht - CAP  Dunkel + CAP
D1-Protein—>»|
Zeit (min) 0 30 60 0 30 60 0 30 60
Rel. D1I-Menge (%) 100 58 37 100 81 76 100 94 82
Std-Abweichung 0 78 64 0 05 05 0 56 21
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® 80 A =
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E' 40 A
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Starklicht + CAP  Starklicht - CAP

Dunkel + CAP

Mutante M183L

Starklicht + CAP  Starklicht -CAP  Dunkel + CAP
D1-Protein—>
Zeit (min) ()} 30 60 0 30 60 0 30 60

Rel. D1-Menge ( %) 100 57 37 100 75 53

Std-Abweichung 0 6,1 1 0 6 3,5

100 -

80 - _|_

60 -

—

40 -

Rel. D1-Mengein %

20 -

Starklicht + CAP  Starklicht - CAP

Dunkel + CAP
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Anhang D

Starklicht + CAP  Starklicht - CAP

Dunkel + CAP

(1} 30
100 65
0 55

60 0 30
43 100 95

2,4 0 0,5

89 100 98 89

4,5 0 0 7,7

Mutante M194L
D1-Protein—>
Zeit (min)
Rel. D1-Menge ( %)
Std-Abweichung
100 -
% 80 -
£
&
W 60 -
()]
3
- 40 -
o
)
£ 20 -
0 -

Starklicht + CAP  Starklicht-CAP  Dunkel + CAP
Alanin-Mutanten — Starklicht + CAP
M172A M183A M194A M293A
D1-Protein—> - e e
Zeit (min) (1) 30 60 o 30 60 0 30 60 0 30 60
Rel. D1-Menge ( %) 100 45 26 100 53 31 100 60 31 100 85 78
Std-Abweichung 0 4 3,3 0 6,1 3,9 0 4,8 1,7 0 8,7 4,4
100
80
®
£
% 60
[ =
(]
=
o 40
2
(-4
20

M172A

M183A

M194A

M293A
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Anhang E

Anhang E

Mutation im codierenden Bereich desnsrA3-Gens vonC. reinhardtii

Dargestellt ist das Ergebnis der Sequenzierungdles msrA3-Plasmids im Vergleich zur sequenziensnA3
cDNA. Nach Klonierung demsrA3Sequenz in den pJET-Vektor (Fermentas, St. Ledn{Reutschland) und
anschlieBendem Transfer in dén colirStamm NovaBlue (Novagen, Darmstadt, Deutschlandjde ein
Basenaustausch an Position 460 von Cytosin zu Thyesigestellt4, rot markiert). Das dadurch entstandene
Triplet TAG (A, schwarz eingerahmt) codiert ein STOP-Signal wadhider Translation. Es kommt somit an der
Aminosaureposition 1548( rot markiert) zum Abbruch der entstehenden Pnétte. Imdown-streanBereich

der Punktmutation findet man weiterhin eine 21 Basar bzw. 7 Aminosdure grof3e Deletion (grau

hervorgehoben).
A)
msr A3CDNA GITCTTCGCACGTGIGGATCCAACCACCCT CAACCGCCAGEECAACGACCGCGEECACGCA 425
pJETmsr A3 GITCTTCGCACGTGIGGATCCAACCACCCT CAACCGCCAGEGECAACGACCGCGEECACGCA 425
I E R R R SRR EEEEEEE R R R R R R R RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R REEEEEEEREREREESEESSE]
msr A3CDNA GTACCGCTCCGCCATTTACT ACCACGACGAGCA g 485
pJETmsr A3 GTACCGCTCCGCCATTTACTACCACGACGAGCAGTAG 485
EE R R R S I I R R R R R R I *khkkkkkkkkkk*k
msr A3cDNA CGCGGCGECCAACAACGCCAT CECCGAGGECAAGECECCGT CECECTEEECTGECAGCCG 545
pJETMSrA3  -------- CCAACAACGCCAT CGOGGAGGGECAAGGCGCOGT OGOGCTGEACTGECAGCOG 545
ER R R S S S I I I R S S R I I R S I
B)
ASnsr A3cDNA MOTLKPGAARPNI LRRASRTHSVAAMGFFNFGSL FSKEQCKLAPAQAPEGLKLATFAGEC 60
ASpJETnsr A3 MOTLKPGAARPNI LRRASRTHSVAAMGFFNFGSL FSKEQCKLAPAQAPEGLKLATFAGEC 60
EE S R R R R R R R I
ASnsr A3cDNA FWE ELAYCQRVPGWATTVGYTGGADKNPNYDSVCSGRSGHAEAI QCTYDPKQCSYDSLL 120
ASpJETnsr A3 FWE ELAYCQRVPGWAT TVGYTGGADKNPNYDSVCSGRSGHAEAI QCTYDPKQCSYDSLL 120
IR E R R SRR RS EEEE R R R R R R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R RRREEEEREEREEREREESEST
ASnsr A3cDNA DTFFARVDPT TLNRQGNDRGTQYRSAI YYHDE! INAI AEGKAPSRWAG 180
ASpJETmsr A3 DTFFARVDPT TLNRQGNDRGTQYRSAI YYHDEQ NNAI AEGKAPSRWAG 172
khkhkhkhkhkhkhkhkkhhhdkhkhkhkhkdkhkhrkhkhrkhkhkhkhkhhkhhhdx*x * *x k% *kkkkkkkkhkkhkkhkkhkkk*k
ASnsr A3cDNA SRWAQLEPACDYYI AEDYHQQYL SKGECRFGQAQSAAKGCNDPI RCYG 228
ASpJETnsr A3 SRWAQLEPACDYYI AEDYHQQYL SKGERFGQAQSAAKGCNDPI RCYG 220
khkhkhkhkhkhkhhhhhhkhkhkhhkhkhkhkdhkdhkddhdhddhdkddhdhkdrhkhdddhkdhkhkdkdkddddkdk*k
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