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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Genetische Code

Der genetische Code erméglicht die Ubersetzung der Nucleotidsequenz der DNA (ber
eine RNA-Stufe in die Aminosauresequenz der Proteine. Wahrend des Prozesses der
Transkription wird die Erbinformation der DNA zunachst in eine mRNA umgeschrieben
und diese anschliefend im Verlauf der Translation in die Aminosaureabfolge Ubersetzt.
Dieser Informationsfluss ist seit den 1950er Jahren bekannt und wurde bereits von

Watson & Crick als zentrales Dogma der Molekularbiologie bezeichnet [1].

Die Verschlisselung der in der DNA codierten Erbinformation erfolgt Gber die spezifische
Abfolge von Tripletts (Codons) aus den Nucleobasen Adenin (A), Thymin (T) bzw. Uracil
(U) auf mRNA-Ebene, Guanin (G) und Cytosin (C). Daraus ergibt sich die Summe von 64
unterschiedlichen Codons, aus denen sich der genetische Code zusammensetzt. Da fir die
Synthese von Proteinen nur 20 proteinogene Aminosauren verwendet werden, existieren
fir einige von ihnen mehrere Tripletts, die als synonyme Codons bezeichnet werden. Der
genetische Code ist folglich degeneriert [2]. Zudem ist er nicht Uberlappend, komma-
sowie leerzeichenfrei und gilt als nahezu universell. Tabelle 1-1 zeigt die 61 Tripletts zur
Codierung der Aminosauren sowie die Nonsense- oder Stopp-Codons (UAA, UAG und

UGA), die zur Termination der Translation fihren [3].

Tabelle 1-1| Standard Codon-Tabelle. Dargestellt sind die Tripletts und die jeweils codierten
Aminosauren (entsprechend des Dreibuchstabencodes) sowie die Stopp-Codons.

zweite Base
U C A G
Codon | AS Codon | AS Codon | AS Codon | AS
uUuu UCu UAU UGuU U
u lLuuc Phe | yec e |UAC moluee |9 ¢
uua | | uca UAA Stopp UGA | Stopp | A
UuG UCG UAG UGG Trp G
Cuu CCU CAU R CGU U
His a
CucC Leu CCC Pro CAC CGC Arg C =
% C | CUA CCA CAA Gin CGA A T
faia) CUG CCG CAG CGG G &
%’") AUU ACU AAU AGU U 3
2 Asn Ser
() A AUC lle ACC Thy AAC AGC C
AUA ACA AAA Lys AGA Arg A
AUG Met | ACG AAG AGG G
GUU GCT GAU Asp GGU U
GUC GCC GAC GGC C
Sloua |V |eea | A [Gaa ol cea |V |a
GUG GCG GAG ! GGG G




1 Einleitung

Nicht-Standard Versionen dieser Codon-Tabelle werden in Mitochondrien sowie einigen
pro- und eukaryotischen Genomen verwendet [4]. So kann z.B. das Stopp-Codon UGA
durch regulatorische Sequenzen innerhalb der mRNA zum Einbau von Selenocystein in
Proteinsequenzen genutzt werden [5]. Ebenso verfligt das Stoppcodon UAG liber eine
duale Funktion und wird in Nucleotidsequenzen von Bakterien und Archaen auch zur
Verschlisselung von Pyrrolysin genutzt [6]. In einigen Genomen flihren programmierte
frameshifts zur Erweiterung der Standard-Codierung [7] und auch post- oder co-trans-
kriptionale Umgestaltungen codierender Regionen von Primartranskripten sind bekannt.
Durch Substitution, Deletion oder Addition von Nucleotiden wird so die Genexpression

durch RNA-Editing gezielt modifiziert [8].

1.2 Genexpression in Plastiden

Zunichst erfolgt wihrend der Transkription die Ubertragung der genetischen Information
der DNA in eine einzelstrangige mRNA. Hierbei wird durch eine DNA-abhdngige RNA-
Polymerase in einer energieabhangigen Reaktion die Polymerisation von Ribonucleosid-
5'-triphosphaten katalysiert [9]. Initiiert wird der Prozess Uber Faktoren, die eine spezifi-
sche Promotorsequenz erkennen. In E. coli fihrt die Bindung einer Untereinheit der RNA-
Polymerase (Sigmafaktor) zum Entwinden des DNA-Stranges, wodurch das Enzym mit der
Synthese der mRNA beginnen kann [10]. Die Termination erfolgt in Prokaryoten entweder
intrinsisch, wobei die mRNA durch eine GC-reiche Terminatorsequenz eine Haarnadel-
struktur bildet, die die Bindung zwischen Polymerase und mRNA |6st, oder Rho-abhangig.
In diesem Fall bindet das Rho-Protein die mRNA und unterbricht die Bindung der Polyme-
rase an die mRNA [11,12]. In Eukaryoten leitet vermutlich das Polyadenylierungssignal die

Termination ein und ein Schnitt der mRNA beendet die Elongation [13].

Die plastiddre Genexpression ist meist lichtinduziert und folgt weitgehend dem Muster
prokaryotischer Zellen [14]. So sind in den meisten hoheren Pflanzen plastiddre Gene als
polyzistronische Transkriptionseinheiten organisiert [15] und der Prozess der plastidaren

Transkription erfolgt mit einer fiir Bakterien typischen RNA-Polymerase [16].

Sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten folgt auf die Transkription die Translation der
mRNA-Sequenz in die Aminosauresequenz der Proteine. Da prokaryotische Zellen nicht in
Kompartimente unterteilt sind, findet dieser Vorgang bereits co-transkriptional an 70S

Ribosomen statt [17]. In Eukaryoten Gbernehmen cytoplasmatische 80S Ribosomen die
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Peptidsynthese kerncodierter Gene und Organellen wie Mitochondrien und Chloroplasten
verfligen aufgrund ihres prokaryotischen Ursprunges Uber eine eigene Translationsma-

schinerie mit 70S Ribosomen [18].

Ribosomen sind Protein-RNA-Komplexe, die sich aus einer kleinen und einer grof3en
Untereinheit zusammensetzen. Die kleine Untereinheit ist fir die Decodierung der mRNA
zustandig und die grolRe Untereinheit katalysiert die Peptidbindung zwischen neuen
Aminosauren und der wachsenden Peptidkette [19]. Das hierbei zum Einsatz kommende
Adapter-Molekil ist die tRNA, die Uber eine zu dem mRNA-Codon komplementadre Anti-
codonsequenz und eine Aminosdurebindestelle am 3'-Ende verfligt. Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen Ubertragen die Aminosauren auf das passende tRNA-Molekil. Plastome
codieren fiir ein eigenes tRNA-Set, wobei nicht fir jedes Codon ein komplementares
tRNA-Molekiil existiert. Im Gegensatz zu Mitochondrien konnte fiir Plastiden bisher kein
tRNA-Import nachgewiesen werden [20,21], so dass die plastidar codierten tRNAs alle im

Plastom verwendeten synonymen Codons bedienen.

Der Ablauf der Translation ist in Abb. 1-1 schematisch dargestellt. Zunachst bindet die
kleine ribosomale Untereinheit die zu translatierende mRNA. Die plastidare Translation
wird durch kerncodierte Faktoren initiiert, die eine stromaufwarts des Initiationscodons
liegenden Initiationssequenz (Shine-Dalgarno Sequenz) binden [22]. AnschlieRend erfolgt
die Assemblierung eines Initiationskomplexes aus drei Initiationsfaktoren (IF-1-3), einer
mit Formylmethionin beladenen tRNA sowie der kleinen ribosomalen Untereinheit mit
gebundener mRNA. Nach Bindung der groRen ribosomalen Untereinheit wird die Initiator-
tRNA aus der Peptidyl-(P)-Bindestelle des Ribosoms entlassen und die Elongation der
Peptidkette beginnt [23].

Diese verlduft in Pro- und Eukaryoten weitgehend gleich. In Plastiden dhneln die Ablaufe
der Peptidsynthese denen der Prokaryoten, da sie Uber kerncodierte Elongationsfaktoren
(EF) verfigen, die Homologe zu den bakteriellen Faktoren EF-Tu, EF-Ts, EF-G und EF-P
darstellen [24]. Zunachst wird eine zum mRNA-Codon komplementdre Aminoacyl-tRNA
vom Elongationsfaktor EF-Tu (= eEF1 in Eukaryoten) zur Aminoacyl-tRNA-(A)-Stelle der
grofden ribosomalen Untereinheit geleitet und der Faktor durch GTP-Hydrolyse freige-
setzt. In der P-Bindestelle des Ribosoms befindet sich die wachsende Peptidkette, deren
C-Terminus auf die Aminoacyl-tRNA der A-Stelle tGbertragen wird. An dieser Reaktion ist

der Elongationsfaktor EF-G (= eEF23 in Eukaryoten) beteiligt und die Hydrolyse von GTP
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katalysiert den Vorgang [25]. Im Anschluss bewegt sich das Ribosom auf der mRNA in 3'-
Richtung um exakt drei Nucleotide weiter, wodurch das in der P-Stelle gebundene tRNA-
Molekil in die Exit-(E)-Stelle verschoben und freigesetzt wird. Die tRNA der A-Stelle, die
die wachsende Peptidkette tragt, wird in die P-Stelle verschoben und ein neuer
Elongationszyklus beginnt [26]. Die Termination der Translation erfolgt durch Release-
Faktoren (RF), die durch Bindung an das Ribosom die Hydrolyse der Peptidylkette und der
tRNA einleiten. In Prokaryoten erkennt der Faktor RF1 vermutlich die Stopp-Codons UAG
oder UAA, Faktor RF2 die Codons UGA oder UAA. In Eukaryoten erfolgt die Termination
an allen drei Stopp-Codons durch die Klasse | Terminationsfaktoren eRF1 und aRF1. Ne-
ben diesen existieren die zu einer GTPase-Familie zahlenden Klasse Il Faktoren (RF3 und

eRF3), die GTP-abhangig die Klasse | Faktoren unterstitzen [27].

Um einen erneuten Translationszyklus beginnen zu kdnnen, muss eine Trennung der
ribosomalen Untereinheiten erfolgen. In Prokaryoten existiert hierfiir ein Ribosomen-
Recycling-Faktor (RRF), der ein nahezu perfektes Imitat eines tRNA-Molekiils darstellt und
zusammen mit dem Elongationsfaktor EF-G die Dissoziation der ribosomalen Untereinhei-
ten einleitet [28]. Durch GTP-Hydrolyse wird zundchst die groBe Untereinheit gelost,
bevor im Anschluss der Initiationsfaktor IF3 die kleine noch an der mRNA gebundene
Untereinheit bindet und den Komplex voneinander trennt. Der Vorgang des eukaryoti-
schen Ribosomenrecyclings ist noch weitgehend unbekannt. Homologe des
prokaryotischen Faktors RRF wurden in Chloroplasten und Mitochondrien, nicht aber im
Cytoplasma nachgewiesen [28,29]. Auch die in dieser Arbeit verwendete Griinalge
C. reinhardtii nutzt Homologe der Recycling/Releasefaktoren RF-1, RF-2, RF-3 und RRF,
weshalb die Termination sowie die Trennung der ribosomalen Untereinheiten vermutlich
dem prokaryotischen Muster folgen [30]. Dennoch ist die Genexpression der Plastiden
komplexer organisiert als in Bakterien und z.B. RNA- und Proteinkomponenten essentiell,

die bislang nicht in bakteriellen Systemen nachgewiesen wurden [18].

11
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Initiation :
- groRe ribosomale
Initiator tRNA T ___— Untereinheit
. mRNA . i
kleine ribosomale ° = 8 3
Untereinheit
Elongation
/‘ j?l\;, 4
5 ‘% 3 5 % % 35 3 5 X’ 3
1. Codon-Anticodon Erkennung 2. Peptidbindung 3. Translokation
Termination Release-Faktor
Polypeptidkette f@ gﬁ K O O .
5 3 5 3
&
1. Release-Faktor erkennt Stoppcodon 2. Hydrolyse der Polypeptidkette 3. Dissoziation der Untereinheiten

Abb. 1-1| Schematische Darstellung der Translation am Ribosom mit den Teilschritten Initiation,
Elongation und Termination. E = Exit-Stelle, P = Peptidyl-Bindestelle, A = Aminoacyl-tRNA-Stelle.

1.3 Codon Usage

Aminosauren konnen aufgrund ihrer Verschliisselung durch mehrere synonyme Codons
verschiedenen Gruppen zugeteilt werden. Fiir Met und Trp existiert nur je ein Codon,
neun Aminosduren werden von je zwei Codons verschlisselt und demnach als zweifach
degeneriert bezeichnet. Die Codierung von lle erfolgt durch drei verschiedene Tripletts.
Finf Aminosauren sind vierfach und drei Aminosauren (Arg, Leu, Ser) sechsfach degene-
riert (Tabelle 1-1). Dabei werden synonyme Codons einer Aminosaure, deren erste und

zweite Base gleich ist, zu einer Codon-Familie zusammengefasst.

Synonyme Codons werden in Nucleotidsequenzen nicht mit gleicher Haufigkeit verwen-
det. Dieses Phanomen der codon usage, das vermutlich ein evolutionares Ergebnis aus
Selektion, Mutation und Gendrift ist [31-33], wurde bereits Anfang der 1980er Jahre
beschrieben. Die von Grantham veroéffentlichte ,,Genom-Hypothese” besagt, dass sowohl
verschiedene Organismen als auch jeder Genomtyp eine eigene Codierungsstrategie
nutzt. Der Codon-Gebrauch innerhalb eines Genomtypes ist dabei gleich [34—36] und
meist an die tRNA-Verfiigbarkeit der Zelle oder des Kompartimentes angepasst [37—-40].
Da jeder Translationsmaschinerie nur ein begrenztes Set an tRNAs zur Verfligung steht

und demnach nicht fiir jedes Codon ein komplementdres Anticodon existiert, miissen
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einige tRNAs in der Lage sein mehr als ein Codon abzulesen. Bei diesem als Wobble
bezeichneten Mechanismus erfolgt eine unibliche Basenpaarbindung zwischen erster
Anticodonbase und dritter mRNA-Codonbase und die Translationseffizienz ist verringert
[41]. Rogalski et al. [42] konnten zeigen, dass lediglich eine tRNA mit einem unmodifizier-
ten U in der Wobble-Position (= 5'-Base des Anticodons) ausreicht, um alle vier Nucleotide

einer Codon-Familie abzulesen. Sie bezeichneten dies als ,, Super-Wobbling”.

Zahlreiche Studien an verschiedensten Organismen belegen, dass eine Anpassung der
Nucleotidsequenz an die Verfligbarkeit komplementarer tRNAs die Translationseffizienz
steigert und vor allem hoch exprimierte Gene eine starke Adaption aufweisen [43-47].
Palidwor et al. [48] entwickelten ein Modell, wonach sowohl in Prokaryoten als auch in
Pflanzen- und Humangenomen die GC-Zusammensetzung der dominierende Faktor flr
die jeweilige Codon-Nutzung ist. So werden bei steigendem GC-Gehalt des Genoms
Codons bevorzugt verwendet, die ein G bzw. C an dritter Codon-Position haben. Eine
Ausnahme stellen hierbei die Codons AGG (Arg) und TTG (Leu) dar: ihre Nutzung sinkt mit

zunehmender GC-Zusammensetzung.

1.3.1 Codon usage Effekte und die regulatorische Relevanz seltener Codons

Lange Zeit ging man von einem unwesentlichen Einfluss synonymer Codon-Substitutionen
auf die Translation aus. Heute weild man, dass der unterschiedliche Codon-Gebrauch nicht
nur Effekte auf das Expressionslevel hat, sondern auch die Proteinfaltung und -funktion
beeinflusst [49]. Selten genutzte Codons verringern meist die Translationseffizienz, da der
Zelle keine oder zu wenig komplementdre tRNAs fiir die Peptidsynthese zur Verfliigung
stehen, allerdings haben sie auch regulatorische Funktionen inne. So wirken sich z.B. die
Position sowie die Anzahl aufeinander folgender seltener Codons auf die Geschwindigkeit

der translatierenden Ribosomen aus.

Zu Beginn der Translation werden oft selten genutzte Codons zur Verzogerung der
Peptidsynthese bendtigt [41]. Dieser Ramp-Effekt wird genutzt, um geniligend Platz
zwischen Ribosomen zu ermoglichen, die die mRNA nacheinander binden. So kénnen
Ribosomenstaus verhindert werden. Auch innerhalb codierender Sequenzen regulieren
einzelne selten genutzte Codons die Elongationsgeschwindigkeit. Translationsabbriiche
durch sich anstauende Ribosomen oder interribosomale Kollisionen kénnen durch die

systematische Nutzung seltener Codons vermieden werden [50]. Dariber hinaus wird die

13



1 Einleitung

Translationsgeschwindigkeit vermutlich durch die tRNA-Komplexitdat am translatierenden
Ribosom sowie (iber ein effizientes tRNA-Recycling beeinflusst. Studien an Hefe zeigen
eine Steigerung der Translationsgeschwindigkeit durch eine Codon-Zusammensetzung,
die keine haufigen tRNA-Wechsel zur Folge hat. Das heildt, es werden bevorzugt synony-
me Codons aufeinanderfolgend genutzt, die durch die gleiche tRNA translatiert werden
[51]. Ebenfalls essentiell sind selten genutzte Codons fiir die korrekte Ausbildung von
Sekundar- und Tertidrstrukturen, da sie gezielte Pausen des Ribosoms verursachen. Man
findet sie demzufolge vor allem in Regionen, die fir Beta-Faltblattstrange, random coils
und Domanengrenzen codieren. Haufige Codons hingegen findet man meist in Regionen
der a-Helices [52]. Auch die mRNA-Stabilitdat wird durch die Codon-Nutzung beeinflusst.
Studien an Uber 800 sequenzierten, prokaryotischen Genomen zeigen, dass vor allem
synonyme Codon-Substitutionen im 5'-und 3'-Bereich der codierenden Sequenz des
Transkriptes eine Rolle spielen und mit dem Proteinlevel korrelieren. So werden in diesen
Regionen entgegen der sonst liblichen GC-reichen Sequenzen die sonst seltener genutz-

ten AT-reichen Codons bevorzugt, um die Translationseffizienz zu erhéhen [50,53].

1.3.2 Translationsprobleme durch seltene Codons

Einzelne sowie Cluster selten genutzter Codons verringern nicht nur die Translationseffi-
zienz, sondern kénnen auch den Einbau falscher Aminosauren in das Zielprotein [54,55]
und frameshift-Mutationen hervorrufen [56]. Vor allem selten genutzte Arg-Codons
fihren zu Translationsproblemen. Im Chloroplast von C. reinhardtii stellen einige der
sechs synonymen Arg-Codons die am seltensten genutzten Tripletts in Nucleotidsequen-
zen dar. Deren Translation erfolgt Gber Wobble-Bindung und lauft daher ineffizient ab.
Liegen Cluster seltener Arg-Codons vor, kdnnen Ribosomen stocken und infolgedessen
blockierte Translationskomplexe entstehen. Um diese aufzuldsen und neue Translations-

zyklen zu ermoglichen, existieren verschiedene regulatorische Mechanismen.

In Prokaryoten sichert ein besonderes Kontrollsystem das Uberleben der Zelle und ist
meist essentiell fiir das Ribosomenrecycling. Bei diesem als trans-Translation bezeichne-
ten Mechanismus wird der blockierte Translationskomplex erkannt, recycelt und die
MRNA degradiert, so dass ein neuer Translationszyklus beginnen kann (Abb. 1-2). Die zum
Einsatz kommenden Faktoren sind die sogenannte tmRNA sowie der essentielle Cofaktor

SmpB (small protein B). Die tmRNA vereint sowohl tRNA- als auch mRNA-Eigenschaften,
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da sie eine Aminosadurebindestelle besitzt und Uber einen offenen Leserahmen (ORF)
verfligt, der fir einen spezifischen tag codiert. Vermutlich fihren endonucleolytische
Schnitte der im pausierenden Ribosom fixierten mRNA zunachst zur Produktion von
nonstop-mRNAs, die von dem tmRNA-Molekil erkannt werden [57]. Zusammen mit dem
Elongationsfaktor EF-Tu bindet die mit Alanin beladene tmRNA (= Ala-tmRNA) den Cofak-
tor SmpB, der den anti-Codonarm einer tRNA imitiert [58] und die Bindung des tmRNA-
Komplexes in der A-Stelle des Ribosoms ermoglicht [59]. Die tRNA-Doméane des Molekdils
befindet sich nun in der ribosomalen P-Seite und der Cofaktor SmpB ist nahe der
Dekodierungsstelle lokalisiert [60]. Nach der Ubertragung der vom Ribosom gebundenen
Peptidkette auf die tmRNA wird der ORF des Molekiils in die Dekodierungsseite des
Ribosoms verschoben und die mit einem Stopp-Codon endende tmRNA-tag-Sequenz an
die Peptidkette angehangt. Auf diese finale Elongation folgt die Freisetzung der Peptid-

kette aus dem Ribosom und deren Abbau durch zelluldre Proteasen [58,61].

1. Bindung des tmRNA-Komplexes an blockiertes Ribosom

blockierter _— Ala-tmRNA

Translationskomplex SmpB
\ EF-Tu-GTP
5 3 . &H

2. Elongation der Peptidkette

@%ﬁ—*a

Transpeptidation Translation der tag-Sequenz
3. Termination der Translation

N~ :hc

Abbau des getaggten Proteins Dissoziation der ribosomalen Degradation der mRNA
Untereinheiten durch RNasen

Abb. 1-2| Schematische Darstellung der trans-Translation durch die tmRNA.

Derzeit ist ungeklart, ob dieser Mechanismus auch in Plastiden existiert. Zwar deuten
Sequenz- und Promotoranalysen sowie die Identifizierung kerncodierter Homologe des
bakteriellen SmpB-Faktors darauf hin, ein endgiiltiger Beweis konnte bisher jedoch nicht

erbracht werden [62,63].
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Eukaryoten verfliigen Uber verschiedene Mechanismen, um blockierte Ribosomen
komplexe zu trennen. Beim nonsense-mediated-decay (NMD) werden mRNAs mit vorzei-
tigem Stopp-Codon erkannt, der nonstop-decay (NSD) ist fiir den Abbau von mRNAs ohne
Stopp-Codon zustandig und beim no-go-decay (NGD) fiihren endonucleolytische Schnitte
nahe des 3'-Endes zur Produktion von nonstop-mRNAs, die erkannt und abgebaut
werden. Der NGD-Weg spielt vermutlich eine Rolle beim Pausieren der Ribosomen durch

seltene Codons [64].

1.3.3 Bedeutung der Codon Usage fiir die heterologe Genexpression

Die Produktion therapeutisch und industriell nutzbarer Proteine ist ein wichtiger Zweig
der Biotechnologie. Sowohl die Herstellung heterolog exprimierter I6slicher Proteine als
auch die von Membranproteinen etablierten sich zu einem essentiellen biotechnologi-

schen Werkzeug der heutigen Zeit.

Ein Ziel der Produktion heterolog exprimierter Proteine sind hohe Produktausbeuten. Um
die Translationseffizienz zu steigern, setzt man im Allgemeinen auf die komplette Anpas-
sung der Gensequenzen an die codon usage des jeweiligen Expressionssystems. Allerdings
konnte bereits gezeigt werden, dass z.B. die vollstdandige Codon-Anpassung einer
Chloramphenicol-Acetyltransferase in E. coli die Enzymaktivitdt mindert [65]. Aullerdem
besteht die Gefahr der Produktion unl6slicher Proteinaggregate in Form von inclusion
bodies [66,67] und Kimchi-Sarfaty et al. [68] konnten zeigen, dass ein seltenes Codon in
der Nucleotidsequenz des Multidrug Resistance 1 Genes (MDR1) die Aktivitat des
Genproduktes positiv beeinflusst. Die Erhaltung der Regulationsfunktion spezifischer
seltener Codons ist demzufolge fiir die Optimierung der heterologen Genexpression ein
wichtiger Faktor. Daher sollte im optimalen Fall statt vollstdndiger codon usage-
Anpassung eine Codon-Harmonisierung zwischen codon usage des Zielgens und des

rekombinanten Organismus erfolgen [69,70].

1.4 Chlamydomonas reinhardtii als Bioreaktor

Eine sich aus der Produktion heterolog exprimierter Proteine ergebende Herausforderung
besteht in der optimierten Balance aus Kosten und Produktausbeute. Zur heterologen
Genexpression wurden in der Vergangenheit ausschlielRlich Bakterien, Pilze, Hefen sowie
Humanzellen, Insektenzellen und zellfreie Systeme verwendet [71-73]. All diese bieten

sowohl Vor- als auch Nachteile [74], wobei vor allem der Kostenfaktor und die biologische
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Aktivitdat gewonnener Produkte eine groRe Rolle spielen. Aufgrund spezifischer Vorteile
gewinnt die Verwendung transgener Pflanzen seit kurzem an Bedeutung. So ist die
Proteinproduktion in Pflanzen und Algen unter anderem oft kostensparender, die gewon-
nenen Produkte sind toxinfrei und in groBen Mengen verfligbar [75]. AuBerdem verfiigen
diese Systeme (iber Chaperone, die in der Lage sind komplexe Protein fiir die therapeuti-
sche Anwendung korrekt zu falten, wodurch biologisch aktive Produkte hergestellt

werden kdonnen [76].

Die aktuelle Forschung zielt dabei hauptsachlich auf plastidar exprimierte Fremdproteine
ab, da sich gegeniiber der Kernexpression doch erhebliche Vorteile ergeben. So wird z.B.
durch die Moglichkeit der homologen Rekombination eine gezielte Insertion des Fremd-
gens gewahrleistet und Gen-silencing ausgeschlossen [75]. AuRerdem kdnnen aufgrund
der Transkription polyzistronischer Einheiten gleich mehrere Gene unter Kontrolle eines
Promotors transformiert werden [77]. Ein Nachteil der plastiddaren Expression sind
fehlende Glykolysierungen der rekombinant hergestellten Proteine, doch konnte gezeigt
werden, dass z.B. heterolog exprimierte monoklonale Humanantikdrper auch ohne diese

Zuckerreste funktional sind [78].

In den letzten Jahren erkannte man das Potential der Griinalge C. reinhardtii fir die
Produktion heterolog exprimierter Proteine. Diese auch als ,griine Hefe” bezeichnete
Mikroalge ist ein sehr gut charakterisierter und beliebter Modellorganismus, mit dessen
Hilfe z.B. Studien liber Ablaufe der Photosynthese, Flagellarfunktion sowie Photorezepti-
on untersucht werden kénnen [79]. Die Vorteile von C. reinhardtii zur Nutzung in der
Grundlagen- und anwendungsbezogenen Forschung sind unter anderem der einfache
Lebenszyklus, die kurze Regenerationszeit, minimale Nahrstoffanspriiche und die
Fahigkeit, sowohl photoautotroph als auch heterotroph mit Acetat als Kohlenstoffquelle
zu wachsen. Zudem sind alle drei Genome (Kern, Mitochondrien, Chloroplast [80-82])
vollstandig sequenziert. Da die Griinalge nur tber einen Chloroplasten pro Zelle verfligt
und dieser leicht durch Beschuss mit Mikroprojektilen mit Hilfe der Partikelkanone trans-
formiert werden kann, ist die schnelle Erzeugung von Mutanten méglich [83]. Ein weiterer
Vorteil ist die Moglichkeit, im Chloroplasten die fiir therapeutisch relevante Substanzen
bendtigten Disulfidbriicken zu synthetisieren [84]. Darliber hinaus wurde die Griinalge als
GRAS Organismus (Generally Recognized As Safe) eingestuft, was bedeutet, dass sie

unbedenklich als Futter- oder Nahrungsmittel zuldssig ist. Aufgrund der genannten
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Vorteile sowie der guten Charakterisierung der Griinalge steigt das Interesse der Optimie-
rung von C. reinhardtii zur Nutzung als Bioreaktor. Die ersten Versuche, stabile Produkte
im Chloroplasten der Griinalge zu exprimieren, gehen zuriick in die 1990er Jahre [85-87].
Codon-Optimierung sowie die Wahl geeigneter Promotor/UTR-Kombinationen fiihrten
schlielich in den letzten Jahren zu relativ hohen Ausbeuten verschiedenster rekombinan-
ter Proteine [88]. Auch die plastidare Expression therapeutisch relevanter Produkte wie

Vakzine und single-chain Antikorper war bereits erfolgreich [89].

1.5 Chloroplasten - semiautonome Organellen als Proteinfabriken

Chloroplasten sind Organellen photosynthetisch lebender Organismen, deren wichtigste
Funktion der in der Durchfiihrung der Photosynthese besteht. Wahrend dieses Prozesses
werden aus energiearmen, anorganischen Stoffen energiereiche, organische Verbindun-
gen synthetisiert. Hierbei erfolgt die Umwandlung der Strahlungsenergie der Sonne in
chemische Energie und als Nebenprodukt entsteht Sauerstoff. Auch andere Reaktionen,
wie z.B. die Synthese von Lipiden, Amino- und Fettsduren sowie die Synthese pflanzlicher

Hormone, Vitamine und sekundarer Metabolite, sind in den Chloroplasten lokalisiert [90].

Eine doppelte Hillmembran begrenzt das innere Membransystem sowie den Stroma-
raum, wo sich lamellenférmige Thylakoidmembranen befinden, in denen die Komplexe
der Elektronentransportkette lokalisiert sind. Die Thylakoide bilden im Inneren einen ei-
genen Reaktionsraum (Lumen), der eine essentielle Rolle beim Aufbau des zur ATP-

Synthese genutzten Protonengradienten spielt.

Vermutlich stammen Chloroplasten von Cyanobakterien ab, die im Lauf der Evolution
durch einen eukaryotischen Wirt aufgenommen und spater zu einem wirtseigenen, pho-
tosynthetischen Organell umgewandelt wurden [91,92]. Aus dem Verlust von Genen des
Cyanobakteriums sowie dem Transfer zahlreicher Gene des Symbionten in den Kern des
Wirtes resultiert das gegenwartige Plastom [93—-95]. Aufgrund dieses plastideneigenen
Genoms, dem Vorhandensein eines Proteinbiosyntheseapparates sowie der Abhangigkeit
vom Kern, bezeichnet man Chloroplasten als semiautonome Organellen. Ca. 60 Proteine
werden im Plastiden synthetisiert, der GroRteil der bendtigten Proteine ist kerncodiert

und wird posttranslational Gber Importsysteme in den Chloroplasten transportiert [82].

18



1 Einleitung

1.5.1 Das Plastom

Heute bekannte Plastome hdéherer Pflanzen sind im Durchschnitt etwa zwischen 120-
190 kbp groB und umfassen ca. 100-200 bekannte Gene, die fiir Komponenten der Photo-
synthesereaktionen sowie der Genexpression codieren [14,96]. Chloroplastidare Genome
von Algen hingegen variieren stark in GroRe, Gendichte sowie Informationsgehalt [97].
Plastome liegen in hoher Kopienzahl pro Zelle vor, einige davon dicht gepackt in soge-
nannten Nucleoproteinpartikeln (Nucleoide), wobei lber den Prozess des Verpackens
sowie der Organisation der Nucleoide wenig bekannt ist [98]. Die ringformige plastidare
DNA (cpDNA) enthalt meist eine inverted repeat (IR) Region, die das Genom in eine grofe
sowie eine kleine single copy Region unterteilt. Gewisse Leguminosen, Koniferen und

einige Algen weillen diese Region nicht auf [97,99].

Die biolistische Transformation ermoéglicht die stabile Insertion von Fremd-DNA in das
Plastom [100]. Dabei wird die zu lbertragende DNA an Mikroprojektile (Gold oder
Wolfram) gebunden, unter Verwendung der Partikelkanone mit hohem Druck in die
Zellen geschossen und das gewiinschte Gen durch homologe Rekombination flankieren-
der Sequenzen an der Zielstelle inseriert [83,101]. Durch Regeneration der Zellen auf
Selektivmedium koénnen letztlich nur Transformanten wachsen, die die Fremd-DNA stabil

im Plastom inseriert haben.

1.5.2 Das D1-Protein und die Funktion im Elektronentransport

Ein essentielles plastidar exprimiertes Protein ist das in der Thylakoidmembran lokalisier-
te D1-Protein, das aufgrund seiner auBergewdhnlich hohen Umsatzrate im Licht das am
haufigsten translatierte Genprodukt des Chloroplasten darstellt [102]. Es wird vom psbA-
Gen codiert, das in hoheren Pflanzen in der single copy Region des Plastoms lokalisiert ist.
In C. reinhardtii hingegen liegt es in zweifacher Ausfiihrung pro Plastom in der inverted
repeat Region vor. Das psbA-Gen verfligt Gber eine im Plastom einzigartige codon usage,
die perfekt an die plastidare tRNA-Verfligbarkeit angepasst ist. So zeigen z.B. die verwen-
deten zweifach degenerierte Aminosauren eine ungewohnlich hohe Praferenz fiir ein C
(statt des sonst Ublichen T) an dritter Codon-Position [33]. Diese untypische codon usage

steigert maligelblich die Translationseffizienz des D1-Proteins.

Die Synthese des D1-Proteins erfolgt lichtabhdngig an Ribosomen der Thylakoidmembran

[103]. Durch gezielte Pausen der Ribosomen wahrend der Elongation entstehen D1-
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Intermediate, so dass co-translational dessen Einbau in die Thylakoidmembran erfolgen
kann [104]. Das zunédchst translatierte D1-precursor-Protein enthalt eine C-terminale
Extension, die posttranslational von der luminalen Protease CtpA prozessiert wird, um die

reife D1-Untereinheit zu erhalten [105,106].

Die funktionale D1-Untereinheit bildet zusammen mit dem D2-Protein das reaktive
Zentrum des PSII, das von inneren chlorophyllhaltigen Antennen (CP43 und CP47) sowie
Untereinheiten des Cytochrom-bssg-Komplexes und weiteren kleinen Untereinheiten
umgeben ist. Der D1/D2-Proteinkomplex bindet zudem zahlreiche essentielle Faktoren
des photosynthetischen Elektronentransportes, der in Abb. 1-3 dargestellt ist. Durch
Anregung lichtabsorbierender Chlorophylimolekile des PSII werden Elektronen Uber
Phaophytin (Phe) auf das primare, vom D2-Protein fest gebundene Plastochinon Qa und
weiter auf das lose am D1-Protein gebundene Qg libertragen. Die proteolytische Wasser-
spaltung auf der luminalen Seite gleicht das entstandene Elektronendefizit aus. An dieser
Reaktion sind der Tetramangancluser (Mn4Cl) sowie ein redoxaktiver Tyrosinrest (Tyr)
beteiligt und es entsteht Sauerstoff. Der Elektronentransport zwischen dem PSIl und dem
Cytbe/f Komplex erfolgt durch Plastohydrochinon (PQH,) und zwischen dem Cytbg/f Kom-
plex und dem PSI Gber Plastocyanin (PC). Am PSI erfolgt durch angeregte Elektronen, die
zur stromalen Seite auf Ferredoxin (FD) geleitet werden, die Reduktion von NADP* zu
NADPH durch die Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR). Zeitgleich erfolgt die Translokation
von Protonen in das Thylakoidlumen, wodurch (iber der Thylakoidmembran ein Proto-

nengradient erzeugt wird, der die ATP-Synthase antreibt und so ATP generiert.
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Abb. 1-3| Elektronentransport tber die Photosynthesekomplexe in der Thylakoidmembran. Mn4Cl =
Mangancluster, Tyr= Tyrosin, Phe= Phdophytin, QA= fest gebundenes Plastochinon,
D2 = D2-Protein, Qg = lose gebundenes Plastochinon, D1 = D1-Protein, Cytbssq= Untereinheit des
Cytochrom-b-s5o Komplexes, CP43/CP47 = chlorophyllhaltige Antennen des PSII, Pggo = Reaktionszentrum
PSII, PQH, = Plastohydrochinon, PQ = Plastochinon, PC = Plastocyanin, FD = Ferredoxin, FNR = Ferredoxin-
NADP-Reduktase, P;go = Reaktionszentrum PSI. Die rote Linie markiert den in Pfeilrichtung verlaufenden
Elektronentransport und die unterbrochenen schwarzen Linien stellen den Protonentransport dar.
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Bei hoher Lichtintensitat kommt es zur vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), die unter anderem die Inaktivierung des PSIl bewirken [107,108]. Dieser Prozess
wird als Photoinhibition bezeichnet und das D1-Protein stellt hierbei einen der Haupt-
angriffspunkte der irreversiblen Schadigung dar [109]. Der schnelle Abbau geschadigter
D1-Proteine und deren kontinuierlicher Ersatz durch de novo synthetisierte D1-Proteine
sind daher die wichtigsten Reparaturmechanismen fir Pflanzen unter Lichtstress [110].
Nur so wird auch bei starker Lichteinstrahlung ein kontinuierlicher Elektronentransport
Uber das PSIl gewahrleistet [104]. Um diesen hohen turnover des D1-Proteins zu ermogli-
chen, muss dessen schnelle und effiziente Translation erfolgen, die malgeblich durch die
perfekt an die plastiddare tRNA-Verfligbarkeit adaptierte codon usage des psbA-Gens
gewahrleistet wird [31,33,111].

1.6 Zielstellung

Synonyme Codon-Substitutionen beeinflussen nicht nur die Effizienz der Translation und
somit die Quantitat zu synthetisierender Proteine. Auch Effekte auf Proteinfaltung sowie
-funktion und folglich auf die Qualitdt der Proteine sind bekannt [49,112]. Demnach spielt
die codon usage vor allem fiir die heterologe Genexpression eine grofle Rolle, wobei der

Chloroplast von C. reinhardtii ein zukunftstrachtiges Expressionssystem darstellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, codon usage Effekte auf die plastiddre Proteinexpres-
sion von C. reinhardtii naher zu untersuchen. Zu diesem Zweck stand zu Beginn der Arbeit
zunachst die Etablierung eines Codon Test Systems im Vordergrund. Um codon usage
Effekte auf ein plastidar exprimiertes Protein in vivo zu untersuchen, wurde das psbA-Gen
genutzt, das fiir die D1-Untereinheit des PSIl codiert. Durch dessen hohe lichtabhangige
Expressionsrate und der Moglichkeit, mit Hilfe von Puls-Experimenten sehr empfindliche
Intermediate nachweisen zu kénnen, eignet es sich sehr gut fir die Analyse von codon
usage Effekten. Geplant wurden Peptidinsertionen unterschiedlicher Lange und codon
usage in die D-de loop-Region des D1-Proteins (Vergleich Abb. 3-1) [113,114]. Die
Selektion der Insertionsmutanten sollte liber photoautotrophes Wachstum erfolgen. Das
Ergebnis der Transformation sowie die vergleichende physiologische und biochemische
Analyse der Mutanten lieRen Aussagen Uber codon usage Effekte auf die Expression des

high turnover Proteins zu.
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Aufgrund der Resultate des Codon Test Systems sollte in weiterfihrenden Experimenten
der Einfluss seltener Arg-Codons auf die Synthese eines heterolog im Chlorplasten expri-
mierten Proteins analysiert werden. Studien an E. coli zeigen, dass allein die codon usage
Anpassung seltener Arg-Codons die Proteinausbeute steigert [55]. Fiir die Uberpriifung
dieser Aussage im Plastiden der Griinalge wurde das aadA-Gen gewahlt. Dieses vermittelt
den Zellen Resistenz gegeniiber Aminoacylantibiotika [87,115-117] und enthalt fir
C. reinhardtii seltene Arg-Codons. Mutanten, die ein Arg-Codon adaptiertes aadA-Gen
exprimieren, sollten physiologisch und biochemisch mit Mutanten verglichen werden, die

das E. coli aadA-Gen exprimieren.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des fiir Bakterien meist
essentiellen tmRNA-tagging-Systems [61,118,119], dessen Vorkommen in Plastiden
bisher lediglich vermutet wird [62,63]. Verschiedene Ansdtze wurden gewadhlt, um
Hinweisen zur Existenz dieses Systems in C. reinhardtii nachzugehen. Aus E. coli ist
bekannt, dass Cluster seltener Arg-Codons das tmRNA-tagging verursachen kdnnen
[57,120,121]. Daher wurde das Reporterprotein GFP mit Arg-tags unterschiedlicher codon
usage heterolog im Chloroplasten exprimiert. Expressionsstudien und die C-terminale
Sequenzierung des GFP-Proteins der verschiedenen Mutanten sollten Hinweise auf eine
Markierung des Reporterproteins liefern. Ein weiterer Ansatz zur Analyse dieses Systems
stellte die gezielte Insertion der tmRNA-Sequenz eines Cyanobakteriums in das Plastom
dar. Da diese Organismen als Vorlaufer der Chloroplasten gelten, konnten Cofaktoren
eines evolutionar entfernten tmRNA-tagging Mechanismus noch existieren. Der
urspriingliche tmRNA-tag wurde durch einen Myc-tag ersetzt, wodurch der Abbau mar-
kierter Proteine verhindert und deren Detektion liber Antikorper moglich werden sollte.
Als Reporterprotein diente das GFP-Protein mit Arg-tags unterschiedlicher codon usage,
dessen Sequenz downstream der tmRNA-Sequenz in das Plastom inseriert wurde. Zur

Untersuchung des potentiell wirksamen tagging-Systems dienten Western Blot Analysen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien lagen in p.a.-Qualitat vor und wurden von den Firmen
Peqglab, Roth, Sigma, Merck, Roche, J.T. Baker, Agrisera, Fermentas, AppliChem, Biorad

und BioMol bezogen.

Die Antikorper, Enzyme und Marker wurden von den Firmen Agrisera, Fermentas, Milteny

Biotec und Promega bezogen.

Fir die Transformation wurden die Algenzellen auf Membranfilter NL17 (0,45 um) der

Firma Schleicher und Schiill gesaugt.

Alle hitzebestiandigen Glas- und Plastikmaterialien sowie Losungen wurden vor Gebrauch

autoklaviert (Varioklav®, H + P Labortechnik GmbH).

2.2 Algenstimme und Anzuchtbedingungen
In dieser Arbeit wurden folgende C. reinhardtii -Mutanten verwendet:

IL: IL ist eine im psbA-Gen intronlose Mutante, die durch Komplementation der
Deletionsmutante Fud7 mit der cDNA des psbA-Gens erzeugt wurde [122]. Die IL-
Mutante synthetisiert ein funktionsfahiges D1-Protein und ist zum photoautotrophen

Wachstum befdhigt. Sie diente als Referenzstamm.

Dell: Der Deletionsmutante Dell fehlt die codierende Sequenz fiir die Aminosauren Ala
152 bis Ala 294 des psbA-Gens. Die Deletionsmutante synthetisiert ein ,verkiirztes”, funk-
tionsunfahiges D1-Protein und kann nicht photoautotroph wachsen. Sie ist auf Acetat als

Kohlenstoffquelle angewiesen [123].

FUD7: Die Deletionsmutante FUD7 enthalt in der Plastomsequenz eine ca. 8 kbp grofie
Deletion, die sich vom Intron | des psbA-Gens bis zur 5SrDNA erstreckt. Sie ist somit nicht
in der Lage photoautotroph zu wachsen und ist auf Acetat als Kohlenstoffquelle angewie-

sen [124].

AadAh / AadAs: Die AadA-Mutanten enthalten das HA-getaggte aadA-Gen downstream
des psbA-Gens in der Plastomsequenz, flankiert von der Promotorsequenz (P) und der

5'-UTR des psbD-Gens sowie der 3'-UTR des psbA-Gens. Die Mutante AadAs wurde von
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Matthias Munder durch Transformation der FUD7 mit dem Plasmid pMM®6 im Rahmen
seiner Diplomarbeit erzeugt [125]. Sie enthélt das aadA-Gen aus E. coli. Ausgehend von
dieser Mutante wurde per site-directed mutagenesis die Mutante AadAh, die ein Arg-

Codon adaptiertes aadA-Gen enthalt, ebenfalls durch Transformation der FUD7 erstellt.

GFP5h / GFP5s: Die GFP Mutanten wurden durch Transformation der FUD7 mit Plasmiden
erzeugt und enthalten jeweils das GFP-Gen, mit einem 10 x His-tag, einem HA-tag, drei
Met-Codons und fiinf Arg-Codons (Mutante GFP5h = 5 x CGT, Mutante GFP5s =
5 x CGG), flankiert von der Promotorsequenz und der 5'-UTR des psbD-Gens und der
3'-UTR des psbA-Gens.

tmGFP5h / tmGFP5s: Die tmGFP-Mutanten sind ebenfalls durch Transformation der FUD7
mit Plasmiden entstanden und enthalten upstream der GFP-Sequenz die Nucleotidse-
quenz der tmRNA aus Synechocystis sp PCC6803 [126] unter Kontrolle des rbcL-Promotors
aus C. reinhardtii [127].

Leu2h / Leu2s // Ser3h / Ser3s // Gly5h / Gly5s // Alal0h / Alal0s: Diese Mutanten, die
durch Transformation der Dell Mutante erzeugt wurden, sind im psbA-Gen mutiert. In die
codierende Region des grofRen stromalen loops des D1-Proteins wurden PCR-Fragmente
integriert, die Aminosdureinsertionen unterschiedlicher Lange codieren. Hierbei erfolgte
zum einen die Insertion der jeweils seltenen, zum anderen die Insertion der jeweils haufig
genutzten Codons. Die Mutantenbezeichnung erfolgte entsprechend des Dreibuchsta-
bencodes der Aminosauren. Die Zahl gibt die Anzahl der integrierten Codons an, ,h“ steht

fir haufig genutzte Codons, ein kleines ,,s“ fur seltene Codons.

Die Anzucht der Algen sowie der neuen C. reinhardtii-Transformanten, erfolgte in
Erlenmeyerkolben auf einem Schittler (GFL 3019) bei 21°C und 20 uE*m™*s™ (OSRAM
L58W/31-830 Lumilux Plus; warm white). Die Messung der Lichtintensitdten wurde mit
dem Quantitherm Light Meter der Firma Hansatech durchgefiihrt. Die Algen wuchsen
entweder photoautotroph in acetatfreiem HS-Medium [128] oder heterotroph in acetat-
haltigem TAP-Medium [129]. Die Stammbhaltung der Algen erfolgte auf HS-Platten. Dazu

wurde HS-Medium mit 1,5 % Agar versetzt.
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2.3 Bakterienstimme und Anzuchtbedingungen

Fir die Amplifikation und Mutagenese des psbA-Gens wurden E. coli Zellen des Stammes
DH5a eingesetzt. Diese enthalten das Plasmid pSHc5 mit der intronlosen psbA-
Gensequenz [130]. Fir die Transformation und Plasmidpraparation wurden E. coli Zellen

des Stammes TG1 verwendet.

Die Anzucht der Zellen erfolgte in LB-Flissigmedium oder auf LB-Agar Platten, die mit
1,5 % Agar-Agar versehen wurden, bei 37°C. Zu Selektionszwecken wurde dem Medium
aulerdem 100 g/I Ampicillin (Sigma®) zugegeben. (LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeex-
trakt, 10 g NaCl, ad 1 | Aqua dest. pH 7 mit NaOH; [131]).

2.4 Messverfahren

2.4.1 Bestimmung des Chlorophyllgehaltes

Die Bestimmung des Chlorophyligehaltes erfolgte nach Arnon [132]. Die Messung der
optischen Dichte (OD) des chlorophyllhaltigen Uberstandes erfolgte bei 652 nm
(Ultrospec 2000, Pharmacia/Biotech). Die Chlorophylimenge pro Volumeneinheit wird

nach folgender Gleichung berechnet:

ODgs, x Verdiinnungsfaktor/34,5 = mg Chlorophyll(a + b)/ml (2).
OD (652 nm) = optische Dichte bei 652 nm

molarer Extinktionskoeffizient = 34,5

2.4.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl von Algensuspensionen wurde die Zahlkammer nach Thoma
verwendet. Die Zahlkammer besteht aus 16 GroRquadraten, wobei sich jedes Grofquad-

rat wiederum aus 16 Kleinquadraten zusammensetzt.

Volumen iiber einem Kleinquadrat (KQ) = 0,00025 mm? (2).
Volumen iiber einem Grofiquadrat (GQ) = 0,004 mm? (2).

Um auf die BezugsgroRe von 1 ml (= 1000 mm?) zu kommen, miissen die Volumina von
GroR- bzw. Kleinquadraten (Gleichung 2) mit dem so genannten Kammerfaktor

(Gleichung 3) multipliziert werden.

Kammerfaktor eines Kleinquadrates: 4*10° (3).

Kammerfaktor eines GrofSquadrates: 2,5%10° (3).
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Zur Bestimmung der Zellzahl wurde 1 ml der jeweiligen Algensuspension abgenommen
und mit 10 pl gesattigter Jodlosung versetzt. Auf die Zahlkammer wurden 15 pl dieser
Suspension aufgetragen. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Carl-Zeiss Jena) wurden die
Algenzellen gezahlt. Dabei wurden abhangig von der Zelldichte mindestens vier Grol3-
guadrate ausgezahlt. Fir jede Probe wurde die Zellzahl (Gleichung 4) doppelt bestimmt

und der Mittelwert gebildet.

Zellzahl = Kammerfaktor * Mittelwert der gezidhlten Zellen (4).

2.4.3 Messung des Algenwachstums

Zur Messung des Algenwachstums wurden 300 ml HS-Medium mit 1,5%10” Zellen, der
jeweiligen Mutante beimpft. Die Anzucht erfolgte in einer Kniese-Apparatur bei einem
CO,- Luftgemisch von 2,5 - 97,5 %, einer Temperatur von 24°C und einer Lichtintensitat
von 70 pE*m2*s™. Zur Messung der OD (750 nm), wurde je 1 ml entnommen [133]. Das
Wachstum wurde im Doppelansatz bestimmt und das Mittel der erhaltenen Werte

gebildet. Als Referenzstamm wurde die IL-Mutante mitgefihrt.

Fir die Bestimmung der Wachstumsraten der AadA-Mutanten wurden zusatzlich die
Antibiotika Streptomycin (Strep) und Spectinomycin (Spec) ins Medium gegeben. Neben
der Probe ohne Zusatz von Antibiotika erfolgte die Messung mit 6/12, 12/24, 20/40,
25/50 und 50/100 pg/ml Strep/Spec. Die Konzentration der Stammldsungen betrug

50 mg/ml Antibiotikum in Wasser. Die Stammldsungen wurden bei -20°C gelagert.

2.4.4 Messung der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung

Die Bestimmung der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung der C. reinhardtii-

Mutanten erfolgte mit einer "Clark"-Elektrode (Hansatech) nach Walker [134].

In der exponentiellen Wachstumsphase wurden Algenzellen entsprechend 15 pg Chloro-
phyll sedimentiert (RT, 5 min, 1000 g) und das Pellet in 1 ml frischem Elektrodenpuffer
(0,1 % NaHCOs, mit Stickstoff begast) resuspendiert. Das NaHCOs des Elektrodenpuffers
dient den Zellen als CO,-Quelle. Die Algensuspension wurde in eine Kiivette tGberfihrt, in
welche die Elektrode hineinreicht. Aus jeweils vier unabhangigen Messungen wurde der
Mittelwert gebildet. Die Sauerstoffentwicklung wurde bei 25°C und Lichtintensitdaten von
100, 300, 500 und 1000 uE*m'Z*s'1 gemessen. Diese wurden durch Einsatz verschiedener

Grau-Filter eingestellt (Filtersatz FL-400; Walz Mess- und Regeltechnik, Effeltrich,
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Deutschland). Die Netto-Sauerstoffproduktionsrate entspricht dem im Licht produzierten

Sauerstoff. Dabei wird der von den Zellen veratmete Sauerstoff nicht bericksichtigt.

2.4.5 Messung der Photosystem II-Effizienz

Die Bestimmung der PSlI-Effizienz erfolgte durch die Messung der Chlorophyllfluoreszenz
(Fv/Fm). Es wurde die Exzitation bei 695 nm (high pass) und 780 nm (low pass) mit dem
Photon System Instrument FluorCam 800 MF (Brno, Tschechische Republik) gemall Nedbal
et al. [135] gemessen. Fur alle Fv/Fm-Messungen unter Standardbedingungen wurden
Zellen der mittleren logarithmischen Phase entsprechend einer optischen Dichte
(750 nm) =1 in 1 ml frischem TAP-Medium resuspendiert. Fiir die Bestimmung der PSII-
Effizienz unter Starklichtbedingungen wurden Zellen der mittleren logarithmischen Phase
entsprechend 15 pug Chlorophyll / ml zunéachst einer Lichtstarke von 1500 uE*m'Z*s'1

ausgesetzt. Es wurden jeweils Zell-Aliquots von 300 ul in eine 96 well Platte Giberfiihrt und

unmittelbar vor der Messung eine Minute dunkel inkubiert.

2.4.6 Messung der D1-Proteinlevel

Die densitometrische Auswertung der Western Blot Analysen erfolgte mit der Software
AIDA (Advanced Image Data Analyzer). Diese ermoglicht die Erfassung der Proteinmenge
anhand der Farbungsintensitidt der Blotbande. Dazu wird die Messflache (= Blotbande)
ausgewahlt und innerhalb dieser die Intensitat pro Pixel unter Abzug einer neu abgegli-
chenen Hintergrundintensitat gemessen. Die Daten ergeben sich aus: Intensitat/Flache

der gemessenen Intensitat-Hintergrund. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Excel.

2.5 Oligonucleotide

Die Tabellen 7, 8, 9 und 10 enthalten alle in der Arbeit verwendeten Oligonucleotide ent-

halten und sind im Anhang | zu finden.

2.6 Plasmide

Alle im Rahmen der Arbeit verwendeten Plasmide entstanden durch Transformation von
E. coli und basieren auf dem Ausgangsplasmid pMM?2, welches durch M. Munder im
Rahmen seiner Diplomarbeit erstellt wurde [125]. Abb. 2-1 zeigt dieses schematisch in
Bezug zum WT-Plastom von C. reinhardtii sowie die resultierenden Plasmide pTrans. Grau

unterlegt ist die MCS bzw. das jeweilige Insert. Tabelle 2-1 listet alle in dieser Arbeit
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erstellten Plasmide mit den entsprechenden inserierten Genen und zusatzlich inserierten

Sequenzen.
WT
ECORl psbA (Exons und Introns) Ba|mH| BamHI
” | I ” | i @—235
pMM?2
EcoRI BamHI
sbA
(iﬁ)tronlos) t‘ 235
pTrans
EcoRI BamHI
£ 23S
(intronlos)

Abb. 2-1| Ausschnitt der Plastomsequenz von Wildtyp C. reinhardtii sowie den Plasmiden
pMM2 und pTrans. Dargestellt sind jeweils die Plastomsequenzen in 5'->3'-Richtung
zwischen den Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI (gekennzeichnet durch Striche).
Grau unterlegt sind in pMM2 die MCS sowie in pTrans das klonierte Insert (Tab.2-1).

Darstellung nicht malistabsgetreu.

Tabelle 2-1] Im Rahmen der Arbeit erstellte Plasmide. Neben der Plasmidbezeichnung sind das jeweils
enthaltene Gen sowie zusatzlich inserierte Sequenzen aufgelistet.

Bezeichnung

Inseriertes Gen

zusatzlich inserierte Sequenzen

pCWwW3
pCW4
pCW5

pCW6

pCW7

GFP

GFP

aadA

tmRNA

tmRNA

Promotor (P) und 5'-UTR psbD; HA-tag, 10xHis-tag, 3xATG,
5xCGT am 3' -Ende des GFP, 3'-UTR psbA

P und 5'-UTR psbD; HA-tag, 10x His-tag, 3xATG, 5xCGG am
3'-Ende des GFP, 3'-UTR psbA

P und 5'-UTR psbD; Arg-Codon angepasstes aadA-Gen; HA-
tag; 3'-UTR psbA

rbcl Promotor, tmRNA aus Synechocystis sp PCC6803 mit
Myc-tag; P und 5'-UTR psbD; GFP + tags (wie pCW3),
3'-UTR psbA

Prbcl, tmRNA aus Synechocystis sp PCC6803 mit Myc-tag;
P und 5'-UTR psbD; GFP + tags (wie pCW4), 3'-UTR psbA

2.7 DNA-Methoden

2.7.1 Isolation genomischer DNA aus C. reinhardtii

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte nach der Methode von Newman et al. [136].

Fir die Isolation wurden Zellen der mittleren logarithmischen Phase entsprechen 150 ug

Chlorophyll pelletiert (RT, 2 min, 16000 g) und das Pellet in 300 pl TEN-Puffer (50 mM

EDTA, 20 mM Tris pH 8, 0,1 M NacCl) aufgenommen. Nach Zugabe von 40 pl 20 % SDS

(w/v) und 40 pl 20 % Laurylsarcosyl (w/v) wurde der Ansatz leicht gemischt und 30 pl

Pronaselosung zugegeben. Nach erneutem Mischen fiir ca. 10 min, wurden 650 ul PCI
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Losung (ready to use, Roth) zugegeben und der Ansatz 5 min geschittelt. Nach 5 min
Zentrifugation (RT, 16000 g), wurde die obere klare Phase in ein neues Eppendorfgefald
Uberfiihrt und die PCI-Féllung wiederholt. Zu dem resultierenden, klaren Uberstand
wurden 2 Volumina 100 %, eiskaltes EtOH gegeben und der Ansatz fiir 15 min bei -20°C
inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation (4°C, 16000 g) und 2 maligem Waschen mit 70 %
EtOH, wurde das Pellet vollstiandig in 300 ul TE-Puffer (10 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA)
geldst und im Anschluss 30 ul 3 M CH3COONH,4 und 30 pl 3 M MgCl, zugesetzt. Nach
Zugabe von 2 Volumina 100 % EtOH, wurde der Ansatz erneut fir 30 min bei -20°C
inkubiert. Nach Zentrifugation (4°C, 10 min, 16000 g) und 2 maligem waschen mit 70 %

EtOH, wurde das getrocknete Pellet in Aqua dest. gelost.

2.7.2 Isolation genomischer DNA aus Synechocystis sp PCC6803
Zur Isolation genomischer DNA aus Synechocystis sp PCC6803 wurde die Methode nach
Singh et al. verwendet [137].

2.7.3 Isolation von Plasmid DNA aus E. coli
Fir die Plasmidpraparation wurde das PureYield™ Plasmid Miniprep System von Promega
entsprechend Herstellerprotokoll verwendet.

2.7.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiauren
Die Konzentration wurde am NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Peglab)
gemessen. Es wurden 2 pul Probe eingesetzt.

2.7.5 DNA-Sequenzierung

Alle DNA Sequenzierungen wurden durch die Firma Seqlab (Gottingen) nach der Ketten-
abbruchmethode durchgefiihrt. Dabei kamen nach einem Cycle Sequencing Protokoll flu-
oreszenzmarkierte Terminator-Farbstoffe zur Anwendung. Die Proben wurden entspre-
chend des Firmenprotokolls aufgearbeitet und abgeschickt. Die erhaltenen Elektrophe-
rogramme wurden mit Hilfe der Chromas-Software ausgewertet (www.techne-
lysium.com.au/chromas.html). Sequenzvergleiche erfolgten mit der frei im Internet

zuganglichen ClustalW-Software des European Bioinformatics Instituts (www.ebi.ac.uk).
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2.7.6 Erzeugung der Plasmide

Die Plasmide pCW3-7 zur Transformation der FUD7 wurden mit der Golden Gate Cloning
Methode nach Engler [138] erstellt. In Tabelle 2-2 ist ein Beispielprotokoll dargestellt.
Es wurden PCR-Konstrukte mit Primern, die Bsal-Schnittstellen enthalten (Anhang I,
Tabellen 7-2, 7-3, 7-4) generiert. Das Plasmid pMM2 diente als Empfangervektor. Alle
PCR-Fragmente sowie der mit Bsal verdaute Vektor pMM2, wurden wie in 2.7.13 be-

schrieben isoliert und kloniert.

Tabelle 2-2| Erzeugung der Plasmide. (A) Reprasentative Zusammensetzung des Bsal — Ligationsansatzes
fur die Klonierung der Fragmente in den Empfangervektor am Beispiel des Ansatzes zur Erzeugung von
pCWS5. (B) verwendetes Cycler Protokoll.

(A) Zusammensetzung (B) Thermo Cycler Programm

Bestandteil Volumen Schritt  Temp. Dauer Grund

10 x Puffer Bsal 2 ul 1 37°C 5 min Restriktion

10 x Puffer T4 DNA Ligase 2ul 2 16°C 10 min  Ligation

Bsal (10 U/ul) 1ul 3 37°C 10 min  Finalrestriktion
T4 DNA Ligase (5 U/ul) 1l 4 65°C 10 min  Hitzeinaktivierung
pMM2 (Bsal verdaut) 50 ng 5 4°C oo Kihlung
Fragment P+5'-UTR psbD 1l

Fragment GFP 1l

Fragment HA-His-Met-Arg 1ul Die Schritte 1 und 2 wurden 50 mal wiederholt.
Fragment 3'-UTR psbA 1ul

H20 ad 20yl

2.7.7 Polymerasekettenreaktion

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem TRIO-Thermoblock™ der Firma Biometra
durchgefihrt. Die Gradienten PCRs wurden in einem Gradienten Block (TGradient) der

Firma Biometra durchgefiihrt.

2.7.8 Mutagenese zur Erzeugung der psbA-Mutanten

Zur Erzeugung der psbA-Mutanten wurde die Methode der site directed mutagenesis
durch overlap extension PCR genutzt [139]. Als Template diente das pSHc5 Plasmid [130],
das ein intronloses psbA-Gen enthdlt. In einer PCR wurde Plasmid-DNA zusammen mit
den Primern Dau4 (forward) und BstEll (reverse) eingesetzt. In einem weiteren PCR-
Ansatz, wurde die Plasmid-DNA mit den Primern Dau2 (reverse) und BstEll (forward) amp-
lifiziert. Es folgten 30 Zyklen mit je 95°C Denaturierung (1 min), 55°C annealing (45 sec),
72°C Extension (30 sec) und 5 min Denaturierung bei 95°C im ersten Zyklus sowie ein 10

min Extension Schritt bei 72°C im Finalzyklus. Dadurch entstanden zwei ca. 300 bp grof3e

30



2 Material und Methoden

intronlose psbA-Fragmente, die keine Uberlappenden Bereiche aufweisen. Diese wurden
wie unter 2.7.12 beschrieben in einem Agarose-Gel (1 %, (w/v)) separiert, ausgeschnitten
und gereinigt (2.7.13). In einem neuen PCR-Ansatz wurden diese kleinen psbA-Fragmente
zusammen mit Dau4 und Dau2 sowie einem Finftel der jeweiligen mutagenen Primern (je
forward und reverse) als Template eingesetzt. Da die mutagenen Primer Uberlappende
Bereiche aufweisen entstanden nach dem ersten PCR-Zyklus psbA-Fragmente, die das
gewiinschte Konstrukt enthielten und durch den gleichzeitigen Einsatz von Dau2 und
Dau4 amplifiziert wurden. Fir alle Ansatze wurde eine Gradienten-PCR, bei den Tempera-
turen 45°C, 50°C, 55°C, 60°C und 65°C durchgefiihrt, um die optimale annealing-
Temperatur fiir die mutagenen Primer heraus zu finden. Im Anschluss erfolgte eine Re-

Amplifikation des Produktes mit den Primern Ampl. forward und X2 reverse.

2.7.9 Mutagenese zur Erzeugung der AadA-Mutanten

Mutante AadAs wurde von M. Munder im Rahmen seiner Diplomarbeit erzeugt [125]. Die
Erzeugung und Anpassung der Arg-codon usage von Mutante AadAh erfolgte ausgehend
vom Plasmid pMMG6 Uber site directed mutagenesis durch overlap extension PCR mit

spezifischen Primern (Anhang |, Tabelle 7-2).

2.7.10 Mutagenese zur Erzeugung der GFP- sowie tmGFP-Mutanten

Als Template fir die Amplifikation des Fragmentes Promotor + 5'-UTR psbD, GFP + HA-tag
und 3'-UTR psbA-Promotor, diente das Plasmid pMM3, welches die an C. reinhardtii adap-
tierte GFP-Sequenz unter Promotor und 5'-psbD und 3'-psbA Kontrolle enthalt. Flr die
Fragmente 10 x His-tag, 3 x Met- und 5 x Arg wurden Primer erstellt, die selbst als Temp-

late fungierten (Anhang |, Tabelle 7-3 Tabelle 7-4).

Fiir die Amplifikation der tmRNA-Sequenz wurde genomische DNA aus Synechocystis
sp. PCC6803 als Template verwendet. Zunachst wurden zwei kleine Fragmente amplifi-
ziert, die die Sequenz des tmRNA-tags flankieren. Durch overlap extension PCR mit
mutagenen Primern erfolgte ausgehend von diesen kleinen Fragmenten die Amplifikation
des Finalfragmentes, welches einen Myc-tag statt des urspriinglichen tmRNA-tags
enthalt. Genomische DNA von C. reinhardtii diente als Template fiir die Amplifikation der

rbcL-Promotor-Sequenz.
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2.7.11 Kolonie-PCR an C. reinhardtii Kulturen

Zum Screening der erhaltenen Transformanten wurden je 15 pl Flussigkultur pelletiert
(RT, 1 min, 16000 g) und in 50 pl EDTA Losung (10 mM) resuspendiert. Anschlielend
wurden die Proben fir funf Minuten auf 100°C erhitzt, gevortext, erneut pelletiert
(RT, 5 min, 16000 g) und 2,5 ul des Uberstandes in der PCR-Reaktion verwendet. Als Pri-
mer wurden in jedem Fall genspezifische Oligonucleotide verwendet. Die Elongationszeit

richtete sich nach der Fragmentlange (1 kb / Minute).

2.7.12 Agarosegelelektrophorese

Die horizontale Flachbett-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA-
Fragmenten entsprechend ihrer GrofRe. Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x TBE
(89 mM Borsdure, 89 mM Tris pH 8, 2 mM EDTA) verwendet. Agarose und 1 x TBE wurden
in einen Kolben gegeben und in der Mikrowelle erhitzt bis die Agarose vollstandig gelost
war. AnschlieBend wurde die auf ca. 70°C abgekihlte Agarose mit 1 ul Ethidiumbromid
(Stammlésung 10 mg/ml) pro 100 ml Agaroselosung versetzt, um die DNA unter UV-Licht
sichtbar zu machen. Sechs Volumina der aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit
1 Volumen 6 x Ladepuffer (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 15 % (w/v) Ficoll; Fermentas)
gemischt und in die Probentaschen des erstarrten Gels pipettiert. Um die GroRe der DNA-
Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde bei jedem Gellauf ein Langenstandard (Marker)
aufgetragen. Abhédngig von der GelgrofRe erfolgte die Elektrophorese bei 70-120 V (Netz-
gerat: Standard Power Pack P25, Biometra). Anschliefend wurden die Gele mit Hilfe des

Gel Imaging System (raytest Isotopenmessgerate GmbH) dokumentiert.

2.7.13 Reinigung von PCR-Produkten, DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die Reinigung von PCR-Produkten sowie die Isolierung der DNA aus Agarose-Gelen,
erfolgten unter Verwendung des Kits Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System von

Promega entsprechend des Herstellerprotokolls.

2.8 RNA-Methoden

2.8.1 Isolation von Gesamtzell-RNA aus C. reinhardtii

Die Isolation der Gesamtzell-RNA wurde nach der Methode von Chomczynski et al. [140]

durchgefihrt. Zellen der logarithmischen Phase, entsprechend 150 ug Chlorophyll,
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wurden pelletiert und in 1ml Trizol (38% gesattigtes Phenol (v/v), 0,8 M
Guanidinthiocyanat, 0,4 M Ammoniumthiocyanat, 0,1 M Na-Acetat pH 5, 0,5 % Glycerol
(v/v)) resuspendiert. Nach der Zelllyse fur 5 min bei 55°C, wurde 200 pl Chloroform zuge-
geben, der Ansatz fur 15 s auf dem Vortex gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (4°C, 10 min, 16000 g), wurde der Uberstand mit 500 ul 100 % Isopropanol
fir 5 min bei RT gefallt. Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 10 min, 16000 g) wurde das
Pellet 2-mal mit 75 % DEPC-EtOH gewaschen, getrocknet und in DEPC-Wasser gelost.

2.9 Protein-Methoden

2.9.1 Isolation von Gesamtzell-Protein aus C. reinhardtii

C. reinhardtii Zellen der spaten logarithmischen Phase wurden sedimentiert und das
Pellet mit 1 ml Puffer A (0,1 M Na,COs) gewaschen. Das Pellet wurde in 300 pl Puffer A,
200 pl Puffer B (5 % SDS (w/v), 30 % Saccharose (w/v)) und 25 pl 2-Mercaptoethanol
resuspendiert und 25 min auf einem Schittler geschiittelt. Nach Zentrifugation

(RT, 5 min, 16000 g) erfolgte eine Chlorophyllbestimmung des Uberstandes.

2.9.2 Fraktionierte Proteinisolation aus C. reinhardtii

Fir die fraktionierte Proteinisolation wurden C. reinhardtii Zellen der spaten logarithmi-
schen Phase zunachst sedimentiert und das Pellet mit Proteinpuffer (50 mM Tris pH 8,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA) gewaschen. Nach Zentrifugation wurde das gewaschene
Pellet in 2 ml Proteinpuffer, dem 1 mM AEBSF und 10 uM E64 zugesetzt wurden, resus-
pendiert und die Zellen per Ultraschall (4 x 15 s, je 15 s auf Eis; Sonifier B12, Branson
Sonic Power Company, Danbury Connecticut) aufgeschlossen. Nach niedertouriger Zentri-
fugation (4°C, 2 min, 1000 g) zum Pelletieren der Zelltrimmer wurde der Uberstand ab-
genommen, in ein Eppendorfgefal Uberfiihrt und gréRere Membranbestandteile pelle-
tiert (4°C, 30 min, 16000 g). Im Anschluss erfolgte eine Ultrazentrifugation des Uberstan-
des (4°C, 1 h, 100000 g) zur vollstandigen Sedimentation der Membranbestandteile. Der

Uberstand enthélt die I6slichen Proteine.

2.9.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford [141] erfolgte mit der Roti®- Quant ready to use

Losung entsprechend Herstellerprotokoll. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
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erfolgte durch photometrische Messung von Doppelproben bei OD =595 nm und dem

Abgleich mit einer BSA-Eichgerade.

2.9.4 Reinigung der fraktionierten Proteinproben mit Kit

Zur spezifischen Reinigung der GFP-Proteine der Mutanten GFP5h und GFP5s sowie
tmGFP5h und tmGFP5s, wurde das ul\/IACSTM GFP Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec,
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Es wurden jeweils gleiche Mengen

|6slichen Proteins eingesetzt. Die IL-Mutante wurde als Negativkontrolle mitgefihrt.

2.9.5 Acetonfillung

Fir die Fallung von Proteinproben wurde je ein Volumen proteinhaltige Losung mit
vier Volumina eiskaltem 100 % Aceton versetzt und tUber Nacht bei -20 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben zentrifugiert (4°C, 30 min, 16000 g) und der Uberstand
abgenommen. Die Pellets wurden 2-mal mit eiskalten 80 % Aceton gewaschen

(4°C, 10 min, 16000 g), auf Eis getrocknet und im gewiinschten Puffer resuspendiert.
2.9.6 SDS-PAGE

2.9.6.1 Verwendete Gele
Die Trennung der Proteine per SDS-PAGE, wurde nach Schégger & von Jagow [142] durch-
gefiihrt. Es wurden zur eindimensionalen Gelelektrophorese Gele der GroRe
14 cm*14 cm*0,1 cm genutzt. Fiir die zweidimensionale Gelelektrophorese wurden Gele
der GroRe 14 cm*14 cm™*0,5 cm hergestellt. Zum Verkleben der Glasplatten wurde ein
Plug-Gel zwischen die Scheibenrander gegossen. Die Auftrennung der Proben erfolgte
zunachst im 6 % Sammelgel (0,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid Losung (45:1,5), 1,65 ml
3 x Gelpuffer (3 M Tris, 8 % HCL (konz.), 0,3 % SDS (w/v)), 3 ml Aqua dest., 50 ul 10 %
Ammoniumpersulfat (w/v), 5ul TEMED) und anschlieBend im 12 % Trenngel (7,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid Losung (45:1,5); 7,5 ml 3 x Gelpuffer, 7,5 ml Aqua dest., 100 pl
10 % Ammoniumpersulfat (w/v); 10 ul TEMED). In einigen Féllen erfolgte der Zusatz von

6 M Harnstoff sowohl im Sammel- als auch im Trenngel.

2.9.6.2 Eindimensionale SDS-PAGE
Fiir die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde eine Hoefer Midi-Gel
Elektrophorese-Kammer eingesetzt. Die Gele wurden wie unter 2.9.6.1 beschrieben

hergestellt. Die Separation der Proteine erfolgte bei maximaler mA-Leistung und 50V
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Uber Nacht. Der Kathodenpuffer (10-fach: 1 M Tris, 1 M Tricin, 1 % SDS (w/v)) und der

Anodenpuffer (10-fach: 2 M Tris pH 8,9) wurden einfach eingesetzt.

2.9.6.3 Zweidimensionale (2D) SDS-PAGE
Bei der 2D Gelelektrophorese erfolgt zunachst die Auftrennung der Proteine nach dem
isoelektrischen Punkt (= 1. Dimension). Daran schlie8t sich die Trennung nach Molekular-
gewicht (= 2. Dimension) an. Die 2D Elektrophorese wurde mit Proben der Mutanten

tmGFP5h, tmGFP5s und IL durchgefiihrt.

Probenaufarbeitung

Die Anzucht der C. reinhardtii Mutanten erfolgte in 300 ml Minimalmedium, in einer Knie-
seapparatur bis zum Ende der logarithmischen Phase (24°C, 2,5 % CO,). Die Proteinextrak-
tion erfolgte wie unter 2.9.2 beschrieben. Es wurden pro Mutante Aliquots von je 250 g
Protein flr die Western Blot Analysen mit Aceton geféllt (2.9.5). Die Pellets wurden in
340 ul IEF-Puffer (7 M Urea, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS (w/v), 30 mM DTT, 0,002 %
Bromphenolblau (w/v), pH 7; aliquotiert und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert)

resuspendiert (30 min, Schittler).

erste Dimension - Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wurde in der IPGphor Isoelectric Focusing System Appara-
tur (Amersham) durch Streifen mit immobilisiertem pH-Gradienten mit pl 5-8 (18 cm,
Serva Elektrophoresis GmbH) durchgefihrt. Die gefillte, in IEF-Puffer resuspendierte Pro-
be wurde entlang der Kante in das Schiffchen pipettiert. Nach Abziehen der Schutzfolie
wurde der immobilisierte pH-Streifen mit der Gelseite nach unten und in richtiger Orien-
tierung luftblasenfrei auf die Probenldsung gelegt. Nach Uberschichtung mit Mineralél um
Austrocknen zu vermeiden wurde ein Kunststoffdeckel auf das Schiffchen gelegt und
dieses in die IEF-Kammer gelegt. Tabelle 2-3 listet das verwendete Programm auf. Die
Streifen wurden sofort nach dem Lauf aus der Kammer entnommen und fir die zweite

Dimension vorbereitet.

Tabelle 2-3| Verwendetes Programm der isoelektrischen Fokussierung.

Schritt Volt Dauer
1 (Rehydrierung) / 12 h
2 (Stufe) 150V 3h

3 (Stufe) 300V 3h

4 (Gradient) 1000V 6h

5 (Gradient) 8000V 2h

6 (Stufe) 8000 V 2,5h
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zweite Dimension - Auftrennung nach Molekulargewicht

Vor der Trennung der Proteine nach Molekulargewicht wurden die IEF-Gelstreifen
zunichst in Aquilibrierpuffer (50 mM Tris pH 7, 2 % SDS (w/v), 6 M Urea, 30% Glycerin
(w/v), 0,0067 % Bromphenolblau (w/v); aligotiert und bei -20°C bis zur Verwendung
gelagert) bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei erfolgt die Reduktion und Alkylierung der
Proteine sowie die Beladung mit SDS. Zuerst erfolgte die Inkubation fiir 15 min in Puffer |
(Aquilibrierpuffer + 1% DTT (w/v)) zur Reduzierung der SH-Gruppen. Im Anschluss
wurden die Streifen fir 15 min in Puffer Il (Aquilibrierpuffer + 5% lodacetamid (w/v))
inkubiert, um die SH-Gruppen zu alkylieren. Nach der Aquilibrierung wurden die Streifen
auf zuvor hergestellte SDS-Gele (2.9.6.1) gelegt und mit Agarose (300 mg Agarose, 6 ml
10-fach SDS Puffer, mit Aqua dest. auf 60 ml auffillen, aufkochen und abkiihlen lassen)

fixiert. Die Trennung der Proteine erfolgte wie unter 2.9.6.2 beschrieben.

2.9.7 Coomassie kolloidal Firbung

Zum Nachweise der Proteine im SDS-Gel wurde die kolloidale Coomassie-Farbung, basie-
rend auf der Methode nach Kang et al., angewendet [143]. Die Farbel6sung setzt sich
zusammen aus 0,02 % CBB-G250 (w/v), 5% Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat (w/v),
10 % Ethanol (v/v) und 2 % ortho-Phosphorsdure (v/v). Dabei muss bei der Herstellung
darauf geachtet werden, dass zunachst das Aluminiumsulfat in Wasser gel6st wird. Dann
EtOH zugeben, homogenisieren und CBB-G250 beimischen. Erst wenn das Aluminiumsul-
fat gelost ist wird Phosphorsaure zugeben und mit Aqua dest. aufgefillt. Die Losung ist
dunkelgriin-blaulich und weist Farbpartikel auf. Diese sind der kolloidale Zustand von
Coomassie und sollten nicht abfiltriert werden. Die Lésung wurde im Kihlschrankaufbe-
wahrt und aufgrund der geringen Haltbarkeit regelmaRig erneuert. Die Farbung erfolgte
Uber Nacht nach dreimaligem Waschen des Gels fiir je zehn Minuten mit Aqua dest., um
SDS des Laufpuffers aus dem Gel zu entfernen. Nach der Farbung wurden die Gele ledig-

lich ein paar Mal mit Wasser gewaschen und aufbewahrt.
2.10Blotting Verfahren

2.10.1 Southern und Northern Blot

Southern und Northern Blotting wurden nach Sambrook et al. durchgefiihrt [131]. Die

Herstellung DIG-markierter (Roche®) DNA-Sonden erfolgte durch PCR. Hierbei kamen fir
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die Southern Blot Analyse der AadA, GFP sowie tmRNA-Mutanten 5SrDNA-spezifische
Sonden zum Einsatz. Fir die Northern Blot Analysen wurden jeweils genspezifische
Sonden verwendet. Die Hybridisierung erfolgte tGber Nacht bei 50°C in Hybridisierungs-
puffer (5 x SSC, 50 % Formamid (v/v), 0.1 % N-Lauroylsarcosin (w/v), 0.02 % SDS (w/v),
2 % Blockingreagenz (w/v), Boehringer GmbH, Mannheim). Waschen, Blocken, Antikor-
perreaktion (Anti-DIG fab fragments (Roche®) und Detektion wurden mit dem CSPD,

Ready-to-use Kit (Roche®) entsprechend Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.10.2 Semi Dry Western Blot

Bei dem Western Blot Verfahren nach Towbin et al. [144] erfolgt der Transfer von Protei-
nen aus dem Gel auf die Oberflache einer Membran (Nitrozellulose oder PVDF) mit einer
Semi-Dry-Elektrotransferkammer. Whatman Papiere, Membran und Gel werden in Trans-
ferpuffer (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin, 20 % Methanol (v/v), 0,1 % SDS (w/v))
aquilibriert und dann zu einem Sandwich aufgebaut. Durch Anlegen einer Spannung
(15 V) fur 1 h werden die Proteine an die Oberflache der Membran gebunden und kdnnen

durch verschiedenen nachfolgende Techniken sichtbar gemacht werden.
2.11Transformation

2.11.1 Chloroplastentransformation von C. reinhardtii

C. reinhardtii Mutanten wurden durch Transformation geeigneter Deletionsmutanten
durch Beschuss mit Partikelkanone erzeugt [145]. Als Rezipient flir die Erzeugung der
psbA-Mutanten diente die Dell-Mutante, die mit PCR-Produkten transformiert wurde
[146]. Die Mutante FUD7 diente der Erzeugung der Mutanten AadA, GFP und tmGFP und
wurde mit Plasmiden beschossen. Die Selektion der Transformanten erfolgte Uber

Photoautotrophie mit Minimalmedium.

2.11.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung von chemisch kompetenten Zellen wurde die Rubidiumchlorid-Methode
verwendet. 200 ml LB-Medium wurden mit 3 ml einer Ubernachtkultur beimpft und bei
37°C auf einem Schiittler bis zu einer OD (600 nm) von 0,6-0,8 angezogen. Nach einer
15 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (4°C, 5 min, 1000 g) und in insge-
samt 0,4 Vol. Tfbl-Puffer (100 mM RbCl, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,,

15 % Glycerin (v/v)) resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis und erneuter Pelletie-
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rung (4°C, 5 min, 1000 g), wurden die Zellen in 0,04 Volumen Tfbll-Puffer (10 mM RbCl,
10 MM MOPS, 75 mM CaCl,, 15 % Glycerin (v/v)) aufgenommen und 20 min auf Eis
inkubiert. 100 ul Aliquots wurden schlieRlich in vorgeklhlte EppendorfgefaRRe Gberfiihrt

und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.11.3 Transformation von E. coli

E. coli Zellen (TG1) wurden durch die Hitzeschock-Methode nach Sambrook et al.
transformiert [131]. 100 pl chemisch kompetente Zellen wurden auf Eis mit 10 ul
Ligationsansatz fir 30 min inkubiert. Nach einem anschliefenden 60 s Hitzeschock (42°C)
und 2 min Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 900 pl SOC-Medium (2 % Trypton
(w/v), 0,5 % Hefeextrakt (w/v), 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgSQy,
20 mM Glucose). Die Zellen wurden unter Schiitteln fir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurden Aliquots auf LB-Agar Platten (1,5 % Agar-Agar), mit 100 pg/ul Ampicillin

(Sigma) ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.12Physiologische Methoden

2.12.1 Droptest

C. reinhardtii Zellen der mittleren logarithmischen Phase (entsprechend 1,5*10° Zellen),
wurden auf TAP-Agar Platten (1,5 % Agar-Agar) mit verschiedenen Konzentrationen
Spectinomycin und Streptomycin (0/0, 25/50, 50/100, 100/200, 200/400, 400/800 und
800/1600 [ug/ml] Strep/Spec) getropft und fur 14 Tage bei 24°C und kontinuierlichem
Licht (50 HE*m™*s™") inkubiert.

2.12.2 Photoinhibition

C. reinhardtii Zellen entsprechend 1500 pg Chlorophyll wurden sedimentiert (RT, 5 min,
1000 g) und das Pellet in 100 ml frischem TAP-Medium resuspendiert (Endkonzentration
15 ug Chlorophyll/ml). Die Algensuspension wurde im Thermostatisiergefal fir 45 min
bei 24°C inkubiert. Die Beleuchtung wahrend des Lichtstresses erfolgte mit Halogenstrah-
lern (Hedler H25) bei einer Lichtintensitat von 2000 uE*m'Z*s'1 (Hansatech Quantitherm
Light Meter Thermometer). Zu Versuchsbeginn, nach 30, 60 und 90 min wurden Aliquots
von je 1 ml Algensuspension entnommen, pelletiert (4°C, 5 min, 16000 g) und das Pellet

in 75 pl Puffer A (0,1 M Na,COs), 50 ul Puffer B (5 % SDS (w/v), 30 % Saccharose (w/v))
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sowie 6,25 ul Mercaptoethanol fiir 25 min auf dem Schiittler resuspendiert. Nach Zentri-

fugation wurde ein Volumen entsprechend 2 pg Chlorophyll auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.12.3 Puls-Markierung

Pulse labeling Experimente wurden wie durch Preiss et al. [123] beschrieben durchge-
fihrt. C. reinhardtii Zellen wurden in sulphatreduziertem TAP-Medium bis zur mittleren
logarithmischen Phase angezogen. Zellen entsprechend 90 pg Chlorophyll wurden pelle-
tiert (RT, 5 min, 1000 g) und in TAP-Medium bei dem alle Sulphatsalze durch Chloridsalze
ersetzt wurden auf eine Endkonzentration von 200 pg/ml Chlorophyll resuspendiert. Nach
2 h Inkubation bei Raumtemperatur im Licht (30 pE¥*m™*s™) erfolgte 15 min vor dem Puls,
die Hemmung der cytoplasmatischen Proteinbiosynthese durch Zugabe von 10 pg/ml
Cycloheximid. Die Puls-Reaktion wurde durch Zugabe von 100 uCi/ml [35S]-Sulphat
(2 mCi/ml) gestartet. Die Zellen wurden bei 21°C im Licht (80 pE*m™*s™) fir 20 min in
einem Wasserbad inkubiert. Proteinproben entsprechend 9 pug Chlorophyll wurden zu
definierten Zeitpunkten entnommen, in 80 % eiskaltem Aceton gefallt und zentrifugiert
(4°C, 10 min, 16000 g). Das getrocknete Pellet wurde in 2 x Ladepuffer (100 mM Tris
pH 6.8, 200 mM DTT, 4 % SDS (w/v), 0.2 % Bromphenolblau (w/v), 20 % Glycerol (v/v))
resuspendiert, 10 min bei 95°C inkubiert und 3 pg Chlorophyll per SDS-PAGE getrennt.
Hierbei erfolgte der Zusatz von 6 M Harnstoff im Gel. Die Gele wurden fir 1 h in 45 % Me-
thanol und 9 % Essigsaure fixiert, Vakuumgetrocknet und im Phospholmager Screen
exponiert (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA). Fir die Quantifizierung wurde die

Software IMAGE QUANT v. 1.2 der genannten Firma genutzt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden codon usage Effekte auf die Expression von Proteinen
im Chloroplast der Griinalge C. reinhardtii untersucht. Vor allem fiir die heterologe
Genexpression spielt die Codon-Anpassung eine wichtige Rolle, da neben der Beeintrach-
tigung der Translation auch die Quantitat und die Qualitat eines synthetisierten Proteins
durch bestimmte Codon-Cluster beeinflusst werden [112]. Durch Etablierung eines Codon
Test Systems konnte zunachst der Einfluss seltener Codons auf die Synthese eines plasti-
dar codierten high turnover Proteins untersucht werden [147]. In anschlieRenden Experi-
menten erfolgte die Analyse von Arg-codon usage Effekten auf heterolog exprimierte

Proteine sowie die Untersuchung des tmRNA-tagging Systems.

3.1 Etablierung eines Codon Test Systems

Die Erzeugung von psbA-Codon-Insertionsmutanten und deren physiologische sowie
biochemische Charakterisierung sollte klaren, welchen Einfluss seltene Codons auf die
Synthese des D1-Proteins haben. Diese zentrale Untereinheit des Photosyntheseappara-
tes unterliegt einer hohen turnover Rate und stellt daher ein besonders geeignetes
Modellprotein dar, um den Einfluss seltener Codons auf dessen Expression zu Gberprifen.
Es wurden unterschiedlich grolRe Peptide, die durch seltene bzw. haufige Codons ausge-
wahlter Aminosauren codiert werden, in die D-de loop-Region des D1-Proteins inseriert
(Abb. 3-1). Fir diesen Bereich konnte bereits gezeigt werden, dass ohne Funktionsverlust

des Proteins verschiedene Insertionen moglich sind [113,114].

0 .o Abb. 3-1]| Sch.mem.atische Darstellung

des D1-Proteins. Die  Transmembran-
N helices sind durch die Buchstaben A-E
gekennzeichnet. Der N-Terminus (N) ist
im Stroma, der C-Terminus (C) im
de Lumen lokalisiert. Das Scherensymbol
deutet die Prozessierung des C-
A B o} D E terminalen Telopeptides durch die
CtpA an. Das schwarze Viereck
markiert die Peptidinsertionen
zwischen den Aminosduren Y237 und
R238 in der D-de loop-Region.

Stroma

Lumen N/ @ c

Anhand der codon usage Tabelle des Chloroplasten (Anhang Il) wurden die Aminosauren

Arg, Leu, Ser, Ala und Gly fiir die Insertionskonstrukte ausgewahlt, da deren selten
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genutzten synonymen Codons im Vergleich zu anderen Aminosduren die geringste
Nutzungsfrequenz im Plastom aufweisen und nicht zur Codierung des psbA-Gens verwen-
det werden. Fir die Transformation wurde die Dell-Mutante genutzt [146], die aufgrund
einer 425 bp groRRen Deletion im psbA-Gen nicht in der Lage ist photoautotroph zu wach-
sen. Durch Transformation mit Hilfe der Partikelkanone kann die Deletion ersetzt und
Transformanten Uber photoautotrophes Wachstum auf Minimalmedium selektiert
werden. Die Zellen wurden mit PCR-Fragmenten tranformiert, die die Codons der gewahl-
ten Aminosauren in unterschiedlicher Anzahl sowie homologe Bereiche zum Plastom der

Dell-Mutante enthielten. Tabelle 3-1 fasst das Transformationsergebnis zusammen.

Tabelle 3-1| Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante. Dargestellt sind die gewahlten Aminsoduren
und die entsprechenden seltenen sowie haufigen Codons, die in das psbA-Gen inseriert werden sollten.
Deren Nutzungsfrequenz im Plastom sowie im psbA-Gen ist in Prozent angegeben. AulRerdem ist die Anzahl
der Codons fiir die Transformationskonstrukte sowie das Ergebnis der Selektion der Transformanten Gber
photoautotrophes Wachstum dargestellt. Die mit Sternchen markierten Aminosauren bezeichnen zufallig
erhaltene Transformanten, die aus dem Beschuss mit 1 x CGG hervorgingen. N.a. = nicht anwendbar.

Aminosaure Codon Freq (%) Freq (%) Anzahl zu testender ~ Anzahl erhaltener
Chloroplast psbA Gen inserierter Codons inserierter Codons
Arg CGG 0.052 0 1,2,3,5,10 0
AGG 0.086 0 1,2,3,5,10 0
CGT 3.24 4.25 1,2,3,5,10 1,2,3,5,10
Leu CTC 0.105 0 1,2,3,5,10 1,2
TTA 7.774 51 1,2,3,5,10 1,2,3
Ser TCC 0.277 0 1,3,5,10 1,3
TCA 2.2 4.53 1,3,5,10 1,3,5
Ala GCG 0.329 0 1,5,10 1,5,10
GCT 3.397 7.08 1,5,10 1,5,10
Gly GGG 0.37 0 1,5,10 1,5
GGT 4,403 8.5 1,5,10 1,5
Arg* CGA 0.337 0 n.a. n.a.
CGC 0.412 0 n.a. n.a.
Gly* GGG 0.37 0 n.a. n.a.
GIn* CAG 0.412 0 n.a. n.a.
Pro* CCG 0.236 0.57 n.a. n.a.
Trp* TGG 1.35 2.83 n.a. n.a.

Bereits das Transformationsergebnis lies Riickschliisse ber den Einflusses der seltenen
Codons auf die Translation des high turnover Proteins zu. Trotz mehrfacher und unabhan-

giger Transformationsversuche der Dell-Mutante konnten keine photoautotroph
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wachsenden Mutanten mit selten genutzten Arg-Codons (CGG oder AGG) im psbA-Gen
erzeugt werden. Die Erzeugung von Mutanten mit bis zu zehn haufig genutzten Arg-
Codons gelang hingegen problemlos. Aus dem Beschuss von 50 x 1,5%10’ Zellen (statt der
tiblich genutzten 5 x 1,5%10 Zellen) mit den Konstrukten 1 x CGG bzw. 1 x AGG resultier-
ten zwar sechs Transformanten, die Sequenzierungen ergaben aber, dass keine das
gewlinschte Konstrukt enthielt. In jedem Fall kam es zur Veranderung des CGG-Codons
(Tabelle 3-1), entweder zu einem haufiger genutzten Arg-Codon (CGA, CGC) oder zu
selten genutzten Codons anderer Aminosauren (Trp (TGG), Gly (GGG), Pro (CCG) und GlIn
(CAG)). Offensichtlich haben selten genutzte Arg-Codons einen so drastischen Effekt auf
die D1-Synthese, dass keine Selektion der Transformanten lber photoautotrophes Wach-
stum moglich ist. Auch flr die Aminosauren Leu und Ser waren Unterschiede im Ergebnis
der Transformation erkennbar. Die Insertion von drei haufig genutzten Leu- und flnf
haufig genutzten Ser-Codons war erfolgreich, aber lediglich Mutanten mit zwei selten
genutzten Leu- und drei selten genutzten Ser-Codons konnten erzeugt werden. Keine
Unterschiede waren fiir die Mutanten mit Ala- bzw. Gly-Codons zu erkennen. Sowohl die
Erzeugung von Mutanten mit zehn haufig als auch zehn selten genutzten Ala-Codons
sowie die Erzeugung von Mutanten mit finf haufig bzw. finf selten genutzten Gly-Codons
waren erfolgreich. Die Insertion von zehn Codons in den loop-Bereich des D1-Proteins
gelang nur fiir die Aminosauren Arg und Ala. Mogliche Konformationsanderungen durch
Insertion von Cluster der anderen Aminosauren kénnten zum Funktionsverlust des D1-
Proteins flihren. Effekte auf mRNA-Level, wie z.B. die Bildung von Sekundarstrukturen,
wurden durch die Analyse mit dem mRNA-Vorhersage-Programm GenBee [148] weitge-

hend ausgeschlossen.

Als Voraussetzung flir die folgende vergleichende physiologische und biochemische
Analyse der Mutanten zur Ermittlung von codon usage Effekten, musste jeweils eine Mu-
tante mit Insertion selten genutzter Codons sowie die zugehdrige Mutante mit gleicher
Anzahl an haufig genutzten Codons vorliegen. Zudem wurden die Mutantenpaare mit der
hochsten Anzahl inserierter Codons gewahlt, da codon usage Effekte vermutlich mit stei-
gender Anzahl Tripletts deutlicher ausfallen. Dies war der Fall fiir die Paare Leu2, Ser3,
Gly5 und Ala10. Die Bezeichnung der Mutanten erfolgte gemaR des Dreibuchstabencodes
der jeweiligen Aminosaure und die Zahl entspricht der Anzahl inserierter Codons. Im

Folgenden bezeichnet ein ,,s“ Mutanten mit seltenen Codons, ,h“ steht fir Mutanten mit
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haufigen Codons. Fiir die physiologische Charakterisierung unter Standardbedingungen
wurden Wachstumsraten erstellt und die Sauerstoffproduktionsrate sowie die PSII-
Effizienz ermittelt. Ein Einfluss der Insertionen auf die physiologische Leistung der Mutan-
ten wird durch den Vergleich der Ergebnisse mit denen der IL-Mutante, die lber ein
intronloses psbA-Gen verfligt, deutlich. Anhand des paarweisen Vergleiches der Mutan-

ten kénnen codon usage Effekte analysiert werden.

3.1.1 Sequenzierung und Test auf Homoplasmie

Fiir die Bestatigung der korrekten Sequenz des psbA-Gens der Transformanten wurden
PCR-Fragmente amplifiziert und von der Firma Seqlab (Go6ttingen) sequenziert. Im

Anhang lll sind die Elektropherogramme der mutierten Bereiche zu finden.

Vor der physiologischen und biochemischen Charakterisierung der Mutanten musste zu-
dem der homoplasmische Zustand des psbA-Gens nachgewiesen werden. Da das Plastom
in mehrfacher Kopie vorliegt, existieren unmittelbar nach der Transformation sowohl
Kopien des Transgens als auch des Rezipientenstammes und man spricht von Heterp-
lasmie. Nach mehreren Generationszyklen unter selektiven Bedingungen erhalten nach
und nach alle Kopien des Plastoms das eingebrachte Genfragment und man spricht von
Homoplasmie. Der Nachweis dieses Zustandes erfolgte durch PCR mit psbA-spezifischen
Primern unter Mitfihrung des Rezipientenstammes Dell sowie der IL-Mutante. Abb. 3-2
zeigt das ca. 300 bp-Fragment der Dell-Mutante und das ca. 700 bp-grolRe Fragment der
IL-Mutante sowie der Transformanten. Das Rezipientenfragment konnte nicht amplifiziert

werden, wodurch der homoplasmische Zustand eindeutig nachgewiesen ist.
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Abb. 3-2| Test der psbA-Mutanten auf Homoplasmie. Dargestellt sind die Ergebnisse der PCR-
Reaktionen mit den psbA-spezifischen Primern Dau4 (forward) & Dau2 (reverse) im Agarosegel (1 %
Agarose (w/v) + EtBr). Die PCR wurde an genomischer DNA der Transformanten Leu2, Ser3, Alal0
und Gly5 sowie den Kontrollen IL und Dell durchgefiihrt. Marker (M) = 100 bp Plus (Fermentas).
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3.1.2 Wachstumsraten

Wachstumsraten liefern Aussagen dariber, ob die Insertionen bzw. die unterschiedliche
Codon-Nutzung Einfluss auf das photoautotrophe Wachstum der Mutanten haben. Dafir
wurden Wachstumskurven in Flussigkultur erstellt und innerhalb der logarithmischen

Wachstumsphase die Wachstumsraten (= AOD7sonm / Zeiteinheit) ermittelt.

Im Vergleich der Wachstumsraten der Mutanten mit der Referenzmutante IL zeigen
lediglich die Mutanten Alal0h, Alal0s und Ser3s reduzierte Werte von etwa 90 % auf
(Abb. 3-3 (A)). Da die Ala-Mutanten zehn zusatzliche Aminosduren im loop-Bereich des
D1-Proteins tragen, konnten strukturelle Veranderungen aufgrund der Insertion die
reduzierte Wachstumsrate erklaren. Die Mutante Leu2h weist eine Wachstumsrate von
ca. 110 % auf und die Werte der Gbrigen Mutanten liegen im Schwankungsbereich der IL-

Mutante. Demnach kann ein Einfluss der Insertion auf das photoautotrophe Wachstum

ausgeschlossen werden.

Um Aussagen hinsichtlich codon usage Effekten zu treffen wurden die Wachstumsraten
der jeweiligen Mutanten mit hdaufigen Codons 100 % gesetzt und die Raten der Mutanten
mit seltenen Codons diesem Wert gegenilber gestellt. Aus Abb. 3-3 (B) werden keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Wachstumsraten der Mutantenpaare deutlich,
was darauf hinweist, dass die codon usage der Mutantenpaare Leu2, Ser3, Gly5 und Alal0

unter Standardbedingungen keinen Einfluss auf das photoautotrophe Wachstum hat.
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Abb. 3-3] Wachstumsraten der psbA-Mutanten. Ermittelt wurden die Wachstumsraten in
Minimalmedium, bei 24°C, unter Schwachlicht (50 uE*m'z*s'l) und konstanter Begasung mit CO,-Luft
(2,5%-97,5 %) wahrend der logarithmischen Wachstumsphasen durch Berechnung von
AODysg o /Zeiteinheit. (A): Wachstumsraten der Mutanten mit hdufigen (graue Balken) und seltenen
Codons (weilRe Balken) bezogen auf die Wachstumsrate der Referenz IL (100 %, hellgrauer Balken). (B):
Wachstumsraten der Mutanten mit seltenen Codons (weiRe Balken) bezogen auf die Wachstumsraten der

Mutanten mit haufigen Codons (100 %, graue Balken). Die Standardabweichungen resultieren aus vier
unabhangigen Messreihen.
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3.1.3 Sauerstoffproduktionsrate

Die psbA-Insertionen sowie die unterschiedliche codon usage kénnen Einfluss auf die
Lichtreaktion der Photosynthese und folglich auf die Sauerstoffproduktion der Mutanten
haben. Hinweise Uber negative Auswirkungen der Mutationen auf den Elektronentrans-
port im PSII, liefert die Messung der Sauerstoffproduktion ganzer Zellen mit einer Sauer-

stoffelektrode. Der von den Algen veratmete Sauerstoff wird dabei nicht bericksichtigt.

Aus Abb. 3-4 (A) wird deutlich, dass die Werte der Sauerstoffproduktionsraten (SPR) der
Mutanten Leu2h, Ser3s, Alal0h und Alal0s gegeniiber der SPR der IL-Mutante (= 100 %)
etwa 10-20 % reduziert sind. Die Werte der Mutanten Gly5, Leu2s und Ser3h liegen im
Schwankungsbereich der SPR der IL-Mutante. Die reduzierten Werte beider Ala-Mutanten
weisen auf einen Einfluss der Insertion von zehn Aminosauren in die loop-Region des D1-
Proteins auf dessen Photosyntheseleistung hin. Die verminderten SPR der Mutanten
Leu2h und Ser3s sind nicht durch die Insertion zusatzlicher Aminosauren zu erkldren, da

die D1-Sequenzen mit denen der Mutanten Leu2s bzw. Ser3h Ubereinstimmen.

Vergleicht man die SPR der Mutanten untereinander (Abb. 3-4 (B)) wird der deutliche
Unterschied der Werte des Ser-Paares erkennbar. Mutante Ser3s weist eine um etwa 20-
30 % verminderte Photosyntheseleistung gegeniiber der Mutante Ser3h auf, was auf ei-
nen codon usage Effekt hindeutet. Aufgrund der seltenen Ser-Codons im psbA-Gen kénn-
te die de novo Synthese des D1-Proteins in Mutante Ser3s verzogert ablaufen. Die SPR der
Mutanten-Paare Alal0 und Gly5 zeigen im Vergleich der Mutanten untereinander keine
deutlichen Unterschiede. Der Vergleich des Leu-Paares zeigt eine etwa 20 % bessere SPR

von Mutante Leu2s gegeniiber der Mutante Leu2h auf.
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Abb. 3-4| SPR der Mutanten. Die Messungen erfolgten bei einer Lichtintensitit von 250 pE*m?*s™ und
24°C. (A) Werte der Mutanten (hdufige Codons = graue Balken, seltene Codons = weilRe Balken) bezogen auf
die SPR der IL-Mutante (hellgrauer Balken). (B) Werte der Mutanten mit seltenen Codons (weiR) bezogen
auf die SPR der Mutanten mit haufigen Codons (grau). Die Standardabweichungen resultieren aus vier
unabhdngigen Messungen.
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3.1.4 Photosystem II Effizienz

Die Messung der PSII-Effizienz gibt Aufschluss dariiber, ob die Insertionen im loop-Bereich
des D1-Proteins Auswirkungen auf dessen Funktion haben. Die vom Chlorophyll absor-
bierten Photonen werden nicht nur fiir die Photochemie genutzt, sondern kénnen sowohl
als Warme als auch in Form von Fluoreszenz abgegeben werden. Erfasst man den Wert
der Chlorophyllfluoreszenz, hat man ein Werkzeug zur Ermittlung der maximalen Quan-
tenausbeute des PSIl (Fv/Fm) und somit ein MaR fur die Photosyntheseleistung [149].
Fv entspricht hierbei der variablen und Fm der maximalen Fluoreszenz. Sollte sich die
Insertion der zusatzlichen Aminosauren negativ auf die Photosyntheseleistung auswirken,
sinkt der Wert der Quantenausbeute. Um dies zu liberprifen wurde von allen Mutanten
der Fv/Fm Wert ermittelt und mit dem Wert der Referenzmutante IL verglichen (Tabelle
3-2). Codon usage Effekte sind anhand dieser Messung nicht zu erwarten, da diese eine

Momentaufnahme der PSII-Effizienz darstellt.

Aus Tabelle 3-2 wird deutlich, dass alle Mutanten etwa 10-15 % reduzierte Quantenaus-
beuten gegeniber der IL-Mutante (75 %) zeigen. Die Insertionen zusatzlicher Aminosau-
ren vermindern die Effizienz der PSII-Quantennutzung und haben eine schlechtere
Photosyntheseleistung des PSIlI zur Folge. Codon usage Effekte werden nicht deutlich, da
keine Mutante mit seltenen Codons schlechtere Fv/Fm Werte als die jeweilige

Vergleichsmutante mit haufigen Codons zeigt.

Mutante Fv/Fm Tabelle 3-2| Fv/Fm-Werte der
IL 0,745 + 0,021 Mutanten. Die Mutant.en V\{urden

bis zur logharithmischen

Leu2h 0,64 £ 0,020 Wachstumsphase in TAP-
Leu2s 0,665 + 0,025 Medium, bei 24°C und einer
Ser3h 0,635 + 0,005 Lichtintensitdt von 30 uE*m>*s™

angezogen und auf eine OD

Ser3s 0,625 £ 0,005 (750 nm) = 1 verdinnt. Vor jeder
Alal0h 0,605 + 0,005 Messung erfolgte eine  ein-
Alal0s 0,615 + 0,005 minitige Dunkeladaption. Die
Glysh 0,66 * 0,030 S'tandardabwel.chungen (i) rgsul—

tieren aus vier unabhangigen
Gly5s 0,66 £ 0,020

Messungen.

Eine Beeintrachtigung der D1-Proteinexpression durch seltene Leu-, Ser-, Ala-, oder Gly-
Codons konnte anhand der Versuche unter Standardbedingungen nicht eindeutig gezeigt
werden. Lediglich die Ergebnisse der Serinmutanten weisen auf codon usage Effekte hin.

Fiir weitere Analysen wurden darum Versuche unter Stressbedingungen gewahlt.
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3.1.5 Analyse der D1-Level unter Starklichtbedingungen

Die Syntheserate des D1-Proteins steigt bei hohen Lichtintensitaten aufgrund seiner irre-
versiblen Schadigung durch die vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wie
Singulettsauerstoff (*0,) und dem Superoxidradikal (Oy), [107-109,150,151]. Diskutiert
wird hierbei auch ein direkter Suppressor-Effekt der ROS auf die Proteinbiosynthese
[108]. Um den Elektronentransport (iber der Thylakoidmembran aufrecht zu erhalten
muss das D1-Protein permanent abgebaut und neu synthetisiert werden [110]. Sollten die
seltenen Codons einen zusatzlichen inhibierenden Effekt auf die D1-Synthese haben, wird
dieser unter Starklichtbedingungen durch eine Abnahme der D1-Level deutlich. Zur Erfas-
sung dieser unter Lichtstress wurden die Mutanten Uber einen Zeitraum von 90 min mit
hoher Lichtintensitdt bestrahlt und Western Blot Analysen mit anschlieBender densito-

metrischer Auswertung der D1-Banden durchgefiihrt.

In Abb. 3-5 ist auch nach 90 mindtiger Bestrahlung in allen Mutanten eine D1-Bande zu
erkennen. Eine deutliche Abnahme der Intensitat der Blotbande in Abhangigkeit von der
Bestrahlungszeit ist vor allem fiir Mutante Ser3s erkennbar. Die Blots der anderen Mutan-
ten hingegen zeigen kaum Unterschiede der D1-Intensitaten in Abhangigkeit von der
Bestrahlungszeit. Da die optische Einschatzung der Blots keine aussagekraftigen Anhalts-
punkte liber den D1-Gehalt liefert, wurden die densitometrischen Auswertungen der
Blots fur jede Mutante in Abhangigkeit der Zeit als Balkendiagramm dargestellt. Zur
besseren Ubersicht wurden dabei einige Zeitpunkte ausgelassen. Vergleicht man die D1-
Level der Leu- (Abb. 3-5 A) oder Gly-Mutanten (Abb. 3-5 D) untereinander, wird kaum ein
Effekt der selten genutzten Codons auf die D1-Translation erkennbar. Die D1-Level der
Mutanten mit haufigen Codons unterscheiden sich nicht wesentlich von den D1-Level der
Mutanten mit seltenen Codons. Das Ala-Paar (Abb. 3-5 C) zeigt einen geringen Einfluss
der Insertion auf das steady-state level des D1-Proteins, jedoch ist dies kein Effekt der
codon usage, sondern vermutlich das Resultat der Insertion zehn zusatzlicher Aminosau-
ren im loop-Bereich des D1-Proteins. Vergleicht man den D1-Gehalt von Mutante Ser3s
mit dem D1-Gehalt von Mutante Ser3h wird ein deutlicher codon usage Effekt auf die D1-
Synthese erkennbar (3-5 B). Nach 90 min Starklichtstress ist das D1-Level in Mutante
Ser3s um fast 80 % reduziert, wohingegen der D1-Gehalt in Mutante Ser3h nur um knapp

15 % zurlick geht.
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Abb. 3-5| D1-Protein Level der Mutanten mit hiufigen (graue Balken) und seltenen (weiBBe Balken)
Codons wahrend Starklichtbestrahlung sowie zugehorige reprasentative Western Blot Analysen. Zellen
(entsprechend 15 pg Chlorophyll/ml) der Mutanten (A) Leu2h/Leu2s, (B) Ser3h/Ser3s, (C) Alal0h/Alal0s
und (D) Gly5h/Gly5s wurden fir 90 min mit Starklicht bestrahlt (2000 pE*m?*s™). Zu definierten
Zeitpunkten wurde Gesamtzellprotein isoliert und Aliquots entpsrechend 3 pg Chlorophyll durch SDS-
PAGE getrennt, auf Nitrocellulose Ubertragen und mit D1-spezifischem Antikérper inkubiert. Die
Entwicklung erfolgte durch die Reaktion der alkalischen Phosphatase des sekundaren Antikérpers mit
NBT/BCIP. Dargestellt ist fur jede Mutante die D1-Bande. Die prozentualen D1-Level sind in Abhangigkeit
der Zeit angegeben und wurden mit AIDA-Software quantifiziert. Die Standardabweichungen resultieren
aus funf unabhangigen Wiederholungen.

3.1.6 PSII-Effizienz unter Starklichtbedingungen

Die Ser-Mutanten zeigten in den Western Blot Analysen die deutlichsten Unterschiede
der D1-Level unter Starklichtbedingungen und somit hinsichtlich codon usage Effekten
und wurden deshalb in weiteren Experimenten ndher analysiert. Die Messung der PSII-
Effizienz unter Starklichtbedingungen (1500 pE*m2*s™) sollte den Einfluss seltener Ser-

Codons auf die Synthese des D1-Proteins verdeutlichen (Abb. 3-6 (A)).
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Diese spiegelt die Ergebnisse der Western Blot Analysen wieder und verstarkt die An-
nahme, dass in Mutante Ser3s die D1-Synthese sowie der Ersatz des lichtgeschadigten D1-
Proteins verzogert ablaufen. Es wird deutlich, dass der Fv/Fm-Wert von Mutante Ser3s
schneller und auf einen kleineren Wert sinkt als der von Mutante Ser3h. Mutante Ser3h
hingegen kann vermutlich problemlos die geschadigten D1-Proteine effizient durch de

novo Synthese ersetzen.

Im weiteren Verlauf sollte geklart werden, ob nach Starklichtstress die D1-Resynthese
unter Schwachlichtbedingungen in Mutante Ser3s ebenfalls verzégert ist, oder die
seltenen Codons unter den gednderten Bedingungen eine normale D1-Translation ermog-
lichen. Abb. 3-6 (B) zeigt, dass der Fv/Fm-Wert von Mutante Ser3s zunachst schneller und
auf einen kleineren Wert als der Wert der Mutante Ser3h sinkt. Fallt der Stressfaktor Licht
aus, erfolgt die D1-Resynthese im Schwachlicht in beiden Mutanten etwa in gleichem
MaRe. Die Fv/Fm-Werte steigen nach einiger Zeit im Schwachlicht in beiden Mutanten an,
was darauf hindeutet, dass der Einfluss der seltenen Ser-Codons auf die Expression des

D1-Proteins nur unter Stressbedingungen zum Tragen kommt.

(A) B, o Seris

0,6 {

Fv/Fm
Fv/Fm

0,4

0,2

0,0 T T T T T J v r r r r J
0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50 60

Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 3-6| PSII-Effizienz der Mutanten Ser3h (Schwarze Kastchen) und Ser3s (weie K&stchen) nach
Starklichtbestrahlung mit 1500 uE*m’Z*s’l. (A) 30 min Bestrahlung. (B) Bestrahlung fiir 15 min mit
anschlieRender Inkubation der Zellen bei 10 uE*m™*s™. Das gelbe Kistchen in Abbildung (B) markiert die 15
minitige Bestrahlungszeit. Fiir die Messung wurden 300 pl Aliquots eingesetz und vor jeder Messung fir
eine Minute dunkel inkubiert. Die Standardabweichungen resultieren aus vier unabhangigen Messungen.

3.1.7 invivo Markierung des D1-Proteins

Die in vivo Markierung von Proteinen mit radioaktiven Substanzen ist eine sehr sensitive
Methode, die genaue Aussagen Uiber Translationsvorgiange in lebenden Zellen liefern
kann. Durch Verwendung von radioaktiv markiertem Schwefel, der zu den Zellen gegeben

und in de novo synthetisierte Proteine eingebaut wird, ist es moglich ein Abbild der
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plastiddaren D1-Synthese zu erstellen. Zur Hemmung der cytoplasmatischen Proteinbio-
synthese wurde vor der Inkubation mit Schwefel Cycloheximid zu den Zellen gegeben,
wodurch Uberlagerungen der D1-Banden mit kerncodierten Proteinen, die der GréRe des
D1-Proteins entsprechen, ausgeschlossen werden sollten. Fihrt die Insertion selten
genutzter Ser-Codons in der Nucleotidsequenz des psbA-Gens zur verzogerten Translation
des D1-Proteins, wird die D1-Bande in Mutante Ser3s zu einem spateren Zeitpunkt
sichtbar als in Mutante Ser3h. Fihrt ein Pausieren der Ribosomen wahrend der Elongati-
on des D1-Proteins zur Akkumulation von Translationsintermediaten kdnnen zusatzliche

Banden detektiert werden.

In Abb. 3-7 ist die Puls-Markierung nach drei, vier, finf und zehn Minuten dargestellt. In
beiden Mutanten ist nach vier Minuten das D1-Vorlauferprotein (pD1) bei ca. 32 kDa zu
sehen. Gut erkennbar ist das Ergebnis der Prozessierung durch die plastidar lokalisierte
Protease CtpA, die in C. reinhardtii acht Aminosauren am C-terminalen Ende des D1-
Precursors entfernt, um das reife und funktionstiichtige D1-Protein (D1) zu erhalten [152].
Auffallig ist die zusatzliche ca. 20 kDa grolRe Bande (Tl), die nach etwa vier Minuten nur in
Mutante Ser3s sichtbar wird. Moglicherweise handelt es sich hierbei um ein Translations-
intermediat des D1-Proteins, das aufgrund der selten genutzten Ser-Codons akkumuliert.

Diese Bande wird in Mutante Ser3h nicht detektiert.

10 min Abb. 3-7| In vivo Markierung
der plastiddren Proteine von
Mutante Ser3s (rechts) und
Ser3h (links). Mit Cycloheximid
vorbehandelte Zellen wurden
mit **S markiertem Schwefel im
Licht (80 uE*m™*s™) fiir 3,4,5
pD1 und 10 min inkubiert. Zu
genannten Zeitpunkten wur-
den Proben entsprechend 3 pg
D1 Chlorophyll aufgearbeitet, per
SDS-PAGE getrennt und mit mit
der Software Image Quant
Tl v.1.2 ausgelesen. Die GroRen
des Markers sind am linken
Rand eingezeichnet. Der D1-
Precursor (pD1), das reife D1-
Protein (D1) sowie ein 20 kDa
Translationsintermediat (TI) in
Mutante Ser3s sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

50 kDa -

30 kDa -

15 kDa -

Ser3h N Ser3s
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3.2 Der Einfluss selten genutzter Arg-Codons auf die heterologe

Proteinexpression

Das oben beschriebene Codon Test System zeigte Effekte seltener Ser-Codons auf die
Synthese des D1-Proteins unter Stressbedingungen auf und lieferte anhand der Transfor-
mationsergebnisse der psbA-Mutanten eindeutige Hinweise liber codon usage Effekte auf
die plastidare Proteinexpression. Hier zeigte sich vor allem ein Einfluss selten genutzter
Arg-Codons, deren Insertion in die Sequenz des psbA-Gens keine Selektion der Trans-
formanten auf photoautotrophes Wachstum zulieB. Auch in der Literatur gibt es Hinweise
auf negative Effekte seltener Arg-Codons, so dass in weiteren Experimenten deren
Einfluss auf die plastiddare Proteinbiosynthese naher untersucht werden sollte. Daflr
wurden das Markergen aadA sowie das Reportergen GFP fir eine Expression im

Chloroplasten gewahlt.

Das aadA-Gen ist nicht an die plastidare codon usage adaptiert und enthalt demnach
seltene Arg-Codons. Zunachst sollten Mutanten erzeugt werden, die ein Arg-Codon adap-
tiertes aadA-Gen exprimieren. Zur Analyse von Arg-codon usage Effekten sollten diese
physiologisch und biochemisch mit Mutanten verglichen werden, die ein nicht Arg-Codon

adaptiertes aadA-Gen exprimieren.

Die Fusion von Arg-tags unterschiedlicher codon usage an die Sequenz des GFP-Gens,
sollte weitere Hinweise Uber Arg-codon usage Effekte liefern. Da diese auch als Ausloser
des tmRNA-tagging-Systems fungieren konnen, sollte zudem Hinweisen zur Existenz
dieses Systems im Plastiden nachgegangen werden. Der tmRNA-Mechanismus ist in
Bakterien gut untersucht [118,153,154] und stellt meist einen essentiellen Weg des ribo-
somalen Recyclings dar [155,156]. In einigen Plastiden wird die Existenz dieses Systems
vermutet [157,158], doch liegen fiir den Chloroplasten von C. reinhardtii dazu derzeit
keine Erkenntnisse vor. Aufgrund des prokaryotischen Ursprungs der Plastiden liegt es
jedoch nahe, dass dieses System in den Organellen existierte bzw. noch existiert. Flr die
tmRNA-Markierung fehlerhafter Peptide sind, neben dem tmRNA-Molekiil, Cofaktoren
wie das small protein B (kurz SmpB) noétig [159]. Der Nachweis eines SmpB-Homologes in
Plastomen fehlt bislang, doch wird diskutiert, dass eine kerncodierte Variante dieses
Proteins im Chloroplasten wirksam ist oder plastidare tmRNAs ohne diesen agieren [63].

Sollte das tmRNA-System im Plastiden von C. reinhardtii im Verlauf der Evolution verloren
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gegangen sein, konnten Cofaktoren noch existieren. Durch die Insertion der tmRNA-
Sequenz eines Cyanobakteriums und eines Reporterproteins mit einem tag seltener Arg-
Codons sollten Hinweise gesammelt werden, ob das tagging auch im Chloroplast von

C. reinhardtii stattfindet.
3.2.1 Erzeugung der AadA-, GFP- und tmGFP-Mutanten

3.2.1.1 Insertion des aadA-Gens in das Plastom von C. reinhardtii

Das aus E. coli isolierte aadA-Gen [160,161], codiert fiir eine Streptomycin-3"-
adenylyltransferase, die Aminoacylantibiotika wie Streptomycin oder Spectinomycin ent-
giftet [115]. Da es ein hohes Mal} an Resistenz vermittelt, dient es haufig als Selektions-
marker fiir die Chloroplastentransformation [87,116,117]. Insgesamt enthdlt das
aadA-Gen flr C. reinhardtii drei sehr selten (1 x CGG, 2 x AGG) und zwei selten genutzte
Arg-Codons (2 x CGA) sowie seltene Leu- und einige andere seltene Codons. Calderone et
al. [55] konnten in E. coli zeigen, dass lediglich der Austausch selten genutzter Arg-Codons
in haufig genutzte eine hohere Proteinausbeute liefert. Um zu priifen, ob dies auch im
Plastiden von C. reinhardtii gilt, wurden Mutanten mit einem Arg-Codon adaptierten
aadA-Gen erzeugt (AGG, CGG - CGT). Dabei wurde auch eines der selten genutzten Arg-
Codons (CGA) durch das CGT-Codon ersetzt, da es in unmittelbarer Ndhe des CGG-Codons
liegt. Die so erhaltenen Mutanten (AadAh) konnten physiologisch und biochemisch mit
Mutanten verglichen werden, die das E. coli aadA-Gen exprimieren (AadAs, [125]). Durch
Golden Gate Cloning gelang die Erstellung von Plasmiden (pCWS5), die neben der Sequenz
des psbA-Gens zur photoautotrophen Selektion der Transformanten, die Arg-adaptierte
aadA-Gensequenz enthielten. Als Promotor und 5'-UTR wurden die jeweiligen Sequenzen
des psbD-Gens gewdhlt, das fiir die D2-Untereinheit des PSIl codiert. Als 3'-UTR Sequenz
diente die Sequenz der psbA 3'-UTR. Da zum Zeitpunkt der Erzeugung der Mutanten keine
Antikorper gegen das AadA-Protein verfiigbar waren, wurde fiir die spatere Detektion der
Proteine ein Hamagglutinin-tag (kurz HA-tag) an die aadA-Gensequenz fusioniert. Fir die
Transformation wurde die Deletionsmutante FUD7 genutzt und Transformante auf
Photoautotrophie selektiert. Abb. 3-8 (S. 54) zeigt schematisch die homologe Rekombina-
tion zwischen pCW5 und dem FUD7-Plastom.
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3.2.1.2 Insertion des GFP-Gens in das Plastom von C. reinhardtii

Das aus Aequorea aequorea stammende GFP-Protein dient, wie auch in der vorliegenden
Arbeit, haufig als Reporter flir Untersuchungen der plastiddaren Genexpression [162—164].
Durch Golden Gate Cloning gelang die Erstellung von Plasmiden (pCW3 und pCW4) zur
Transformation der Deletionsmutante FUD7 erstellt. Diese Plasmide enthielten neben der
psbA-Sequenz, fir die photoautotrophe Selektion der Transformanten, die Sequenz des
GFP-Gens [165]. Die GFP-Expression erfolgt Gber den psbD-Promotor, die psbD 5'-UTR
sowie die psbA 3'-UTR. Zur Reinigung, zum Nachweis und fiir eine potentielle Puls-
Markierung des GFP-Proteins wurden die Sequenzen eines HA-tags, eines 10 x His-tags
und drei Met-Codons an dessen 3'-Ende fusioniert. Um codon usage Effekte auf die Ex-
pression des Reporters untersuchen zu kénnen, wurde auBerdem das C-terminale Ende
mit einem flinffach Arg-tag unterschiedlicher codon usage versehen. So konnten Mutan-
ten mit finf haufig genutzten Arg-Codons (GFP5h) physiologisch und biochemisch mit
Mutanten verglichen werden, die flinf selten genutzte Arg-Codons aufweisen (GFP5s).
Abb. 3-8 (S. 54) zeigt schematisch die homologe Rekombination zwischen pCW3 / pCW4
und dem FUD7-Plastom.

3.2.1.3 Insertion einer tmRNA in das C. reinhardtii Plastom
In diesem Versuchsansatz wurde die Deletionsmutante FUD7 mit Plasmiden (pCW6 und
pCW?7) transformiert, die neben der Sequenz des psbA-Gens, die Sequenzen eines Repor-
terproteins (= GFP) und einer tmRNA enthielten. Die GFP-Sequenz entsprach vollstandig
der Sequenz der Mutanten GFP5h und GFP5s (ebenfalls unter der Kontrolle des psbD-
Promotors, der 5'-UTR psbD sowie der 3'-UTR psbA). Die Sequenz der tmRNA [126] wurde
durch PCR an genomischer DNA des Cyanobakteriums Synechocystis sp PCC680 amplifi-
ziert und dabei der urspriingliche tmRNA-tag durch einen Myc-tag ersetzt. Dadurch sollte
der Abbau potentiell getaggter GFP-Proteine verhindert und deren Detektion mit Myc-
spezifischem Antikorper moglich werden. Das tmRNA-Konstrukt wurde unter Kontrolle
des plastidaren rbcL-Promotors in das Plastom inseriert. Die resultierende Mutante
tmGFP5h exprimiert ein GFP-Protein mit einem Arg-tag, der durch haufige Codons
verschlusselt wird und Mutante tmGFP5s exprimiert das GFP-Protein mit einem Arg-tag,
der durch seltene Arg-Codons verschliisselt wird. Durch die vergleichende biochemische
Analyse sollte ein potentielles tagging untersucht werden. Abb. 3-8 (S. 54) zeigt schema-

tisch die homologe Rekombination zwischen pCW6 / pCW7 und dem FUD7-Plastom.
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Abb. 3-8| Homologe Rekombination zwischen FUD7-Plastom und den Plasmiden pCW (3-7). Dargestellt
sind die Bereiche der Plastomsequenzen zwischen den Restriktionsschnittstellen 5'-EcoRIl und 3'-BamHI.
Hellgrau = psbA-Gen mit 5'-und 3'-UTR. Dunkelgrau = Insert (aadA = Arg-Codon adaptiertes aadA-Gen, HA =
Hamagglutinin-tag, GFP = GFPct, 10 x His = 10 fach His-tag, 3 x Met = 3 x ATG, 5 x Arg =5 x CGT in pCW3
und pCW6 bzw. 5 x CGG in pCW4 und pCW?7). 5S = 55rDNA, 23S = 23SrDNA, PrbcL = Promotor rbcl, tmRNA
mit Myc-tag = tmRNA aus Synechocystis sp CC6803 mit Myc-tag. Die cross over Ereignisse im 5'- und 3'-
Bereich sind durch zwei Kreuze dargestellt. Der gestrichelte Bereich der FUD7 entspricht der ca. 8 kbp
Deletion im Plastom. Abbildung nicht maRstabsgetreu.

3.2.2 Sequenzierung und Test auf Homoplasmie

PCR-Fragmente, die den Bereich der Insertion enthalten, wurden sequenziert und so die
korrekte Insertion der Konstrukte bestatigt. Im Anhang lll sind alle Elektropherogramme

der mutierten Bereiche sowie die vollstandigen Alignements zu finden.

Wie unter 3.1.1 beschrieben musste vor der physiologischen und biochemischen Analyse
der Mutanten der homoplasmische Zustand des Plastoms bestatigt werden. Eine PCR kam
aufgrund der GroRe der resultierenden PCR-Fragmente in diesem Fall nicht in Frage, so
dass stattdessen eine Southern-Hybridisierung mit markierter 5srDNA-spezifischer Sonde

durchgefiihrt wurde.

In Abb. 3-9 (A) sind schematisch die Hindlll-Schnittstellen sowie die resultierenden Groé-
Ren der Fragmente dargestellt und Abb. 3-9 (B) zeigt das Ergebnis der Southern-
Hybridisierung. Fir die Mutanten tmGFP5h und tmGFP5s kdnnen die erwarteten ca. 2,5
kbp-grolRen Fragmente nachgewiesen werden und die Mutanten GFP5h, GFP5s, AadAh
sowie AadAs liefern Fragmente von ca. 4,5 kbp. Das ca. 750 bp groRe Signal des Rezipien-
ten FUD7 ist in keinem der transgenen Stamme zu erkennen wodurch der homoplasmi-

sche Zustand der Mutanten nachgewiesen ist.
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Abb. 3-9| Southern Blot Analyse des FUD7-Stammes sowie der Transformanten tmGF5P5h,
tmGFP5s, GFP5h, GFP5s, AadAh und AadAs. (A): Schematische Darstellung der Plastomsequenzen
mit: psbA-Gen (hellgrau), Insert (dunkelgrau), 5SrDNA (weil), HindllI-Schnittstellen mit resultierenden
FragmentgroBen in bp sowie 5srDNA-spezifische Sonde (Pfeil). Abbildung nicht malistabsgetreu.
(B): Southern-Hybridisierung: Je 10 pg genomische DNA wurde mit Hindlll verdaut, durch
Agarosegelelektrophorese getrennt (1 % Agarose) und die DNA auf Nylonmembran Ubertragen. Nach
Hybridisierung mit markierter 5SrDNA-spezifischer Sonde erfolgte die Detektion mit CSPD
Chemilumineszenz (Roche) gemaR Herstellerprotokoll. Der Marker (1 kb Ladder, Fermentas) wurde

digital eingeflgt.

3.2.3 Northern Blot Analyse

Durch Northern Blot Analysen mit genspezifischen aadA-, GFP bzw. tmRNA-Sonden, die

jeweils die codierenden Gensequenzen enthielten, erfolgte der Nachweis der aadA-, GFP-

sowie tmRNA-Transkripte aus Gesamtzell-RNA (Abb. 3-10). Die Expression des aadA- und

des GFP-Gens erfolgt unter der Kontrolle des psbD-Promotors, der psbD-5'-UTR sowie der

psbA-3'-UTR. Daraus ergeben sich FragmentgréRen von etwa 1400 b, die in Abb. 3-10 (A)

und (B) in den Spuren der Mutanten und nicht in der Referenzmutante FUD7 zu erkennen

sind. Die Mutanten tmGFP5h und tmGFP5s enthalten die tmRNA-Sequenz des
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Cyanobakteriums Synechocystis sp PCC6803 unter der Kontrolle des plastidaren rbcL-
Promotors. Sollte die Transkription der Fremd-tmRNA erfolgreich sein, kann nach Hybridi-
sierung mit tmRNA-spezifischer Sonde in beiden Mutanten ein ca. 400 b grolRes Fragment
detektiert werden. Abb. 3-10 (C) zeigt dieses spezifische Signal nur in den Spuren der Mu-
tanten und nicht in der Spur des FUD7-Stammes, so dass die erfolgreiche Transkription
der Fremd-tmRNA aus Synechocystis sp PCC6803 bestatigt wird. Die Nebensignale weisen
auf unspezifische Bindungen der Sonde hin, da sie in der Referenzmutante (ohne tmRNA)

ebenfalls zu sehen sind.

(A) (B)

< %) < (%]
= 53 3 32 £ 5 2 ¢
s 2 X I s Z CIERC)
1500 —p | ©
1000 —» . 1000 —»
500 —p| 200 —»
23S rRNA P e d 23S rRNA PR——
Abb. 3-10| Northern Blot Analysen der
FUD7 sowie der Transformanten. (A) AadAh,
AadAs; (B) GFPSh, GFP5s, (C) tmGFPSh,
(€) = 2 tmGFP5s. Je 5pug Gesamtzell-RNA wurde
= ~ o . durch Agarosegelelektrophorese (1%
‘g 5 % Lg Agarose, Formaldehyd, MOPS) getrennt, auf
— = = Nylonmembran {bertragen und jeweils mit
— genspezifischer und markierter Sonde ((A)
1500 —p| aadA, (B) GFP bzw. (C) tmRNA) hybridisiert.
1000 —p| s

Der Nachweis erfolgte mit CSPD Chemi-

500 —p - lumineszenz (Roche) gemalR Hersteller-
“ protokoll.  Als Beladungskontrolle sind

235 rRNA s D — S— Ausschnitte aus den jeweiligen EtBr-
— gefarbten Agarosegelen gezeigt (23S rRNA).

Die Untersuchungen verifizierten die Sequenzen der inserierten Gene, den homoplasmi-
schen Zustand des Plastoms und bestatigten zudem die Transkription der Fremdgene. In
folgenden Experimenten sollte der Einfluss der Arg-codon usage auf die heterologe

Expression der Proteine im Chloroplasten analysiert werden.
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3.2.4 Codon usage Effekte auf die Expression von AadA

3.2.4.1 Invivo Resistenz
In der Literatur ist beschrieben, dass in E. coli die Adaption der Arg-codon usage erhohte
Proteinproduktion zur Folge hat [55]. Sollte allein die Anpassung der selten genutzten
Arg-Codons des aadA-Gens von Mutante AadAh eine verbesserte AadA-Translations-
effizienz bewirken, koénnten diese maoglicherweise hohere Mengen Antibiotika
verstoffwechseln als die Vergleichsmutanten ohne Arg-Codon adaptiertes aadA-Gen.
Wachstumsversuche sowohl auf Festmedium (TAP) als auch in Flissigkultur (HS) mit und
ohne Antibiotika sollten erste Hinweise darauf liefern. Dazu wurden den Medien
verschiedene Konzentrationen Strep/Spec zugesetzt, wobei die Verwendung beider Anti-
biotika die zufallige Entstehung von Punktmutationen der 16SrDNA, die zur Resistenz ge-

geniber den Antibiotika fihren kdnnen, ausschlieRen sollte.

3.2.4.1.1 Drop Test Analyse auf Festmedium
Zellen der Mutanten AadAh, AadAs sowie der IL-Mutante wurden auf antibiotikahaltige
TAP-Platten getropft und fiir einige Zeit im Licht inkubiert. Abb. 3-11 verdeutlicht, dass
die IL-Mutante (ohne aadA-Gen) bereits bei der geringsten Antibiotikakonzentration nicht
mehr wachsen kann. Die AadA-Mutanten hingegen tolerieren eine Konzentration von bis
zu 100/200 pg/ml Strep/Spec ungefédhr in gleichem MaR. Steigt die Konzentration jedoch
auf 200/400 ug/ml Strep/Spec erkennt man auf den Platten der Mutante AadAh (ange-
passtes aadA-Gen) einen deutlichen Algenrasen, wohingegen auf den Platten von Mutan-
te AadAs lediglich einzelne Kolonien zu sehen sind. Verdoppelt man die
Antibiotikakonzentrationen auf 400/800 ug/ml Strep/Spec wachsen nur noch Kolonien
der Arg-Codon adaptierten Mutante. Mutante AadAs stirbt, da sie vermutlich nicht in der

Lage ist genligend AadA-Protein zur Entgiftung der Antibiotika zu synthetisieren.

-
| @ @] | @

AadAh . ‘ ‘ . ‘.,.

Strep/Spec [ug/ml] 0/0 50/100 100/200 200/400 400/800

Abb. 3-11| Drop Test Analyse. 1,5*10° Zellen der Mutanten AadAh, Aadas bzw. IL wurden auf TAP-
Agar-Platten (1,5 %) mit verschiedenen Konzentrationen Strep/Spec getropft und fiir 14 Tage bei einer
Lichtintensitit von 50 pE*m™>*s ™! und 24°C inkubiert.
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3.2.4.1.2 Wachstum in Flissigkultur mit und ohne Antibiotika
Die Wachstumsraten (= AODysgnm/Zeiteinheit) wurden innerhalb der logarithmischen

Wachstumsphase aus Wachstumskurven von Flissigkulturen (Anhang IV) ermittelt.

In Abb. 3-12 (A) sind die Wachstumsraten der AadA-Mutanten ohne Antibiotika bezlglich
der IL-Mutante dargestellt (= 100 %, hellgrauer Balken). Es wird deutlich, dass sich die
Insertion des aadA-Gens in beiden Mutanten negativ auf das photoautotrophe Wachstum
auswirkt, da die Wachstumsrate der Mutante AadAs um ca. 10-20 % reduziert ist und die
Wachstumsrate von Mutante AadAh sogar um fast 50 %. Abb. 3-12 (B) zeigt den Vergleich
der Wachstumsraten der AadA-Mutanten untereinander. Dafir wurden die Werte der
Proben ohne Antibiotika fiir jede Mutante je 100 % gesetzt und die Werte der Proben mit
Antibiotika auf diesen bezogen. Die Wachstumsraten beider Mutanten sinken bei der ge-
ringsten Konzentration von 6/12 pg/ml Strep/Spec um ca. 40 % und unterscheiden sich
dabei kaum voneinander. Bei steigender Antibiotikakonzentration ist Mutante AadAh
(graue Balken) jedoch im Vorteil. Die Wachstumsraten dieser Arg-Codon adaptierten Mu-
tante betragen bis zu einer Strep/Spec-Konzentration von 25/50 pg/ml noch ca. 40 %,
wohingegen die Werte der AadAs-Mutante stetig sinken und bei dieser Konzentration nur
noch bei etwa 1 % liegen. Bei der hochsten eingesetzten Antibiotikakonzentration
(50/100 pg/ml) ist fur Mutante AadAs kein Zellwachstum mehr messbar, die Rate der Arg-

adaptierten Mutante AadAh hingegen liegt noch bei ca. 20 %.
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Abb. 3-12| Wachstumsraten der AadA-Mutanten. Ermittelt wurden die Wachstumsraten in
Minimalmedium, bei 24°C, einer Lichtintensitat von 70 uE"‘m'Z*s'1 und konstanter Begasung mit CO,
(2,5% ), wahrend der logarithmischen Wachstumsphasen durch Berechnung von AODsq nm /Zeiteinheit.
(A): Wachstumsraten der Mutanten (AadAh = grau, AadAs = weill) ohne Antibiotika bezogen auf die
Wachstumsrate der IL-Mutante (hellgrau). (B): Wachstumsraten mit Antibiotika. Der jeweilige Wert der
Probe ohne Antibiotika wurde 100 % gesetzt und fir jede der Mutanten die Raten mit Antibiotika auf
diesen bezogen. Die Standartabweichungen resultieren aus vier unabhangigen Messungen.

58



3 Ergebnisse

3.2.4.2 Quantifizierung von AadA-Protein
Aus den Wachstumsversuchen ergab sich die Frage, ob Mutante AadAh aufgrund der Arg-
Codon Anpassung des aadA-Gens mehr aadA-Genprodukt exprimiert als Mutante AadAs.
Dies sollte anhand von quantitativen Western Blot Analysen geklart werden. Dafir erfolg-
te die Anzucht beider Mutanten in Flissigkultur und einer Antibiotikakonzentration von
20/40 pg/ml Strep/Spec. Diese Konzentration wurde gewahlt, da die vorangegangenen
Wachstumsversuche zeigten, dass Mutante AadAs gerade noch wachsen kann. Als
Bezugsprobe diente eine Probe ohne Antibiotika. Zur Erfassung der AadA-Protein Level
mit und ohne Antibiotika wurden Western Blot Analysen mit einem HA-spezifischen Anti-
korper durchgefihrt und der relative AadA-Gehalt durch densitometrische Auswertung
ermittelt. Zur Verifizierung gleicher Mengen Protein wurde parallel eine SDS-PAGE mit

anschlielender Coomassiefarbung durchgefiihrt.

Abb. 3-13 (A) zeigt einen reprasentativen Blot sowie die zugehorige Coomassiefarbung,
die eine gleiche Beladung bestatigt. Abb. 3-13 (B) zeigt die Werte der densitometrischen
Auswertung des AadA-Gehaltes. Dafiir wurde der AadA-Gehalt von Mutante AadAs aus
der Anzucht ohne Antibiotika je 100 % gesetzt und alle anderen Werte auf diesen bezo-
gen. Mutante AadAh (graue Balken) exprimiert mit einem Wert von ca. 60 % ohne Zugabe
der Antibiotika scheinbar weit weniger AadA-Protein als Mutante AadAs (weille Balken).
In der Probe mit Antibiotika steigt jedoch der AadA-Gehalt von Mutante AadAh stark an
und erreicht ein Level von ca. 140 %. Der Gehalt an AadA-Protein von Mutante AadAs
hingegen steigt nur minimal und unterscheidet sich kaum von dem Wert der Probe ohne
Antibiotika. Mutante AadAh synthetisiert demnach mit Strep/Spec ca. 30-40 % mehr
AadA-Protein als Mutante AadAs. Dieses Ergebnis kdnnte die besseren Wachstumsraten

dieser Mutante aus den Vorversuchen mit Antibiotika erklaren.
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Abb. 3-13| Quantifizierung von AadA-Protein der Mutanten AadAh und AadAs. Die Anzucht der Algen
erfolgte in HS-Medium (0/0 bzw. 20/40 ug/ml Strep/Spec), bei 24°C, einer Lichtintensitdt von
70 uE*m'z*s'1 und unter konstanter Begasung mit CO, (2,5 % ). Wahrend der spaten logarithmischen
Wachstumsphase wurde Gesamtzellprotein isoliert, ein Aliquot entsprechend 50 pg Protein durch SDS-
PAGE getrennt, auf PVDF-Membran Ubertragen und mit einem HA-spezifischen Antikorper inkubiert. Der
Nachweis des AadA-Proteins erfolgte tiber Chemilumineszenz. Zur Verifizierung gleicher Beladung wurde
je ein Aliquot entsprechend 50 pg Protein durch SDS-PAGE getrennt und das Gel Coomassie gefarbt.
(A): Reprasentativer Western Blot (rechts, HA-Antikorper) und coomassie-gefarbtes SDS-Gel (links).
(B): Densitometrische Auswertung der AadA-Blotbanden (Grau = AadAh, WeiR = AadAs). Der AadA-Gehalt
ist in Prozent in Abhangigkeit der Antibiotikakonzentration angegeben und wurde mit AIDA-Software
quantifiziert. Die Standardabweichungen resultieren aus vier unabhangigen Wiederholungen.

3.2.5 Codon usage Effekte auf die Expression von GFP

Das GFP-Protein dient in der Molekularbiologie und Biochemie haufig als Reporter und
wurde auch in der vorliegenden Arbeit zur Analyse von Arg-codon usage Effekten genutzt.
Selten genutzte Arg-Codons kénnen ribosomale Pausen wahrend der Translation verursa-
chen, was in E. coli zu einer Markierung der Peptidkette durch das tmRNA-tagging-System
fihren kann [57,120,121]. Um Hinweisen Uber dieses System in Chloroplasten nachzuge-
hen wurden die Mutanten GFP5h (GFP + Arg-tag mit hdufigen Codons) und GFP5s (GFP +
Arg-tag mit seltenen Codons) erzeugt. Diese dienten sowohl der Analyse von Arg-codon
usage Effekten auf die heterologe Expression des GFP-Proteins und sollten zudem durch

eine C-terminale Sequenzierung des GFP-Proteins Hinweise auf eine Markierung durch
ein potentielles tmRNA-System im Plastiden liefern.

Fir die Isolierung von Gesamtzellprotein wurden die Algen bis zur spaten logarithmischen
Wachstumsphase in acetathaltigem Medium unter konstanter Beleuchtung mit Schwach-
licht (40 WE*m™*s™) auf einem Schiittler angezogen. Da fir eine Sequenzierung relativ

groRe Mengen an Protein nétig sind und Uberlagerungen mit anderen Proteinen stéren,
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wurden die Uberstandsfraktionen (l8sliches Protein) zur Reinigung und Anreicherung des
GFP vor der SDS-PAGE mit einem GFP-Isolierungskit aufgearbeitet. In Abb. 3-14 (A) ist in
den Spuren Lgepsh und Lgrpss oberhalb der 30 kDa-Markerbande ein Coomassie-gefarbtes
Signal zu erkennen, das nicht in der Spur der IL-Mutante vorkommt. Aufgrund der
Spezifitat dieser Signale handelt es sich vermutlich um die 31 kDa groRen GFP-Proteine.
Zur Absicherung diente die parallel durchgefiihrte Western Blot Analyse eines Aliquots
der Elutionsfraktionen mit GFP-spezifischem Antikorper (Abb. 3-14 (B)). In den Spuren der
Membranfraktionen (M, Mgepsn und Mgepss) wird kein Signal detektiert, die Spuren der
[6slichen Fraktionen der Mutanten GFP5h und GFP5s (Lgrpsh und Lgrpss) liefern hingegen
deutliche GFP-Signale auf gleicher Hohe der Coomassie-gefarbten Banden. Auferdem
werden unterhalb der 30 kDa-Markerbande einige Signale schwacher detektiert, bei de-
nen es sich vermutlich um Abbauprodukte des GFP handelt. Intensitatsunterschiede der
GFP-Banden sowie der Abbauprodukte konnen weder im Coomassie-gefarbten Gel noch
in der Western Blot Analyse festgestellt werden. Eine Quantifizierung der Blotbanden
kann in diesem Fall nicht erfolgen, da nach der Sdulenelution unterschiedliche Protein-
mengen vorliegen konnten. Ein negativer Effekt der Arg-Codons auf die
Expression des GFP-Proteins kann unter den gewahlten Bedingungen (Anzucht auf Schitt-
ler in TAP-Medium) nicht beobachtet werden. AuBerdem weisen die Ergebnisse darauf
hin, dass kein tmRNA-tagging stattfindet, da sonst erwartungsgemal zusatzliche groRere

Banden oder verschiedene Bandenmuster in den Mutanten detektiert werden sollten.
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Abb. 3-14| Expression von GFP unter Anzucht der Algen bei 24°C in TAP-Medium und Schwachlicht
(40 pE*m™*s™). In der spiten logarithmischen Wachstumsphase wurden I8sliche und Membranproteine
isoliert und zur Reinigung und Anreicherung des GFP-Proteins die gesamte |6sliche Fraktion mit GFP
Isolation Kit (WMACS) aufgearbeitet, wobei gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden. Die Elutionen
wurden anschlieBend Uber SDS-PAGE getrennt. (A): Coomassie gefarbtes SDS-Gel und (B): Western Blot
mit GFP-spezifischen Antikorper. L, Lgmsn und Lgress = lOsliche Fraktion der jeweiligen Mutante.
M, Mgrpsh und Mgepss = Membranfraktionen entsprechend 2 pg Chlorophyll.
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Im Anschluss an das beschriebene Experiment wurde getestet, ob bei Anzucht der Mutan-
ten unter photoautotrophen Bedingungen und hoéherer Lichtintensitdat Unterschiede im
Expressionsmuster auftreten. Die Expression des GFP erfolgt unter Kontrolle des lichtab-
hangigen psbD-Promotors. Hohere Lichtintensitaten sowie die Begasung mit CO, kdnnten
die GFP-Expressionsrate steigern, sodass ein Einfluss der Arg-codon usage unter diesen
Bedingungen deutlich wird. Die Anzucht der Algen erfolgte dafiir in acetathaltigen-
Medium (TAP, Abb. 3-15 (A)) bzw. in Minimalmedium (HS, Abb. 3-15 (B)), unter konstan-
ter CO,-Begasung (2,5 %) und Bestrahlung mit 80 pE*m™*s™ bis zur spaten logarithmi-
schen Wachstumsphase. Die isolierten |6slichen Proteine wurden mit dem GFP-

Isolierungskit gereinigt und die Elutionsfraktionen durch SDS-PAGE getrennt.

Die Coomassie-Farbung liefert unabhangig von den Anzuchtbedingungen nur in den
Spuren der Mutante GFP5h ein GFP-Signal. Dies deutet auf eine effizientere GFP-Synthese
in dieser Mutante hin als in Mutante GFP5s. Vermutlich wird die Translation des GFP-
Proteins in Mutante GFP5s durch die seltenen Arg-Codons verzogert, so dass folglich die
Menge an GFP nicht fiir eine Farbung mit Coomassie ausreicht. Auch die Western Blot
Analysen bestatigen unabhangig der Anzuchtbedingungen nur in Mutante GFP5h ein GFP-
Signal oberhalb der 30 kDa Markerbande. Unter Anzucht in TAP-Medium wird mit einem
GFP-spezifischen Antikorper in Mutante GFP5s lediglich ein ,,Schmier” detektiert und nach
Anzucht in HS-Medium liefert diese Mutante ein sehr schwaches GFP-Signal. Ein deutlich
starker detektiertes und kleineres Signal, das auch in Mutante GFP5h schwach zu erken-
nen ist, deutet auf ein GFP-Abbauprodukt oder Translationsintermediate hin. Die seltenen
Arg-Codons des GFP-Gens von Mutante GFP5s konnten die GFP-Expression so stark ver-
zogern, dass diese Intermediate oder Abbauprodukte akkumulieren und mit Antikérper
detektiert werden kdnnen. Fir deren Farbung mit Coomassie reicht die Proteinmenge

nicht aus.

Da in diesem Versuchsansatz nicht genligend Coomassie-gefarbtes GFP-Protein der Mu-
tante GFP5s angereichert werden konnte, war keine C-terminale Sequenzierung moglich.

Hinweise auf den tmRNA-tagging Mechanismus konnten somit nicht gefunden werden.
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Abb. 3-15] Expression von GFP unter Anzucht der Algen bei 24°C, konstanter CO, Begasung (2,5 %)
und einer Lichtintensitiat von 80 uE*m'z*s'l. Die l6slichen Proteine wurden mit GFP Isolation Kit
gereinigt, die Elutionen durch SDS-PAGE getrennt und Coomassie gefarbt. Ein Aliquot wurde parallel
anhand von Western Blot mit GFP-spezifischen Antikérper analysiert. (A) Anzucht der Algen in TAP-
Medium und (B) Anzucht der Algen in HS-Medium. Die Pfeile markieren das GFP-Protein.

3.2.6 Integration einer tmRNA in das Plastom

In den vorangegangenen Experimenten konnten keine Hinweise auf ein tmRNA-tagging
System gefunden werden. Cyanobakterien, die den tmRNA-Mechanismus nutzen [62],
gelten der Endosymbiontentheorie nach als Vorldaufer der heutigen Chloroplasten [91]
und so kénnte ein plastidarer tagging-Mechanismus im Verlauf der Evolution verloren
gegangen und mogliche Cofaktoren noch vorhanden sein. Theoretisch kdnnte die Inserti-
on einer fremden tmRNA demnach das tagging ermoglichen. In diesem Ansatz der Arbeit
wurde die Sequenz der tmRNA des Cyanobakteriums Synechocystis sp PCC680 unter der
Kontrolle des rbcL-Promotors im Plastom exprimiert und dabei der urspriingliche tmRNA-
tag durch einen Myc-tag ersetzt. Somit kénnte der Abbau potentiell getaggte Proteine
verhindert werden und diese zudem Uber Antikdrperreaktion sichtbar gemacht werden.
Das ebenfalls inserierte GFP-Protein mit Arg-tags unterschiedlicher codon usage diente
als Reporterprotein. Die Vorversuche mit GFP-Mutanten lieferten Hinweise darauf, dass
durch Anzucht der Algen in TAP-Medium mit relativ hoher Lichtintensitat und Begasung
mit CO, die GFP-Synthese durch die seltenen Arg-Codons verzégert wird. Durch Anzucht
der tmRNA-Mutanten unter diesen Bedingungen kann moglicherweise das taggen forciert
und anhand von Western Blot Analysen mit Myc- und GFP-spezifischen Antikdrpern

analysiert werden.
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3.2.6.1 1D Gelelektrophorese
Mit einem GFP-spezifischen Antikdrper kann in beiden tmRNA-Mutanten das GFP-Protein
nachgewiesen werden, wobei nur in der Spur von Mutante tmGFP5h ein eindeutiges Sig-
nal zu erkennen ist (Abb. 3-16 A). Mutante tmGFP5s exprimiert das GFP mit einem Arg-
tag seltener Arg-Codons, die vermutlich die GFP-Synthese verzégern, wodurch
akkumulierte Abbauprodukte oder Translationsintermediate detektiert werden kénnen.
In den Spuren der IL-Mutante und den Membranfraktionen werden keine bzw. unspezifi-
sche Nebensignale detektiert. Die Analyse mit Myc-spezifischem Antikorper (Abb. 3-16 B)
liefert keine Hinweise auf Myc-getaggte Produkte in den tmGFP-Mutanten, da lediglich

unspezifische Nebenprodukte in den Spuren der Membranfraktionen detektiert werden.
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Abb. 3-16| Western Blot Analysen der Mutanten IL, tmGFP5h und tmGFP5s nach eindimensionaler

SDS-PAGE. Die Anzucht der Algen erfolgte in TAP-Medium, bei 24°C, unter konstanter Begasung mit

CO, (2,5 %) und einer Lichtintensitit von 70 uE*m™*s™. Von der Membranfraktion wurde ein Aliquot

entsprechend 5 pg Chlorophyll aufgetragen. Die |6slichen Proteine wurden mit GFP [solation Kit

gereinigt, die Elutionen durch SDS-PAGE getrennt und anhand von Western Blot mit (A) GFP-

spezifischen Antikorper und (B) Myc-spezifischen Antikérper analysiert.

3.2.6.2 2D Gelelektrophorese

Da potentiell tmRNA-markierte Proteine vermutlich in sehr geringen Mengen vorliegen,
muss eine sehr spezifische Trennung des Proteingemisches erfolgen. Hierfir eignet sich
die zwei-dimensionale Elektrophorese, bei der groRe Mengen Protein zunachst nach ihrer
Ladung und anschlieRend nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden kdénnen. Aus
der I6slichen Fraktion der Mutanten tmGFP5h und tmGFP5s sowie der Referenzmutante
IL wurden zunachst durch isoelektrische Fokussierung in einem engen pH-Bereich (pH 5-8)

samtliche Proteine entfernt, die nicht dem isoelektrischen Punktes (pl) des gesuchten GFP

bzw. eines potentiell Myc-getaggten GFP (pl = 6,46 — 6,19; www.expasy.org) entsprechen.
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In der zweiten Dimension erfolgte im Anschluss die Auftrennung der nach

Ladung getrennten Proteine im harnstoffhaltigen SDS-Gel.

Die Western Blot Analyse mit GFP-spezifischem Antikorper (Abb. 3-17 oben) liefert in der
Mutante tmGFP5h ein GFP-Signal zwischen den 25 und 35 kDa-Markerbanden, das durch
die Trennung in zwei Dimensionen auch erstmals auch in der Mutante mit einem GFP mit
seltenen Arg-Codons detektiert wird. Kleinere Proteinspots mit dem gleichen isoelektri-
schen Punkt deuten auf Abbauprodukte des GFP hin und sind auch in Mutante tmGFP5s
sichtbar. Diese kleineren Spots liefern in dieser Mutante allerdings ein wesentlich starke-
res Signal als das GFP-Protein, wohingegen in Mutante tmGFP5h das GFP-Signal domi-

niert. Die Referenzmutante IL liefert lediglich unspezifische Nebensignale.

Die Inkubation mit einem Myc-spezifischen Antikérper wurde durchgefiihrt, um potentiell
getaggte GFP-Produkte zu detektieren (Abb. 3-17 unten), die in Hohe des GFP-Signals bei
pH=6 zu finden sein missten. Allerdings wird in keinem der Blots ein solches Signal detek-
tiert, weshalb keine Hinweise auf ein tmRNA-tagging des GFP-Reporterproteins gefunden

werden konnten.
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Abb. 3-17| Western Blot Analysen der Mutanten IL, tmGFP5h und tmGFP5s nach zweidimensionaler SDS-
PAGE. Je 250 pg l6sliches Protein wurde durch IEF im pH-Gradienten 5-8 nach isoelektrischem Punkt
getrennt. Anschliefend erfolgte die Trennung nach Molekulargewicht im harnstoffhaltigen Acrylamidgel,
die Ubertragung der Proteine auf PVDF-Membran und die Immunodecoration mit GFP- (oben) bzw. Myc-
spezifischen Antikorper (unten). Die Detektion erfolgte (iber Chemilumineszenz (GE Healthcare).
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4 Diskussion

4.1 Codon Test System

Um den Einfluss seltener Codons auf die Expression des plastidar codierten D1-Proteins in
vivo zu analysieren, wurde ein Codon Test System etabliert. Das vom psbA-Gen codierte
Protein ist ein essentieller Faktor der photosynthetischen Lichtreaktion und stellt eines
der Haupttranslationsprodukte des Chloroplasten dar [111]. Aufgrund der permanenten
Schadigung durch reaktive Sauerstoffspezies unterliegt es einer hohen turnover-Rate
[166] und eignet sich darum sehr gut als Modell, um den Einfluss seltener Codons auf die
Translation zu analysieren. Dafiir wurden Mutanten mit seltenen bzw. haufigen Codons

im psbA-Gen erzeugt und anschliefend physiologisch und biochemisch untersucht.

Fiir die Insertionen wurden anhand der codon usage-Tabelle des Chloroplasten (Anhang
[I) synonyme Codons der Aminosauren Arg, Leu, Ser, Ala und Gly ausgewahlt. Deren
selten genutzten Codons weisen die geringste Nutzungsfrequenz im Plastom auf, werden
nicht zur Codierung des psbA-Gens genutzt und fir keines dieser existiert eine plastidar
codierte komplementare tRNA [82]. Da im Gegensatz zu Mitochondrien keine Hinweise
auf einen tRNA-Import in Chloroplasten existieren, miissen die im Plastom codierten
tRNAs diese Codons durch two-out-of-three-, U:N- und/oder Super-Wobbling bedienen,
wobei die Translationseffizienz verringert ist [42,167,168]. Als Ort der Peptidinsertionen
diente die D-de-loop-Region des D1-Proteins (Abb. 3-1), fiir die gezeigt werden konnte,

dass groBe Verdanderungen ohne Funktionsverlust des Proteins moglich sind [113,114].

Durch PCR wurden die Transformationskonstrukte erstellt und die Dell-Mutante, die
aufgrund einer 425 bp grofRen Deletion im psbA-Gen nicht in der Lage ist photoautotroph
zu wachsen [123], mit der Partikelkanone transformiert [146]. Uber homologe Rekombi-
nation des Insertionskonstruktes ist es moglich das deletierte psbA-Gen zu ersetzen, so
dass Transformanten, die trotz der Insertion ein funktionstlichtiges D1-Protein exprimie-
ren, auf Photoautotrophie selektiert werden kénnen. Mit dieser Methode konnten fiir
jede Aminosaure Peptidinsertionen unterschiedlicher codon usage und Lange in das D1-
Protein inseriert werden (Tabelle 3-1). Dabei lie} bereits das Transformationsergebnis
Rickschliisse hinsichtlich des Einflusses der codon usage auf die Expression des D1-

Proteins zu. Durch die anschlielende physiologische Analyse der Mutanten konnte zum
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einen der Einfluss der Peptidinsertion auf die Physiologie der Mutanten untersucht wer-
den. Dazu wurden die Ergebnisse mit denen der IL-Mutante, die {iber ein unverandertes
D1-Protein verfiigt, verglichen. Zudem verdeutlichte der paarweise Vergleich der Mutan-

ten mit der grofRten Anzahl seltener bzw. haufiger Codons codon usage Effekte.

Es wurden Wachstumsraten erstellt und die photosynthetische Sauerstoffproduktion
(SPR) sowie der Fv/Fm-Wert ermittelt, um Aussagen hinsichtlich der maximalen Quanten-
ausbeute des PSIl und der Photosyntheseleistung treffen zu kdnnen [149]. Die Durchfih-
rung der Versuche erfolgte unter Lichtbedingungen (50-250 HE*m™*s™), bei denen eine
Balance aus D1-Synthese und -Abbau besteht und eine normale D1-Translation moglich
ist [151]. Zudem erfolgte die Analyse des D1-Gehaltes unter Starklichtbedingungen
(2000 uE*m™2*s™), so dass die Syntheserate des D1-Proteins nachweislich steigt und ein

negativer Effekt der seltenen Codons besonders ausgepragt wird.

4.1.1 Arginin

Der deutlichste codon usage Effekt war fir die seltenen Arg-Codons CGG und AGG zu
beobachten, die im Plastom die geringste Nutzungsfrequenz aufweisen. Tabelle 4-1 fasst

das Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante zusammen:

Tabelle 4-1| Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit den gewahlten Arg-Codons.

Codon  Nutzungsfrequenz  Nutzungsfrequenz groRte Anzahl
im Plastom (%) im psbA-Gen (%) inserierter Codons
CGG 0,05 0 0
AGG 0,09 0 0
CGT 3,24 4,25 10

Trotz mehrfacher unabhangiger Transformationsversuche gelang es nicht, photoauto-
troph wachsende Transformanten mit seltenen Arg-Codons im psbA-Gen zu selektieren.
Aus dem Beschuss von ca. 50 x 1,5%10’ Zellen (statt der (blich genutzten 5 x 1,5%10’
Zellen) mit dem Konstrukt 1 x CGG gingen zwar sechs Kolonien hervor, aber die Sequen-
zierungen ergaben, dass keine das gewlinschte Codon inseriert hatte. Es kam in jedem
Fall zur Veranderung des seltenen Arg-Codons zu einem haufigeren Arg-Codon oder zu
Tripletts anderer Aminosduren (Tabelle 3-1). Mit Konstrukten des Codons AGG wurden

ca. 20 x 1,5*10 Zellen beschossen, doch auch in diesem Fall konnten keine photoauto-
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troph wachsenden Transformanten selektiert werden. Da die Erzeugung von Mutanten
mit bis zu zehn haufig genutzten Arg-Codons (CGT) moglich war, kann ein negativer Effekt
der Aminosiure Arg auf Proteinebene ausgeschlossen werden. Die Uberpriifung der
MRNA-Strukturen mit dem Programm GenBee ergab keine Hinweise, z.B. auf Sekundar-

strukturbildungen, die eine Translation des veranderten D1-Proteins inhibieren kdnnten.

Die Codons der sechsfach degenerierten Aminosaure Arg unterteilen sich in eine Vierer-
und eine Zweiergruppe. Komplementire tRNAs*® existieren nur fiir die Codons CGT und
AGA, wobei die Aminosaure Arg durch die Existenz einer tRNA, die komplementar zu ei-
nem T an dritter Codon-Position ist, eine Sonderstellung im Plastom einnimmt. [111]. Die
codon usage des hoch expressiven psbA-Gens ist zur Gewahrleistung einer effizienten D1-
Translation optimal an diese tRNA-Verfligbarkeit adaptiert und das Codon CGT wird als
einziges Triplett zur Codierung des psbA-Gens verwendet. Das seltene Codon CGG wird

A€ tiber Wobble-Bindung trans-

ebenfalls durch die zum CGT-Codon komplementare tRNA
latiert, so dass die Effizienz der D1-Translation verringert ist [82]. Auch in E. coli wird das
CGG-Codon am seltensten verwendet (0,54 %) und beeintrachtigt stark die Transla-
tionseffizienz hoch expressiver mRNAs [169]. Um dennoch eine effiziente D1-Synthese zu
gewahrleisten, konnte die Veranderung des geplanten Codons CGG zu anderen Tripletts
(Tabelle 3-1) erfolgt sein. Da die Codon-Nutzung mit dem Expressionslevel des jeweiligen
Proteins korreliert [40,170], setzten sich unter den gewahlten Bedingungen vermutlich

nur Mutanten mit einem veranderten Triplett durch, so dass eine moglichst hohe Synthe-

serate des D1-Proteins erreicht wird.

Das AGG-Codon zahlt zur Gruppe der zweifach degenerierten Tripletts. Von diesen NNR-
Codons (NNA und NNG) wird aufgrund der zum AGA-Codon komplementiren tRNA*® im
psbA-Gen stets das NNA-Codon verwendet [31]. Diese tRNA bedient auch das Codon AGG
Uber Wobbling und die D1-Synthese verlauft ineffizient. Folglich konnte die Menge an D1-
Protein nicht ausreichen, um Mutanten auf Photoautotrophie zu selektieren. Auch in E.
coli beeintrachtigen einzelne AGG-Codons die Genexpression [112] und kénnen zu fra-
meshift-Mutationen flihren. Liegen zwei AGG-Codons in Folge vor, fiihrt ein +1-frameshift
der mRNA zur Synthese eines fehlerhaften Peptids [56]. Fir die C. reinhardtii psbA-
Deletionsmutante Dell konnte ebenfalls ein frameshift wahrend der D1-Synthese gezeigt

werden, der zum raschen Abbau des Proteins fiihrt [123]. Demzufolge konnte ein frames-
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hift wahrend der D1-Synthese eine Erklarung daflr sein, dass keine Mutanten mit AGG-

Codons auf Photoautotrophie selektiert werden konnten.

Hinweise auf eine mogliche Expression des D1-Proteins trotz seltener Arg-Codons liefert
eine C. reinhardtii-Mutante mit einem psbA-aadA-Fusionsgen (D. Fischer, unveroffentlich-
te Daten). Das aadA-Gen codiert flir eine Antibiotikaresistenz und enthalt seltene Arg-
Codons (1 x CGG, 2 x AGG). Der D1-Gehalt dieser Alge ist gegeniliber dem des Referenz-
stammes limitiert, da vermutlich auch in diesem Fall die seltenen Arg-Codons zur vermin-

derten Translationseffizienz des psbA-aadA-Fusionsgens fihren.

Dennoch finden die Tripletts CGG und AGG im Plastom von C. reinhardtii Verwendung.
Das Codon CGG wird z.B. in der codierenden Sequenz des ycf3-Gens genutzt, das fir
einen PSI-Assemblierungs-Cofaktor codiert [171]. Das AGG-Codon ist z.B. in der codieren-
den Sequenz des psbB-Gens enthalten, das das CP47-Chlorophyllbindeprotein im PSII-
Komplex codiert [172]. In beiden Genen sind die Arg-Codons jeweils die einzigen seltenen
Tripletts und konnten regulatorische Funktionen bei der Bindung von Faltungshelfern

oder der gezielten Regulation des Expressionslevels ausiiben.

Eine Uberlegung zur Erzeugung von Mutanten mit seltenen Arg-Codons in der psbA-
Sequenz war, die Verfligbarkeit der Aminosaure durch Zugabe zum Medium zu erhéhen

und so eine maximale Beladung der tRNAs"®

zu gewadhrleisten. Doch auch mit dieser
Methode konnten keine Kolonien mit einer Arg-Insertion selektiert werden. Ein méglicher
Weg Mutanten mit seltenen Arg-Codons zu erhalten, ware vermutlich die Anzucht der
Algen auf mixotrophen Medium, sodass der Selektionsdruck geringer ist. Auch die Co-
Expression der fehlenden tRNA-Gene im Plastom konnte der Erzeugung von Arg-
Mutanten dienen. Versuche in E. coli zeigen, dass so die Expression von Genen mit selte-

nen Arg-Codons moglich ist [112,173]. Eine andere Option bietet die Co-Transformation

eines Antibiotikaresistenzgens zur Selektion der Mutanten Uber Antibiotikaresistenz.

Die Erzeugung und anschlieRende physiologische sowie biochemische Analyse seltener
Arg-Codon Mutanten waére hinsichtlich der Untersuchung von codon usage Effekten auf
die plastidare Proteinbiosynthese sehr interessant. Da seltene Arg-Codons deutlichen
Einfluss auf die Synthese des high turnover D1-Proteins haben, kdnnten Mutanten mit
diesen Codons in der psbA-Sequenz neue Einblicke in plastidare Translationsvorgange und

Abbaumechanismen liefern.
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4.1.2 Leucin

Tabelle 4-2 fasst das Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit Leu-Codons

Zzusammen:

Tabelle 4-2| Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit den gewihlten Leu-Codons.

Codon  Nutzungsfrequenz  Nutzungsfrequenz groRte Anzahl
im Plastom (%) im psbA-Gen (%) inserierter Codons
CTC 0,105 0 2
TTA 7,774 51 3

Fiir diese Aminosaure war es moglich, Mutanten mit bis zu drei haufig genutzten Codons
(TTA) in der psbA-Sequenz zu erzeugen. Das Codon TTA ist eines der meist genutzten im
Chloroplasten der Griinalge, wohingegen das seltene Codon (CTC) lediglich eine Nut-
zungsfrequenz von 0,1 % aufweist und nicht zur Codierung des psbA-Gens verwendet
wird. Eine komplementadre tRNA existiert nur flir die Codons TTA und CTA, wobei letztere
das seltene Codon CTC Uber Wobbling bedient. Trotz daraus resultierender verringerter
D1-Translationseffizienz gelang es, Mutanten mit bis zu zwei aufeinanderfolgenden CTC-
Codons in der psbA-Sequenz zu erzeugen. Allerdings war es nicht moglich eine groRRere
Anzahl selten genutzter Leu-Codons in die psbA-Sequenz zu inserieren und photoauto-

troph wachsende Mutanten zu selektieren.

Die Aminosdure Leu wird durch insgesamt sechs synonyme Codons verschliisselt, wobei
das seltene CTC-Codon zu der vierfach degenerierten Gruppe zuzuordnen ist. Im psbA-
Gen werden aus dieser Gruppe Tripletts mit einem T an dritter Basenposition bevorzugt
verwendet [47]. Auch die codon usage der Aminosaure Leu folgt dieser Regel: nur das aus
der Vierergruppe stammende Codon CTT sowie die Codons fiir die eine komplementare
tRNA existiert (TTA/CTA) werden im psbA-Gen genutzt, so dass dessen codon usage opti-

mal an die vorhandenen tRNAs"™"

angepasst ist. Das CTC-Codon hingegen widerspricht
dem (blichen Codon-Gebrauch des psbA-Gens und so konnte die D1-Translation durch
mehr als zwei CTC-Codons in Folge so beeintrachtigt sein, dass die Menge an reifem D1-

Protein nicht fir die photoautotrophe Selektion der Transformanten ausreicht.

Die Transformation mit finf und zehn Codons in Folge scheiterte auch fiir das haufige
TTA-Codon. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Aminosaure Leu konnte die

Insertion von mehr als drei dieser Codons in die codierende Sequenz der D-de-loop-
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Region zu strukturellen Veranderungen auf Aminosdureebene fiihren. Der gewahlte
Bereich ist auRerhalb der Thylakoidmembran im Stroma lokalisiert und beherbergt die
Qs-Bindenische. Konformationsanderungen, die diese Uber long-range-Effekte destabili-
sieren, konnten den Elektronentransport liber das D1-Protein beeintrachtigen, so dass

Mutanten nicht auf Photoautotrophie selektiert werden kénnen.

Zur physiologischen Analyse wurden die Leu-Mutanten mit zwei zusatzlichen Codons im
psbA-Gen genutzt. Diese zeigen im Wachstumsversuch (Abb. 3-3) im Vergleich zum Refe-
renzstamm IL kaum Unterschiede. Zwar ist die Wachstumsrate der Mutante Leu2h um ca.
10 % gegenliber der des Referenzstammes IL verbessert, die SPR hingegen um 10 %
verringert (Abb. 3-4). Eine Erklarung hierfiir sind Schwankungen, die erfahrungsgemalR bei
physiologischen Messungen auftreten kdnnen. Mutante Leu2s zeigt in beiden Versuchen
ahnliche Werte wie die IL-Mutante. Nur die Messung der Fv/Fm-Werte beider Leu-
Mutanten (Tabelle 3-2) zeigt eine Verminderung der Quantennutzung von etwa 65 %
gegeniber der Referenz IL (=75 %), was auf einen negativen Effekt der Aminosaure-
insertion in das D1-Protein hinweist. Diese wirkt sich allerdings nicht negativ auf das
Wachstum und die SPR aus. Im Starklichtversuch (Abb. 3-5 A) sinkt der D1-Gehalt beider
Mutanten insgesamt um etwa 10-20 %, doch auch nach 90 minutiger Bestrahlung mit
Starklicht kann das D1-Protein im Western Blot detektiert werden. Auch die densitometri-
sche Auswertung der Blots liefert fiir beide Mutanten anndhernd gleiche Werte des D1-
Gehaltes. Demnach kann ein Effekt der inserierten Leu-Codons sowie ein Effekt der Leu-
codon usage auf die physiologische Leistung der Mutanten und auf die D1-Synthese unter

Standard- und unter Starklichtbedingungen weitgehend ausgeschlossen werden.

4.1.3 Alanin

Tabelle 4-3 fasst das Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit Ala-Codons

Zzusammen:

Tabelle 4-3| Ergebnis der Transformation der Del1-Mutante mit den gewdhlten Ala-Codons.

Codon Nutzungsfrequenz  Nutzungsfrequenz groRte Anzahl
im Plastom (%) im psbA-Gen (%) inserierter Codons
GCG 0,329 0 10
GCT 3,397 7,08 10

71



4 Diskussion

Die Insertion seltener und haufiger Codons der Aminosaure Ala lieferte keine Unterschie-
de im Ergebnis der Transformation. Es konnten sowohl Mutanten mit bis zu zehn haufigen

als auch mit bis zu zehn seltenen Ala-Codons in der psbA-Sequenz erzeugt werden.

In den physiologischen Untersuchungen unter Standardbedingungen zeigte das Ala-Paar
mit zehn zuséatzlichen Codons im psbA-Gen stets geringere Werte als die IL-Mutante
(Abb. 3-3, Abb. 3-4, Tabelle 3-2). Dies deutet auf einen negativen Effekt der Insertion von
zehn Aminosauren auf die Physiologie der Mutanten hin. Diese konnte z.B. lokale
Konformationsanderungen der loop-Region des D1-Proteins zur Folge haben und diese zu
einem verzogerten Elektronentransport und geringerer Leistung des PSIl fihren. Effekte
der codon usage kénnen unter Standardbedingungen ausgeschlossen werden, da sich die
Werte beider Mutanten nicht voneinander unterscheiden. Unter Starklichtbedingungen
hingegen wird ein codon usage Effekt deutlich (Abb. 3-5 C). Das D1-Level der Mutante
Alal0s sinkt nach 90 mindtiger Starklichtbestrahlung deutlich auf ca. 60 %, wohingegen
das D1-Level der Mutante mit haufigen Codons nur auf einen Wert von ca. 80 % fallt. Der
D1-Gehalt von Mutante Alal0s sinkt somit ca. 20 % mehr als der D1-Gehalt von Mutante
Alal10h. Da beide Mutanten auf D1-Aminosaureebene identisch sind, deutet das Ergebnis
auf eine Verzogerung der D1-Translation durch seltene Ala-Codons hin. Die D1-
Neusyntheserate ist demnach geringer als die Abbaurate geschadigter D1-Proteine und
man detektiert weniger Produkt in der Mutante mit seltenen Ala-Codons. Die D1-

Translation der Mutante Alal0h hingegen scheint nicht beeintrachtigt zu sein.

4.1.4 Glycin

Tabelle 4-4 fasst das Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit Gly-Codons

Zzusammen:

Tabelle 4-4| Ergebnis der Transformation der Del1-Mutante mit den gewdhlten Gly-Codons.

Codon Nutzungsfrequenz  Nutzungsfrequenz groRte Anzahl
im Plastom (%) im psbA-Gen (%) inserierter Codons
GGG 0,37 0 5
GGT 4,403 8,5 5

Codoninsertionen der Aminosdure Gly ermdoglichten die Selektion von Transformanten

mit funf haufigen und finf seltenen Codons, jedoch nicht die Erzeugung von Mutanten
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mit zehn haufigen oder zehn seltenen Gly-Codons. Da die Sequenz von aufeinanderfol-
genden Gly-Codons sehr G-reich ist, konnte die Bildung von Sekundarstrukturen, wie
hairpins oder G-Quadruplexen [174—-177], die Expressionsrate des psbA-Gens herabset-
zen. Folglich wird kein funktionstiichtiges D1-Protein synthetisiert und Mutanten kénnen
nicht tiber Photoautotrophie selektiert werden. Aufgrund seiner geringen GrolRe und der
hydrophilen Eigenschaften dieser Aminosadure sollten strukturelle Effekte auf Proteinebe-

ne weitgehend ausgeschlossen werden kdnnen.

Das Gly-Paar mit funf zusatzlichen Codons im psbA-Gen zeigt nur in der Messung der
Quantenausbeute des PSII leicht reduzierte Werte gegeniber der IL-Mutante (Tabelle
3-2). Sowohl im Wachstumsversuch (Abb. 3-3) als auch in der Messung der SPR (Abb. 3-4)
sind keinerlei Unterschiede im Vergleich mit der IL-Mutante festzustellen. Auch unter
Lichtstress kdnnen in beiden Gly-Mutanten gleiche D1-Signale und gleiche Werte der den-
sitometrischen Auswertung ermittelt werden (Abb. 3-5 D). Demzufolge kann ein negativer
Effekt der Gly-codon usage auf die Physiologie der Mutanten sowie auf die D1-Synthese

weitgehend ausgeschlossen werden.

4.1.5 Serin

Tabelle 4-5 fasst das Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit Ser-Codons

Zzusammen:

Tabelle 4-5| Ergebnis der Transformation der Dell-Mutante mit den gewidhlten Ser-Codons.

Codon  Nutzungsfrequenz  Nutzungsfrequenz groRte Anzahl
im Plastom (%) im psbA-Gen (%) inserierter Codons
TCC 0,277 0 3
TCA 2,2 4,53 5

Die Transformation mit Ser-Codons liel} die Selektion von Mutanten mit flinf haufigen
(TCA) aber nur drei seltenen (TCC) Codons zu. Genau wie Leu zahlt Ser zu den sechsfach
degenerierten Aminosauren, deren Codons in eine Vierer- und eine Zweiergruppe unter-
teilt werden. Sowohl das haufige Ser-Codon TCA als auch das seltene Ser-Codon TCC sind
Vertreter der Vierergruppe. Die fir beide Codons zustindige tRNA*" ist komplementar
zum haufigen Codon TCA [82]. Von den (brigen Codons der Vierergruppe werden im

psbA-Gen diejenigen bevorzugt verwendet, die ein G/C an zweiter und ein T an dritter
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Position inne haben [47], da die G/C-Bindung der zweiten Codon-Position eine Wobble-
Bindung von T an dritter Stelle verstarkt zulassen kdonnte und somit eine effizientere
Translation moglich ist [111]. Da das seltene Codon TCC an dritter Position ein C besitzt,
erfolgt dessen Translation durch U/C-Wobbling Uber ein modifiziertes U in der Wobble-
Position der tRNA>*" [178], wodurch die Translation ineffizient verl3uft. Liegen nun mehr
als drei seltene Ser-Codons (TCC) als Cluster im psbA-Gen vor, ist vermutlich die Synthese
des D1-Proteins so stark beeintrachtigt, dass die Menge an reifem D1-Protein fiir die pho-

toautotrophe Selektion der Transformanten nicht ausreicht.

Die Versuche, zehn haufige Ser-Codons in das psbA-Gen zu inserieren, scheiterten.
Aufgrund einer Hydroxylgruppe ist die Aminosdure Ser reaktiv und bildet leicht Wassers-
toffbriicken aus. Daraus kénnten lokale Konformationsanderungen des D1-Proteins resul-
tieren, die zu dessen Funktionsverlust fiihren und keine Selektion der Transformanten auf

Photoautotrophie ermdoglichen.

In den physiologischen Untersuchungen unter Standardbedingungen zeigten die Ser-
Mutanten mit drei zusatzlichen Codons im psbA-Gen im Vergleich mit der IL-Mutante
geringfligige Unterschiede auf. Der Wert der Quantenausbeute ist in beiden Mutanten
reduziert (Tabelle 3-2), allerdings entsprechen sowohl die Werte der Wachstumsrate
(Abb. 3-12) als auch die der SPR (Abb. 3-4) von Mutante Ser3h den Werten der IL-
Mutante. Mutante Ser3s hingegen liefert in allen Messungen schlechtere Werte als die
Referenz IL. Ein Effekt der Ser-Codons auf Proteinebene kann durch die Ergebnisse von
Mutante Ser3h ausgeschlossen werden, da beide Ser-Mutanten auf Aminosdureebene
identisch sind. Die verminderte Photosyntheseleistung der Mutante Ser3s muss demnach
andere Griinde haben. Effekte der Ser-codon usage kdnnten sich bereits unter Standard-
bedingungen negativ auf die physiologische Leistung der Mutante Ser3s auswirken. Drei
selten genutzte Ser-Codons verzégern moglicherweise die psbA-Expression und somit den
Einbau des D1-Proteins in die Thylakoidmembran, so dass der Elektronentransport be-

eintrachtigt wird.

In der Analyse der D1-Level unter Starklichtbedingungen lieferten die Ser-Mutanten das
interessanteste Ergebnis hinsichtlich codon usage Effekten (Abb. 3-5 B). Wahrend in
Mutante Ser3h nach 90 minutiger Bestrahlung mit 2000 pE*m2*s™ das D1-Level nur um
ca. 10 % reduziert ist, sinkt der Wert von Mutante Ser3s um fast 80 % auf einen D1-Gehalt

von lediglich 20 %. Die Mutante mit haufigen Codons kann vermutlich problemlos die
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lichtgeschadigten D1-Proteine ersetzten. Ein Cluster von drei seltenen Ser-Codons hinge-
gen hat vermutlich einen negativen Effekt auf die Translation des D1-Proteins, so dass

nach langer Bestrahlung mit hoher Lichtintensitat kaum noch D1-Protein detektiert wird.

Aufgrund dieser Resultate hinsichtlich codon usage Effekten auf die Expression des high
turnover Proteins wurden die Ser-Mutanten naher analysiert. Die Messung der PSII-
Effizienz unter Starklichtbedingungen (1500 pE*m™*s™) sollte den Einfluss seltener Ser-
Codons auf die Synthese des D1-Proteins verdeutlichen. Dies ist moglich, da eine lineare

Korrelation zwischen Fv/Fm-Wert und funktionalen PSlI-Reaktionszentren besteht [179].

Die Auswertung dieses Versuches (Abb. 3-6 A) spiegelt die Western Blot Analyse wieder.
Nach ca. 10 minitiger Bestrahlung mit Starklicht sinkt der Wert von Mutante Ser3s
schneller und auf einen niedrigeren Wert als der von Mutante Ser3h. Vermutlich ist die
D1-Synthese in Mutante Ser3s durch die seltenen Codons stark verzogert, so dass gescha-
digte Proteine nicht schnell genug durch de novo synthetisiertes D1-Protein ersetzt
werden konnen. Dadurch stehen dem PSIlI weniger funktionale Reaktionszentren zur

Verfligung und die Quantenausbeute sinkt.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden die Mutanten nach 15 min Starklichtstress bei
30 uE*m*s! inkubiert (Abb. 3-6 B). Unter diesen Schwachlichtbedingungen steigen die
Fv/Fm-Werte beider Mutanten an, doch auch hier wird der Einfluss der seltenen Ser-
Codons auf die Proteinbiosynthese deutlich. In Mutante Ser3s fallt der Fv/Fm-Wert auch
nach Ende des Starklichtstresses zunachst weiter ab, wahrend in Mutante Ser3h der Wert
sofort steigt. Das heillt, dass Mutante Ser3h die geschadigten D1-Proteine effizient erset-
zen kann und zum Zeitpunkt der Stresswegnahme vermutlich bereits mehr funktionale
Reaktionszentren vorliegen als in Mutante Ser3s. In Mutante Ser3s hingegen stehen dem
PSIl aufgrund der verzégerten D1-Translation vermutlich weniger Reaktionszentren zur
Verfiigung, so dass diese , Llicke” erst durch eine effiziente D1-Synthese unter Schwach-
lichtbedingungen ersetz werden muss. Folglich fallt der der Fv/Fm-Wert zunachst weiter
und steigt erst nach Kompensation der geschadigten PSII-Zentren an. Man erkennt im
Anschluss, dass die lichtabhangige D1-Synthese unter Schwachlichtbedingungen auch in
Mutante Ser3s nicht durch die codon usage beeinflusst wird, da die Fv/Fm-Werte in

beiden Mutanten etwa in gleichem MaRe steigen.
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In vivo Markierung des D1-Proteins

Die Ergebnisse der Ser-Mutanten fiihrten zu groBem Interesse die D1-Synthese beider
Mutanten in vivo zu analysieren. D1-Proteine und D1-Intermediate kdnnen sehr leicht in
Puls-Experimenten durch radioaktive Markierung nachgewiesen werden. Dafilir wurde
radioaktiv markierter Schwefel zu den Algen gegeben und die plastidare Proteinexpressi-

on durch SDS-PAGE und anschlieRende Autoradiographie analysiert (Abb. 3-7).

In beiden Ser-Mutanten ist die Synthese des D1-precursors sowie dessen Prozessierung
zum reifen D1-Protein nachweisbar. Zudem wird zeitgleich zur Detektion des D1-
precursors wird nur in Mutante Ser3s ein ca. 20 kDa groRes Translationsintermediat de-
tektiert, das weder in Mutante Ser3h noch in einer anderen untersuchten Mutante sicht-
bar wird (Daten nicht gezeigt). Somit kann ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um
ein D1-Abbauprodukt handelt. Vermutlich bricht die D1-Synthese zwischen den Positio-
nen 237 und 240 an einem der zusatzlich inserierten seltenen Serine ab. Ein solches In-
termediat hatte eine GroRe von 26 kDa. Da das D1-Protein trotz seiner kalkulierten Grof3e
von 39 kDa aufgrund seines ungewdhnlichen Laufverhaltens im SDS-Gel bei ca. 32 kDa
detektiert [180] wird, konnte dieses Intermediat bei ca. 20 kDa detektiert werden. Zudem
besteht die Moglichkeit, dass es sich hierbei um ein zum Abbau markiertes Intermediat
handelt. Ein solcher Mechanismus ist in Bakterien gut untersucht und meist essentiell fir

die Trennung blockierter Translationskomplexe (siehe unten) [61,118,181,182].

Eine C-terminale Sequenzierung der Intermediate sollte der ndheren Analyse des unbe-
kannten Peptides dienen. So kdnnte festgestellt werden, ob die Translation an den Ser-
Codons abbricht oder ein tag an das verkiirzte D1-Protein synthetisiert wird. Dafiir sollten
Mutanten erzeugt werden, die sowohl seltene Ser-Codons in der psbA-Sequenz als auch
einen N-terminalen HA-tag zur Reinigung und Anreicherung der Intermediate tragen. Als
Rezipient diente die FUD7-Mutante, da nur diese Uber eine Deletion im entsprechenden
codierenden Bereich verfligt [124]. Ein Ansatz war die Erzeugung von Plasmiden in E. coli.
Doch trotz mehrfacher und optimierter Klonierungsansatze gelang nur die Erstellung von
Plasmiden mit hdufigen Ser-Codons und HA-tag. Auch die durchgefiihrte Transformation
mit PCR-Produkten, die die 8 kbp grofle Deletion umspannen, scheiterte, da vermutlich
die Menge an amplifiziertem PCR-Produkt nicht ausreichte, um Transformanten Uber
photoautotrophes Wachstum zu selektieren. Ein weiterer Ansatz stellte daher die

Co-Transformation der PCR-Produkte mit einem Plasmid dar, das den Zellen Antibiotika-
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resistenz verleiht, so dass die Selektion der Transformanten anschlieRend auf Spec-
haltigen TAP-Platten erfolgen konnte. Doch auch auf diesem Weg gelang die Erzeugung

der gewiinschten Mutante nicht.

Die Ergebnisse des Codon Test Systems lieferten interessante Einblicke hinsichtlich codon
usage Effekten auf die Synthese eines plastidaren high turnover Proteins. Stressversuche
verdeutlichten, dass seltene Leu-, Ala- und Gly-Codons keinen bzw. einen geringfligigen
Einfluss auf die Synthese des D1-Proteins haben. Demnach filihren diese vermutlich auch
in anderen codierenden Sequenzen nicht zu Translationsproblemen. Cluster seltener
Ser-Codons hingegen beeinflussen die Translation des high turnover Proteins unter
Stressbedingungen deutlich und fiihren vermutlich aufgrund von ribosomalen Pausen
wahrend der Elongation zu verminderten Proteinausbeuten. Hinsichtlich der heterologen
Genexpression sollten folglich Cluster seltener Ser-Codons in codierenden Sequenzen an
die codon usage des Wirtsorganismus angepasst werden. Andererseits konnten Ser-
Cluster auch der strategischen Insertion von ribosomalen Pausierungsstellen in codieren-
den Sequenzen dienen und so z.B. die Bindung von Chaperonen beglinstigen oder zur

Regulation des Expressionslevels beitragen.

Ein besonders deutlicher Einfluss auf die Expression des D1-Proteins war fir seltene Arg-
Codons zu beobachten. Die Selektion auf Photoautotrophie von Mutanten mit CGG oder
AGG-Codons im psbA-Gen gelang nicht, da diese vermutlich zu Translationsproblemen
fihren. Gerade fir die heterologe Expression therapeutisch relevanter Proteine im
Chloroplasten ist dies ein interessanter Fakt. In codierenden Plastomsequenzen wird das
Arg-Codon CGT am haufigsten und die Arg-Codons CGG und AGG am seltensten verwen-
det. In Sequenzen von Humanproteinen hingegen (http://www.kazusa.or.jp/codon) wer-
den die Codons CGG und AGG am haufigsten und das Codon CGT am seltensten genutzt.
Sequenzen therapeutisch relevanter Proteine, die kiinftig heterolog im Chloroplasten der

Grinalge exprimiert werden kdnnten, enthalten demzufolge viele seltene Arg-Codons.

Basierend auf diesen Daten wurde in anschlieRender Arbeit der Einfluss der Arg-codon
usage auf die plastidare Expression von Proteinen naher untersucht. Dafiir wurden das
aadA- bzw. GFP-Gen mit unterschiedlicher Arg-codon usage heterolog im Plastom expri-

miert und die erzeugten Mutanten vergleichend charakterisiert.
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4.2 Anpassung der Arg-codon usage des aadA-Gens

Das bakterielle aadA-Gen codiert fir eine Streptomycin3"-adenylyltransferase und ver-
leiht den Zellen Resistenz gegenlber den Aminoacylantibiotika Strep und Spec [115].
Diese inhibieren die bakterielle Proteinbiosynthese und fihren aufgrund des prokaryoti-
schen Ursprunges der Chloroplasten auch zur Hemmung der plastidiren Translation. Uber
Interaktionen durch Wasserstoffbriicken mit konservierten Bereichen der 16SrRNA-
Region der A-Stelle der ribosomalen 30S-Untereinheit, flihren die Antibiotika zu mRNA-
misreading und zum Abbruch der Translation wahrend der Elongationsphase [183]. Daher
sind die Zellen nicht mehr in der Lage essentielle Proteine zu synthetisieren und sterben.
Das AadA-Genprodukt adenyliert die 3"-Hydroxyl-Position von Strep und die 9-hydroxyl-
Position von Spec [115,184]. Im Zuge dieser kovalenten Veranderungen der Amino-
glykosidstruktur wird die Bindung der ribosomalen 30S-Untereinheit verhindert, so dass
der inhibierende Effekt auf die Translation aufgehoben wird. Aufgrund der Resistenzver-
mittlung dient das aadA-Gen haufig als Selektionsmarker fir die Chloroplastentransfor-
mation [87,116,117]. Da es nicht an die codon usage von C. reinhardtii angepasst ist und
fir diesen Organismus seltene Arg-Codons enthdlt, wurde es zur weiteren Analyse von
Arg-codon usage Effekten heran gezogen. Bereits Studien mit E. coli konnten zeigen, dass
allein der Austausch selten genutzter Arg-Codons zu den haufig genutzten die
Translationseffiziens steigert und hdhere Proteinausbeuten liefert [55,185,186] Um zu
prifen, ob dies auch fiir ein heterolog exprimiertes Protein im Chloroplasten der Griinal-
ge zutrifft, wurden Mutanten mit einem Arg-adaptierten aadA-Gen (AadAh) erzeugt und

mit Mutanten verglichen, die das E. coli aadA-Gen exprimieren (AadAs)

Zunachst bestétigten Sequenzierungen und eine Southern Blot Analyse die korrekte Inser-
tion und den homoplasmischen Zustand des Plastoms. AulBerdem erfolgte die Sequenzie-
rung der 16SrDNA-Region, um zufdllige Punktmutationen, die zur natirlichen Resistenz
der Algen gegeniber Spec und Strep fiihren, auszuschlieRen [187]. Um zu testen, ob sich
die Arg-Codon Anpassung positiv auf die in vivo Resistenz der Mutanten auswirkt, wurden
Wachstumstest mit steigenden Konzentrationen beider Aminoacylantibiotika im Medium
durchgefiihrt. Die Verwendung von Strep und Spec sollte die zufallige Entstehung von zu
Resistenz fiihrenden Punktmutationen ausschlieBen und somit eine Analyse Uber den

Zusammenhang zwischen Arg-codon usage und Resistenzlevel ermoglichen. Sollte die
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Arg-Codon Anpassung die Translationseffizienz des AadA-Proteins steigern, kénnten die

Mutanten moglicherweise hoherer Konzentrationen beider Antibiotika verstoffwechseln.

Sowohl die Ergebnisse der Wachstumsversuche in Flissigkultur (HS + Strep/Spec, Abb.
3-12 B) als auch die Drop Test Analyse auf Festmedium (TAP + Strep/Spec, Abb. 3-11)
zeigen, dass die Arg-adaptierten Mutanten auf deutlich hoéheren Strep/Spec-
Konzentrationen wachsen und demnach mehr Antibiotika verstoffwechseln kénnen als
die nicht Arg-adaptierten Mutanten. Zwar vermittelt die heterologe AadA-Expression
auch den Mutanten AadAs Resistenz gegenliber beiden Antibiotika, doch sterben sie auf-
grund der inhibierenden Wirkung von Strep/Spec auf die Proteinbiosynthese bei deutlich
niedrigeren Konzentrationen als die Mutanten AadAh. Die seltenen Arg-Codons kdnnten
die Translationseffizienz des AadA-Proteins verringern, so dass der Zelle weniger AadA-
Protein zur Verfligung steht. Folglich ist keine effektive Entgiftung hoher Mengen Antibio-

tika moglich und die Zellen sterben.

Im Vergleich der Wachstumsraten beider Mutanten ohne Antibiotikazugabe mit der
Wachstumsrate der IL-Mutante wird deutlich, dass sich die Insertion des Fremdgens in
beiden Mutanten negativ auf die Fahigkeit des photoautotrophen Wachstums auswirkt
(Abb. 3-12 A). Auffallig ist der deutlich reduzierte Wert von Mutante AadAh, deren Rate
gegenlber der IL-Mutante nur bei ca. 50 % liegt. Die Rate der AadAs-Mutante hingegen
liegt bei ca. 80 %. Das sichtlich reduzierte Wachstum von Mutante AadAh kénnte durch
eine groRere Menge an AadA-Protein hervorgerufen werden. Obwohl bislang in vivo kein
letaler Effekt des aadA-Genproduktes gezeigt werden konnte [188,189], besteht die Mog-
lichkeit, dass groe Mengen AadA-Protein inhibierend auf zelluldre Vorgange
wirken. Sequenzierungen der psbA-Gene beider Mutanten bestdtigten identische
Sequenzen, so dass die verminderte Wachstumsrate unter photoautotrophen Bedingun-

gen nicht auf Unterschiede im D1-Protein zurlick zu fiihren ist.

Die Wachstumsversuche warfen die Frage auf, ob die erhéhte Antibiotikatoleranz mit der
gesteigerten AadA-Translationseffizienz zusammenhangt. Um dies zu analysieren, wurden
Flussigkulturen mit der Konzentration Strep/Spec versetzt fur die gezeigt werden konnte,
dass Mutante AadAs mit einer Rate von 20 % und Mutante AadAh mit einer Rate von
40 % wachsen kann. In der spaten logarithmischen Wachstumsphase wurden quantitative
Western Blot Analysen zur Ermittlung der AadA-Level durchgefiihrt, wobei eine parallel

durchgefiihrte Coomassie-Farbung gleiche Mengen Protein verifizierte (Abb. 3-13). Die
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Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass die AadA-Synthese in der Arg-adaptierten
Mutante (AadAh) unter Antibiotikazugabe effizienter ablduft als in der nicht Arg-
adaptierten Mutante AadAs. In der Probe ohne Antibiotikum ist der AadA-Gehalt von
Mutante AadAh zunachst deutlich geringer als in Mutante AadAs, weshalb die verminder-
te Photosyntheseleistung der Vorversuche nicht auf eine hohe Menge AadA zurlick zu
fihren sein kann. Warum der AadA-Gehalt der AadAh-Mutante zunachst viel geringer ist
als der von Mutante AadAs kann nicht geklart werden. Ein hoher AadA-Gehalt in der Zelle,
aufgrund der gesteigerten Translationseffizienz, konnte Uber Riickkopplungsmechanis-

men zum Stopp der Synthese fiihren, wenn kein Genprodukt benétigt wird.

Werden dem Medium Antibiotika zugesetzt, bleibt der AadA-Gehalt von Mutante AadAs
auf einem annahernd konstanten Level. In Mutante AadAh hingegen fuhrt die Antibioti-
kazugabe zu einer effizienteren Proteinbiosynthese des aadA-Genproduktes. Vermutlich
steigert, wie bereits fur E. coli gezeigt werden konnte [55,185,186] allein die Arg-Codon-
Anpassung die Translationseffizienz und es kdnnen groRere Mengen an AadA-Protein
detektiert werden. Studien an Salmonella enterica zeigten zudem erhohte Resistenzlevel
gegenliber Strep/Spec durch die umweltbedingte Aktivierung eines Resistenzgens [190],
die auch im Fall der AadA-Mutanten eine Erklarung fiir den gesteigerten AadA-Gehalt in
Mutante AadAh nach Zugabe von Strep/Spec sein konnten. Der erhohte Antibiotikagehalt
des Mediums kdénnte demnach eine zusatzliche Steigerung der aadA-Genexpression be-
wirken. In Mutante AadAs hingegen konnte dieser Steigerungseffekt der AadA-Synthese
aufgrund der nicht angepassten Arg-codon usage geringer ausfallen und somit weniger
AadA-Protein detektiert werden. Das aadA-Gen von E. coli enthalt urspriinglich einen un-
gewohnlich hohen Anteil (10 %) seltener Codons, die auch in E. coli zu einem geringen
AadA-Expressionslevel fihren [161]. Die nahezu gleich bleibende Synthese des AadA-
Proteins in Mutante AadAs konnte folglich auf die hohere Anzahl seltener Codons im Ver-
gleich zur Mutante AadAh zuriickzufihren sein. Vermutlich besteht keine direkte Korrela-
tion zwischen der Fahigkeit des photoautotrophen Wachstums unter Antibiotikaeinfluss
und dem Level an AadA-Protein. Wahrend sich das Wachstum zwischen den Mutanten
bei der gewdhlten Konzentration nur um ca. 20 % unterscheidet, liegt der Unterschied der

AadA-Expressionsrate bei anndahernd 40 %.

Die Versuche liefern erste Hinweise darauf, dass die Resultate aus E. coli auch auf die

plastidare Proteinexpression von C. reinhardtii (ibertragbar sind. Es konnte gezeigt
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werden, dass allein der Austausch seltener Arg-Codons (CGG & AGG) im aadA-Gen zu
dem haufig genutzten (CGT) eine erhohte Resistenz der Mutanten gegeniiber
Aminoacylantibiotika zur Folge hat. Vermutlich wird auch im Chloroplasten der Griinalge
die AadA-Menge aufgrund der erhohten Translationseffizienz gesteigert. Zur Bestatigung
dieser Annahme missten Mutanten erzeugt werden, die ein aadA-Gen exprimieren, das
vollstandig an die codon usage des Chloroplasten von C. reinhardtii adaptiert ist und diese
mit den bereits charakterisierten Mutanten verglichen werden. Da das aadA-Gen aller-
dings auRer den seltenen Arg-Codons nur selten genutzte Leu-Codons enthalt und die
Resultate des Codon Test Systems keine Hinweise auf einen negativen Effekt solcher
Codons auf die Synthese eines high turnover Proteins lieferten, besteht die Mdoglichkeit,
dass eine vollstandige codon usage Anpassung des aadA-Gens keine weitere Steigerung

der aadA-Translationseffizienz zur Folge hat.

4.3 Effekte der Arg-codon usage auf die Expression von GFP

Das haufig in der Molekularbiologie und Biochemie verwendete Reporterprotein GFP
[162-164] wurde auch in der vorliegenden Arbeit zur Analyse von Arg-codon usage
Effekten genutzt und heterolog im Chloroplasten der Griinalge exprimiert. Durch Fusion
von Arg-tags unterschiedlicher codon usage an die GFP-Sequenz konnten anhand von

Expressionsstudien Effekte seltener Arg-Codon-Cluster analysiert werden.

Ferner dienten die Versuche auch der Untersuchung eines speziellen tagging-Systems,
das z.B. in E. coli durch selten genutzte Arg-Codons ausgelost wird [57,121]. Dieser
tmRNA-tagging-Mechanismus stellt einen alternativen Weg des Ribosomenrecyclings in
Bakterien dar, bei dem blockierte Translationskomplexe von der Zelle erkannt und die
tmRNA rekrutiert werden [118,153—155]. Diese vereint sowohl tRNA- als auch mRNA-
Eigenschaften, da sie sowohl Uber eine Aminosdurebindestelle als auch Uber einen ORF
verflgt. In Zusammenarbeit mit dem essentiellen Cofaktor SmpB fiihrt das System zur
Degradation der im Ribosomenkomplex gebundenen mRNA und einer Markierung der
festhdangenden Peptidkette. Dadurch erfolgt die finale Elongation, so dass der blockierte
Translationskomplex getrennt wird und neue Translationszyklen moglich werden (Abb.
1-2) [119-121,191]. Auch in einigen Plastiden, z.B. der Griinalgen Nephroselmis olivacea
[192] und Mesostigma viride [193], der Kieselalge Thalassiosira pseudonana [158] sowie

der Rotalge Porphyra purpurea [157], vermutet man die Existenz dieses Systems. Fiir den
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Chloroplasten der Grinalge C. reinhardetii liegen derzeit keine Hinweise darauf vor, doch
aufgrund des prokaryotischen Ursprungs der Plastiden besteht die Moglichkeit, dass
dieses System in den Organellen existierte bzw. noch existiert. Auch Hinweise einer
kerncodierten Variante des SmpB-Proteins deuten auf das Vorhandensein eines solchen
plastidaren Abbaumechanismus hin. Theoretisch konnten plastiddre tmRNAs auch ohne
den Cofaktor fungieren [63]. Sollte das Cluster seltener Arg-Codons die Markierung des
GFP-Reporterproteins forcieren, konnte diese demnach anhand einer C-terminalen

Sequenzierung des GFP-Proteins identifiziert werden.

Sequenzierungen der inserierten Fremd-DNA und eine Southern Blot Analyse bestatigten
die korrekte Insertion sowie den homoplasmischen Zustand des Plastoms, so dass im
Anschluss durch verschiedene Anzuchtbedingungen der Mutanten der Einfluss der Arg-

codon usage auf die GFP-Expression analysiert werden konnte.

Die Anzucht der Algen unter Standardbedingungen in acetathaltigem Medium auf einem
Schuttler liefert keine Hinweise auf codon usage Effekte oder eine tmRNA-Markierung
(Abb. 3-14). Die Bandenmuster beider Algen sind sowohl in der Western Blot Analyse
sowie in der Coomassiefarbung identisch. In Mutante GFP5s konnten weder groRRere
Banden, die auf die Markierung hindeuten, noch kleinere Banden, die auf Translationsin-
termediate hinweisen, detektiert werden. Vermutlich wird die GFP-Expression trotz des
Clusters aus flinf selten genutzten Arg-Codons in Mutante GFP5s unter diesen Bedingun-

gen nicht beeintrachtigt.

Das Gegenteil war nach Anzucht der Algen unter konstanter CO,-Begasung und erhohter
Lichtintensitdt zu beobachten (Abb. 3-15). Unter diesen Bedingungen steigt die
lichtabhangige GFP-Synthese und codon usage Effekte treten auf. Mutante GFP5h kann
unabhangig von den Anzuchtbedingungen genligend GFP-Protein synthetisieren, um es
sowohl iber Antikorperreaktion als auch mit Coomassiefarbung zu detektieren. In Mutan-
te GFP5s hingegen verzogern vermutlich die seltenen Arg-Codons die Translation des
GFP-Proteins, so dass nicht geniligend Protein fiir die Farbung angereichert wird. Geringe
Mengen GFP-Protein konnen nur lber eine Antikérperreaktion sichtbar gemacht werden,
wobei kleinere GFP-Signale deutlich starker detektiert werden als in Mutante GFP5h.
Besonders auffallig wird dieser Effekt nach Anzucht der Algen in Minimalmedium. Offen-
bar verlauft die GFP-Expression in Mutante GFP5h problemlos, so dass mehr GFP und

weniger kleinere Signale auftreten. Das schwache GFP-Signal in Mutante GFP5s sowie die
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kleineren Signale weisen drauf hin, dass die seltenen Arg-Codons in Mutante GFP5s die
Expression des GFP-Proteins beeintrdchtigen, wie es auch fiir E. coli bereits mehrfach be-
schrieben wurde [56,169,194]. Translationsintermediate oder Abbauprodukte kénnten im
Chloroplasten akkumulieren und durch Antikorperreaktion detektiert werden. In Mutante
GFP5h wird die GFP-Translation hingegen nicht beeintrachtigt, so dass diese Intermediate

nicht detektierbar sind.

In keinem der Versuche war es moglich GFP-Banden der Mutante GFP5s aus dem
Coomassie-gefarbten Gel zu eluieren, so dass keine C-terminale Sequenzierung des
Proteins vorgenommen werden konnte. Demnach konnten keine Hinweise auf eine
Markierung durch eine tmRNA analysiert werden. In einem weiteren Ansatz wurden Mu-

tanten erzeugt, die eine Fremd-tmRNA in der Plastomsequenz von C. reinhardtii tragen.

4.4 Insertion einer tmRNA in das Plastom der Griinalge

Keiner der Vorversuche lieferte Hinweise auf die Existenz des zuvor beschriebenen
tmRNA-Systems im Chloroplasten der Griinalge. Zudem lieferten Softwareanalysen der
Plastomsequenz keine Anhaltspunkte iber das Vorkommen einer plastiddren tmRNA. Mit
dem Programm ARAGORN [195], das tRNA- und tmRNA-Gene identifiziert, konnte keine
plastiddire tmRNA-Sequenz in C. reinhardtii gefunden werden. Allerdings detektierte
dieses Programm auch nicht alle plastiddaren tRNA-Gene. Ebenso fiihrte die Recherche mit
der frei im Internet zuganglichen Software ,Rfam” (http://rfam.sanger.ac.uk, [196]) nicht

zum Erfolg.

Das prokaryotische tmRNA-tagging-System kénnte evolutionar verloren gegangen sein
und kern- oder plastidar codierte Cofaktoren noch existieren. Darum wurde die tmRNA-
Sequenz des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC6803 in das Plastom inseriert und die
urspriingliche tag-Sequenz dabei durch einen Myc-tag ersetzt. Somit kdnnte statt des
Abbausignals die Sequenz eines Myc-tags an die festhangende Peptidkette synthetisiert
werden. Die Uberlegung war, dass dadurch kein Abbau potentiell markierter Proteine
stattfindet und deren Detektion mit Myc-spezifischem Antikdrper moglich ist.
Downstream der tmRNA-Sequenz erfolgte zudem die Insertion der GFP5h- bzw. GFP5s-
Sequenz, so dass ein interner Reporter vorhanden war. Sollte das System funktionieren
und das Cluster der flinf seltenen Arg-Codons des GFP5s-Proteins das tagging durch die

Fremd tmRNA forcieren, kénnten Myc-tag markierte GFP-Proteine in Mutante tmGFP5s
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detektiert werden. Dies ware ein Hinweis darauf, dass der tmRNA-Mechanismus auch im

Chloroplasten der Griinalge existierte.

Sequenzierungen und Southern Blot Analysen bestdtigten die korrekte Insertion der
Fremdgene sowie den homoplasmischen Zustand des Plastoms. Sehr interessante Ergeb-
nisse lieferte die Northern Blot Analyse. Mit tmRNA-spezifischer markierter Sonde wurde
ein RNA-Fragment der kalkulierten GroRe detektiert (Abb. 3-10), so dass davon ausgegan-
gen werden kann, dass die Expression der Fremd-tmRNA im Chlorplasten unter der
Kontrolle des rbcL-Promotors erfolgreich ist. Mit der gleichen Methodik kdnnte es
demnach gelingen fehlende tRNA-Gene im Plastom zu exprimieren und so die effiziente

Expression von Fremdproteinen mit seltenen Codons zu ermdglichen.

Durchgefiihrte Western Blot Analysen blieben ohne Ergebnis. Nach der eindimensionalen
Gelelektrophorese konnte kein Signal mit Myc-tag spezifischem Antikorper detektiert
werden (Abb. 3-16). Die Zugabe von Proteaseinhibitoren, die Arbeit auf Eis sowie die
potentielle Stabilisierung markierter Proteine durch den Myc-tag, sollte den Proteinabbau
verhindern. Markierte GFP5s-Proteine konnten allerdings in sehr geringen Mengen
vorliegen, weshalb im Anschluss an die genannten Versuche eine zweidimensionale
Gelelektrophorese durchgefiihrt wurde. Mit dieser Methode kann wesentlich mehr
Protein analysiert werden und zudem wird aufgrund der Trennung in zwei Dimensionen
eine spezifischere Trennung der I6slichen Proteine erreicht. Die isoelektrische Fokussie-
rung erfolgte in einem sehr engen pH-Gradienten (pH 5-8), wodurch alle Proteine, die
nicht dem isoelektrischen Punkt des gesuchten Proteins entsprechen, ausgeschlossen
werden sollten. Doch auch diese Methodik fiihrte nicht zur erfolgreichen Detektion von
GFP-Proteinen mit Myc-tag. Zwar konnte in beiden Versuchsansatzen (ein- und zweidi-
mensionale SDS-PAGE) das GFP-Protein mit GFP-spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden, doch aufgrund der fehlender Myc-Signale deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
durch das Einbringen der Fremd-tmRNA kein Protein-tagging stattfindet. Eventuell sind
Cofaktoren ebenso wie die tmRNA evolutionar verloren gegangen oder es hat das tmRNA-
System im Chloroplasten von C. reinhardtii nie gegeben. Zudem wird diskutiert, dass der
kerncodierte Faktor RRF (ribosome recycling faktor) fir das ribosomale Recycling in Chlo-

roplasten verantwortlich sein konnte [28].

Aktuelle Studien an Prokaryoten liefern Hinweise auf verschiedene Recyclingmechanis-

men auch in Bakterien. So wurden in E. coli z.B. kirzlich die Faktoren ArfA und das
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Ribosomen assoziierte Protein Yaej entdeckt, die ein tmRNA-unabhéangiges Ribosomenre-
cycling veranlassen [197,198]. In Eukaryoten filihren der nonsense-mediated-decay
(NMD), der nonstop-decay (NSD) sowie der no-go-decay (NGD) zum ribosomalen Recyc-
ling [64]. Der Prozess in Plastiden ist derzeit noch unerforscht. Das plastiddare Recycling
konnte prokaryotischen Mustern folgen, doch Abldufe die den eukaryotischen Vorgédngen
dhneln sind ebenso denkbar. Erst zukiinftige Arbeiten werden zur Aufklarung des

ribosomalen Recyclings in Plastiden flhren.
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5 Zusammenfassung

Die Expression von Fremdproteinen im Chloroplasten der Grinalge C. reinhardtii fir
industrielle und therapeutische Zwecke gewinnt zunehmend an Bedeutung. Um hohe
Produktausbeuten zu erhalten spielt die Anpassung der codon usage heterolog zu expri-
mierender Gene eine essentielle Rolle, da der unterschiedliche Codon-Gebrauch sowohl
die Translationsgeschwindigkeit als auch die Qualitdt und Quantitat synthetisierter
Proteine beeinflusst. Selten genutzte Codons verringern meist die Translationseffizienz
und koénnen durch ein Pausieren der Ribosomen wahrend der Elongationsphase zum
Abbruch der Translation fiihren. Innerhalb codierender Sequenzen lGibernehmen einzelne
seltene Codons regulatorische Funktionen und tragen z.B. zur korrekten Ausbildung von
Proteinstrukturen bei und sind wichtig fir die mRNA-Stabilitdt. Darum wird die
Anpassung der codon usage als ein Prozess der Codon-Harmonisierung zwischen
»Spender”- und ,Wirts“-codon usage diskutiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden codon usage Effekte auf die plastidare Expression von Proteinen der Griinalge

C. reinhardtii untersucht.

Zunachst wurde ein Codon Test System zur in vivo Analyse von codon usage Effekten auf
die Expression der plastidar codierten D1-Untereinheit des Photosystems Il etabliert.
Durch Transformation einer Deletionsmutante und Selektion auf Photoautotrophie gelang
die Erzeugung von Insertionsmutanten, die Peptide der Aminosduren Arg, Leu, Ser, Ala
und Gly unterschiedlicher Lange und codon usage in der D-de-Loop Region des D1-
Proteins tragen. Bereits die Erzeugung der Mutanten lielR Riickschllisse tber den Einfluss
der codon usage auf die Expression des D1-Proteins zu. Besonders deutliche Effekte wur-
den fiir die Aminosaure Arg beobachtet. Die Erzeugung von Mutanten mit bis zu zehn
hdufigen Arg-Codons gelang problemlos, die Erzeugung von Mutanten mit seltenen Arg-
Codons hingegen blieb erfolglos. Dies deutet auf eine starke Verzogerung oder den
Abbruch der Translation durch seltene Arg-Codons hin. In der Folge wird kein oder nicht
genligend D1-Protein synthetisiert, um photoautotrophes Wachstum zu erméglichen. Bei
Insertion von Leu- und Ser-Codons traten ebenfalls codon usage Effekte auf, da jeweils
eine groBere Anzahl haufiger Codons inseriert werden konnte. Keine Unterschiede liefer-
te die Insertion von Codons der Aminosduren Ala und Gly. In den physiologischen und

biochemischen Analysen der Mutanten wurde deutlich, dass Effekte seltener Leu-, Ala-
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5 Zusammenfassung

und Gly-Codons auf die Synthese des high turnover Proteins weitgehend ausgeschlossen
werden konnen. Mutanten mit drei Ser-Codons dagegen zeigten vor allem unter
Starklichtbedingungen Effekte der codon usage auf. In Puls-Experimenten konnten Trans-
lationsintermediate identifiziert werden, die eine strategische Nutzung solcher Codon-

Cluster zur Induktion gezielter ribosomaler Pausierungsstellen ermoglichen kénnten.

Studien an E. coli zeigen, dass allein die codon usage Anpassung seltener Arg-Codons die
Proteinausbeute steigert. Dies sollte durch die Erzeugung und Charakterisierung von
AadA-Mutanten, die sich hinsichtlich der Arg-codon usage unterscheiden, fiir den Chloro-
plasten von C. reinhardtii geprift werden. Nach erfolgreicher Transformation einer Dele-
tionsmutante erfolgte die physiologische und biochemische Analyse von Mutanten mit
aadA-Gen mit haufigen Arg-Codons (= AadAh-Mutante) und Mutanten mit aadA-Gen mit
seltenen Arg-Codons (= AadAs-Mutante). Wachstumsversuche mit steigenden Konzentra-
tionen von Strep/Spec sowie quantitative Western Blot Analysen deuten darauf hin, dass
auch fiir heterolog exprimierte Proteine im Plastiden der Griinalge eine Steigerung der

Produktausbeute allein durch die Anpassung der Arg-codon usage erreicht werden kann.

Ein weiterer Ansatz dieser Arbeit diente der Untersuchung des tmRNA-tagging-Systems,
bei dem wachsende Peptidketten an pausierenden Ribosomen C-terminal markiert
werden. Die heterologe Expression des GFP-Reporterproteins mit Arg-tags unterschiedli-
cher codon usage sollte Hinweise darauf liefern. Durch verschiedene Anzuchtbedingun-
gen der Mutanten sollte ein tagging des GFP-Proteins forciert und dieses durch eine C-
terminale Sequenzierung des GFP-Proteins nachgewiesen werden. Die biochemische
Analyse der Mutanten lieferte Hinweise auf eine starke Beeintrachtigung der GFP-
Synthese durch die seltenen Arg-Codons. Es gelang aber nicht, genligend Protein fiir eine
C-terminale Sequenzierung anzureichern. In einem weiteren Ansatz sollte die Insertion
einer Fremd-tmRNA eines Cyanobakteriums in Verbindung mit dem Arg-getaggten Repor-
terprotein GFP dem Nachweis markierter GFP-Proteine dienen. Die Transkription der
tmRNA war zwar erfolgreich, allerdings konnten keine markierten GFP-Proteine identifi-
ziert werden. Demnach konnten im Rahmen dieser Arbeit keine Hinweise auf ein tmRNA-

tagging System im Chloroplasten der Griinalge gefunden werden.
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Anhang

7 Anhang

I Primertabellen:

Die Tabellen 7-1, 7-2, 7-3 und 7-4 beinhalten alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonuc-

leotide mit Name, Sequenz in 5' = 3'-Richtung, verwendete Annealingtemperatur und

Verwendung. Die Primer fir die psbA-Konstrukte (Tabelle 7-1) enthalten fett dargestellt

die jeweiligen Codoninsertionen. Die verwendeten Annealingtemperaturen wurden tber

Gradienten PCR bestimmt und sind nicht dargestellt.

Die Primer mit Bsal Schnittstellen (Tabellen 7-2, 7-3, 7-4) enthalten unterstrichene

Bereiche, die die Bsal-Uberhinge fiir die Klonierung darstellen.

Tabelle 7-1| Oligonucleotide zur Erzeugung der psbA-Mutanten. Fett = Codoninsertionen der mutagenen

Primer.

Name Sequenz 5'- 3’ Verwendung
Argls for GAAGGTTACCGGCGTTTCGGTCAAGAAG Erzeugung
Arglsrev  ACCGAAACGCCGGTAACCTTCGTTAGC Arginin.
Arglhfor  GAAGGTTACCGTCGTTTCGGTCAAGAAG o
Arglhrev  ACCGAAACGACGGTAACCTTCGTTAGC

Leu2sfor  GAAGGTTACCTCCTCCGTTTCGGTCAAGAAG Erzeugung
Leu2srev  ACCGAAACGGAGGTAACCTTCGTTAGC .
Leu2hfor  GAAGGTTACTTATTACGTTTCGGTCAAGAAG

leu2hrev  ACCGAAACGTAATAAGTAACCTTCGTTAGC mutanten
Ser3s for GAAGGTTACTCCTCCTCCCGTTTCGGTCAAGAAG Erzeugung
Ser3srev  ACCGAAACGGGAGGAGGAGTAACCTTCGTTAGC o
Ser3hfor  GAAGGTTACTCATCATCACGTTTCGGTCAAGAAG

Ser3hrev  ACCGAAACGTGATGATGAGTAACCTTCGTTAGC mutanten
Gly5s for GAAGGTTACGGGGGGGGGGGGGGGCGTTTCGGTCAAGAAG’ Erzeugung
GlySsrev  ACCGAAACGCCCCCCCCCCCCCCCGTAACCTTCGTTAGC Shyin.
GlyShfor  GAAGGTTACGGTGGTGGTGGTGGTCGTTTCGGTCAAGAAG

GlyShrev  ACCGAAACGACCACCACCACCACCGTAACCTTCGTTAGC mutanten
Alal0s for  GAAGGTTACGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCGTTTCGGTCAAGARG
AlalOsrev  ACCGAAACGCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCGTAACCTTCGTTAGC A
Alal0h for ~ GAAGGTTACGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTCGTTTCGGTCAAGAAG

AlalOhrev  ACCGAAACGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGTAACCTTCGTTAGC mutanten
Dau4 GGGTCGTGAGTGGGAATTATCTTTCCG Fragment |
BstElirev  GCTGGTAACCTTCTATAGAATTATGAACAATAATATTATTTG

BStEll for GCTGGTTACCGTAGTGGATGCATATCAAAATTTAG Fragment I
Dau2 GCTAGAGTTAGTTGAAGCTAAGTCTAGAGGGA

Ampl for GAGTGGGAATTATCTTTCCGTTTAGGTA Final-

X2 rev AAGTCTAGAGGGAAGTTG fragment
412 for GGTATGCGTCCATGGATCGC Sequen-
570 rev GTGTTCTGCTTGGAATACGAT zierung
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Anhang

I Codon usage Tabellen fiir C. reinhardtii

Tabelle 7-5| Ubersicht iiber die Codon-Nutzung des Chloroplasten in Chlamydomonas reinhardtii. Die Zahl
hinter dem jeweiligen Codon gibt die Frequenz des Vorkommens / 1000 Codons im Chloroplast an. Die Zahl
in Klammern steht fiir die Anzahl des jeweiligen Codons im Chloroplasten. Es wurden 26.731 Codons
ausgewertet. Quelle: http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=3055.chloroplast

UuU 33.4( 894) UCU 17.0( 455) UAU 24.6/( 657) UGU 7.6/ 203)
uuc 17.1¢( 456) UCC 2.8( 74) UAC 10.0( 266) UGC 1.5( 39)
UUA 77.7( 2078) UCA 22.0( 588) UAA 2.9(¢ 78) UGA 0.1¢( 3)
UuG  4.3( 114) UCG 4.0¢( 107) UAG 0.4/ 12) UGG 13.5¢( 361)
CUU 14.3( 383) CCU 15.5( 414) CAU 10.1( 270) CGU 32.4( 866)
CuC 1.0( 28) CCC 3.4(¢ 90) CAC 8.8( 235) CGC 4.1( 110)
CUA 6.4/ 170) CCA 23.6( 630) CAA 38.4( 1026) CGA 3.4( 90)
CUG 3.7( 99) CCG 2.4(¢ 63) CAG 4.1(¢ 110) CGG 0.5¢ 14)
AUU 51.4( 1374) ACU 24.4( 651) AAU 42.1( 1126) AGU 16.0( 428)
AUC 8.2( 219) ACC 5.1¢( 135) AAC 17.7( 472) AGC 5.4( 144)
AUA 6.9( 184) ACA 32.4( 865) AAA 69.1( 1847) AGA 5.3( 143)
AUG 22.3( 596) ACG 3.9(¢ 103) AAG 6.2( 167) AGG 0.9¢ 23)
GUU 29.3( 783) GCU 34.0( 908) GAU 25.3( 676) GGU 44.0( 1177)
GUC 2.5( 68) GCC 5.9¢( 159) GAC 9.8( 263) GGC 6.4( 172)
GUA 26.0( 696) GCA 20.7( 554) GAA 41.1( 1098) GGA 8.6( 229)
GUG 5.6( 149) GCG 3.3( 88) GAG 5.7( 152) GGG 3.7( 99)

Tabelle 7-6| Ubersicht iiber die Codon-Nutzung des psbA Gens in Chlamydomonas reinhardtii. Die Zahl
hinter dem jeweiligen Codon gibt die Frequenz des Vorkommens / 1000 Codons im psbA Gen an. Die Zahl
in Klammern steht fir die Anzahl des jeweiligen Codons im psbA Gen. Es wurden 353 Codons ausgewertet.
Quelle: http://www.kazusa.or.jp/codon

uuu 5.7 2) UCU 34.0( 12) UAU 0.0¢( 0) UGU 8.5( 3)
UuucC 68.0 ( 24) UCC 0.0( 0) UAC 36.8( 13) UGC 2.8( 1)
UUA 51.0( 18) UCA 45.3( 16) UAA 2.8( 1) UGA 0.0¢( 0)
UuG 0.0 0) UCG 0.0¢( 0) UAG 0.0¢( 0) UGG 28.3( 10)
CUU 22.7( 8) CCU 11.3( 4) CAU 2.8( 1) CGU 42.5( 15)
CUC 0.0( 0) ccCc 0.0¢( 0) CAC 25.5( 9) CGC 0.0¢ 0)
CUA 17.0( 6) CCA 22.7( 8) CAA 19.8( 7) CGA 0.0( 0)
CUG 0.0( 0) CCG 5.7¢( 2) CAG 0.0(¢ 0) CGG 0.0¢( 0)
AUU 14.2( 5) ACU 34.0( 12) AAU 2.8( 1) AGU 0.0¢( 0)
AUC 65.2( 23) ACC 0.0(¢ 0) AAC 68.0( 24) AGC 5.7( 2)
AUA 0.0¢( 0) ACA 11.3( 4) AAA 0.0¢( 0) AGA 0.0¢( 0)
AUG 34.0¢( 12) ACG 0.0¢( 0) AAG 0.0¢( 0) AGG 0.0¢( 0)
GUU 14.2( 5) GCU 70.8( 25) GAU 2.8( 1) GGU 85.0( 30)
GUC 0.0( 0) GCC 0.0¢( 0) GAC 17.0(¢( 6) GGC 2.8( 1)
GUA 45.3( 16) GCA 19.8(¢( 7) GAA 42.5( 15) GGA 0.0¢( 0)
GUG 0.0¢( 0) GCG 0.0¢( 0) GAG 11.3( 4) GGG 0.0¢( 0)
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Anhang

III Sequenzierungen

LEUZh GCTAAC A A A C A A C T c AA A A Leuzs G

CTAACGAAGGTTACCTCCTCCGTTTCGGTCAAGAAG

] N VAR LYY VA ) RS (VY A\ SV .‘"ﬂ"'
SerSh GCT CGAAGGTTACTCATCATCACGTTTCGGTCAAGAAG Ser3s sc T CEAAGSTTACTCC CTCCCGT TTCGGTCAAS
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Promotorsequenz rbcL in tmGFPSh und tmGFP5s
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TCGC AT CAAAGGCTC G TTAS
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3-Ende tmGFPSh oS ENde tmGFPSs
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gt bl

Abb. 7-1 |Auschnitte der Elektropherogramme der Sequenzierungsreaktionen der Mutanten.
Dargestellt sind fiir die psbA-Mutanten Leu2, Ser3, Gly5 und Alal0 jeweils Ausschnitte des psbA-Gens,
in die zuséatzliche Codons inseriert wurden (gelb unterlegt). Flr die AadA-Mutanten sind Teilausschnitte
des aadA-Gens mit Arg-Codon Anpassung gezeigt. Die zwei Striche stellen hierbei jeweils nicht
dargestellte Bereiche zwischen den Anpassungsstellen dar. Die Arg-Codons beider Mutanten sind gelb
unterlegt. Die Elektropherogramme der GFP-Mutanten zeigen das GFP-3'-Ende (AAA) und die
fusionierten tags. Zur besseren Ubersicht ist auch der Leserahmen gezeigt. Fiir die tmRNA-Mutanten
wurden Ausschnitte gewahlt, welche die Promotorsequenz rbc/ und daran anschlieBend die tmRNA-
Sequenz darstellen. (Orange = Myc-tag) AuRerdem sind die 3'-Enden der GFP-Gene dargestellt.
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Anhang

Sequenzvergleich der Nucleotidsequenz des aadA-Gens von Mutante AadAh und AadAs:

(grau = Ausschnitt der 5'-UTR psbD & 3'- UTR psbA, schwarz = aadA, rot = seltene Arg-Codons in Mutante
AadAs und haufige Arg-Codons in Mutante AadAh,* = Ubereinstimmende Sequenz)

AadAh CATATATATAACTATATATAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTAAAAAA 119
AadAs CATATATATAACTATATATAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTAAAAAA 120
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR Ak Kk kKK
AadAh TGCTTATTTTTAATTTTATTTTATATAAGTTATAATATTAAATACACAATGATTAAAATT 179
AadAs TGCTTATTTTTAATTTTATTTTATATAAGTTATAATATTAAATACACAATGATTAAAATT 180
KAk Ak kA hkhkhkhhkhhhhkhhhkhhhhhhdhhhkhhhhkhhhkhkhkhhhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkrhkhkkhhkkxhxkx
AadAh AAATAATAATAAATTTAACGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATTTTGGAGATACACGCAAT 239
AadAs AAATAATAATAAATTTAACGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATTTTGGAGATACACGCAAT 240
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, Kk
AadAh GCGTGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCAACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGA 299
AadAs GAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCAACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGA 300
Kk AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA Ak Ak kA Ak kA Ak kk ok ok ok ok, k%
AadAh GCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGG 359
AadAs GCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGG 360
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR Ak k kKK
AadAh CCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTACGTCTTGATGAAAC 419
AadAs CCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAAC 420
KAk Ak kA hhkhkhhk kA hhkhhhkhhhhkhhkhkhhhkhrhhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhrkhhx * *hxkhhrkkhhkxkxk*x
AadAh AACGCGTCGTGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGA 479
AadAs AACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGA 480
KAKAKAAK KAKk A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk
AadAh GATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTA 539
AadAs GATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTA 540
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR Ak k kK Kk
AadAh TCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTAT 599
AadAs TCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTAT 600
KAk Ak kA hkhkhkhhk kA hhhhhkhhhhhkhkhkhhhhhhkhkhhkhkhkhhhkhdhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhhkkhxkx
AadAh CTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACA 659
AadAs CTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACA 660
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A* K,k *
AadAh TAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGA 719
AadAs TAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGA 720
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak A A A Ak kA kA kA kA kA Ak Ak Ak Ak kA k ok kK ok
AadAh TCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGG 779
AadAs TCTATTTGAGGCGCTARAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGG 780
hAhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhk kA khkkhx
AadAh CGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAA 839
AadAs CGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAA 840
R R R R R R R R R S S S S
AadAh AATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCA 899
AadAs AATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCA 900
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk
AadAh GCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTC 959
AadAs GCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTC 960
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A Ak Ak Ak kA Ak kA kA Ak kA Ak k ok kK&
AadAh GCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGT 1019
AadAs GCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGT 1020
R R R R R R R S I S S
AadAh CGGCAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTACGCTTAATTTTTTTTTAAACTAAAATAAAT 1079
AadAs CGGCAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTACGCTTAATTTTTTTTTAAACTAAAATAAAT 1080
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak Ak kk kK k
AadAh CTGGTTAACCATACCTGGTTTATTTTAGTTTATACACACTTTTCATATATATATACTTAA 1139
AadAs CTGGTTAACCATACCTGGTTTATTTTAGTTTATACACACTTTTCATATATATATACTTAA 1140
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA A A Ak Ak kA kA kA kA kA Ak Ak Ak Ak Ak k ok kK ok
AadAh TAGCTACCATAGGCAGTTGGCAGGACGTCCCGCTTGACCCGGGGAAGGGGACGTCCTAAA 1199
AadAs TAGCTACCATAGGCAGTTGGCAGGACGTCCCGCTTGACCCGGGGAAGGGGACGTCCTARA 1200
hAhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhk bk hkhkxkx
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Anhang

Sequenzvergleich des AadA-Proteins von Mutante AadAh und AadAs:

(schwarz = aadA, * = Gibereinstimmende Sequenz)

AadAh
AadAs

AadAh
AadAs

AadAh
AadAs

AadAh
AadAs

AadAh
AadAs

MREAVIAEVSTQLSEVVGVIERHLEPTLLAVHLYGSAVDGGLKPHSDIDLLVTVTVRLDE
MREAVIAEVSTQLSEVVGVIERHLEPTLLAVHLYGSAVDGGLKPHSDIDLLVTVTVRLDE

R R R R

TTRRALINDLLETSASPGESEILRAVEVTIVVHDDIIPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG
TTRRALINDLLETSASPGESEILRAVEVTIVVHDDIIPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG

R R R R R

IFEPATIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEELFDPVPEQDLFEALNETLTLWNSPPDWA
IFEPATIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEELFDPVPEQDLFEALNETLTLWNSPPDWA

R R R R

GDERNVVLTLSRIWYSAVTGKIAPKDVAADWAMERLPAQYQPVILEARQAYLGQEEDRLA
GDERNVVLTLSRIWYSAVTGKIAPKDVAADWAMERLPAQYQPVILEARQAYLGQEEDRLA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

SRADQLEEFVHYVKGEITKVVGKYPYDVPDYA 272
SRADQLEEFVHYVKGEITKVVGKYPYDVPDYA 272

B R S
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Anhang

Sequenzvergleich der Nucleotidsequenzen des GFP-Gens von Mutante GFP5h und GFP5s:

(grau =5'-UTR psbD & 3'- UTR psbA, schwarz = GFP, rot = Arg-Codons, * = (ibereinstimmende Sequenz)

GFPArg5h TTATAGGTCTCAAGGTCCAGGCAATTGTCACTGGCGTCATAGTATATCAATATTGTAACA 60
GFPArg5s TTATAGGTCTCAAGGTCCAGGCAATTGTCACTGGCGTCATAGTATATCAGTATTGTAACA 60
dAhk Ak hkhkhkkhkhhkhhhhkhhhkhhhkhkhhhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhrhhkhkhkhkhkhhkrkhhhhdx *,khhkhkhhxhxk*x
GFPArg5h GATTGACACCCTTTAAGTAAACATTTTTTTTAGGATTCATATGAAATTAAATGGATATTT 120
GFPArgSs GATTGACACCCTTTAAGTAAACATTTTTTTTAGGATTCATATGAAATTAAATGGATATTT 120
Ak hkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkdrkhhkhkhkkhxk*x
GFPArg5h GGTACATTTAATTCCACAAAAATGTCCAATACTTAAAATACAAAATTAAAAGTATTAGTT 180
GFPArgS5s GGTACATTTAATTCCACAAAAATGTCCAATACTTAAAATACAAAATTAAAAGTATTAGTT 180
Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhxk*x
GFPArg5h GTAAACTTGACTAACATTTTAAATTTTAAATTTTTTCCTAATTATATATTTTACTTGCAA 240
GFPArg5s GTAAACTTGACTAACATTTTAAATTTTAAATTTTTTCCTAATTATATATTTTACTTGCAA 240
Ak Ak kA hkhkhkhhkhhkhhkhhhkhhhhhkhkhkhhhhhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkhkkhhkkhxkx
GFPArg5h AATTTATAAAAATTTTATGCATTTTTATATCATAATAATAAAACCTTTATTCATGGTTTA 300
GFPArg5s AATTTATAAAAATTTTATGCATTTTTATATCATAATAATAAAACCTTTATTCATGGTTTA 300
dAhkhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhhkhhhkhkhhkhkhkhhkhhkhkhrhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkrhhkhkhdhxk*x
GFPArg5h TAATATAATAATTGTGATGACTATGCACAAAGCAGTTCTAGTCCCATATATATAACTATA 360
GFPArgSs TAATATAATAATTGTGATGACTATGCACAAAGCAGTTCTAGTCCCATATATATAACTATA 360
Ak hkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhkhkxk*x
GFPArg5h TATAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTAAAAAATGCTTATTTTTAATTT 420
GFPArgS5s TATAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTAAAAAATGCTTATTTTTAATTT 420
Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk ko hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk kA hkrhkhkkhkhkhxk*x
GFPArg5h TATTTTATATAAGTTATAATATTAAATACACAATGATTAAAATTAAATAATAATAAATTT 480
GFPArg5s TATTTTATATAAGTTATAATATTAAATACACAATGATTAAAATTAAATAATAATAAATTT 480
dAhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhxkx
GFPArg5h AACGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATT TTGGAGATACACGCAATGGCTAAAGGTGAAGAA 540
GFPArgSs AACGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATTTTGGAGATACACGCAATGGCTAAAGGTGAAGAA 540
Ak hkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhkdrhkhkhkhkkxk*x
GFPArg5h TTATTCACAGGTGTTGTACCTATTTTAGTAGAATTAGACGGTGATGTAAACGGTCACAAA 600
GFPArg5s TTATTCACAGGTGTTGTACCTATTTTAGTAGAATTAGACGGTGATGTAAACGGTCACAAA 600
Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhxk*x
GFPArg5h TTTTCAGTTTCTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACTTATGGTAAATTAACACTTARATTC 660
GFPArg5s TTTTCAGTTTCTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACTTATGGTAAATTAACACTTARATTC 660
KAk Ak kA hkhkhkhhk kA hhhhhkhhhhhkhdhkhhkhhhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkrhkhkkhhkkhkhkxk*x
GFPArg5h ATTTGTACTACAGGTAAATTACCAGTACCTTGGCCAACTTTAGTTACAACTTTTACATAC 720
GFPArg5s ATTTGTACTACAGGTAAATTACCAGTACCTTGGCCAACTTTAGTTACAACTTTTACATAC 720
dAhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhrhkhhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhrkhkhkkhkhkhkhkrkhkhkhkhkxkxkx
GFPArg5h GGTGTACAATGTTTCAGTCGTTACCCTGATCACATGAAACAACATGACTTTTTCAAATCT 780
GFPArg5s GGTGTACAATGTTTCAGTCGTTACCCTGATCACATGAAACAACATGACTTTTTCAAATCT 780
Ak hkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkkxk*x
GFPArg5h GCTATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAATTAT 840
GFPArg5s GCTATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAATTAT 840
Ak Ak hkhkhkhk kA kA hkhkhkhkhk kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhxk*x
GFPArg5h AAAACACGTGCTGAAGTAAAATTTGAAGGTGATACTTTAGTTAACCGTATTGAATTAAAA 900
GFPArg5s AAAACACGTGCTGAAGTAAAATTTGAAGGTGATACTTTAGTTAACCGTATTGAATTAAAA 900
KAk Ak Ak h kA A hhhhkhhhkhhhhhkhkhkhhhhhhhkhdkhkhkh bk hkhdkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkrhkhkkhhkkxhxkx
GFPArg5h GGTATTGACTTCAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCACAAACTTGAATATAACTACAAT 960
GFPArg5s GGTATTGACTTCAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCACAAACTTGAATATAACTACAAT 960
Ak hkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhxk*x
GFPArg5h TCACATAACGTATATATTATGGCGGACAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTAAACTTTAAA 1020
GFPArg5s TCACATAACGTATATATTATGGCGGACAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTAAACTTTAAA 1020
Ak Ak hkhkhkhk kA kA hkhkhkhkhk kA hkhkhkhk kA hkk ko hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhk kA hkhkhkhkkhkhkhxk,*x
GFPArg5h ATTCGTCATAATATCGAGGATGGTTCTGTACAATTAGCTGACCACTATCAACAAAACACA 1080
GFPArg5s ATTCGTCATAATATCGAGGATGGTTCTGTACAATTAGCTGACCACTATCAACAAAACACA 1080
Ak Ak Ak hkhkhhk kA hhkhhhkhkhhhhkhdkhhhhhhhkhhkhkhkh bk hkhhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkhkkhhkhhxkx
GFPArg5h CCAATTGGTGATGGTCCTGTTTTACTTCCAGACAATCATTATTTAAGTACTCAATCTGCT 1140
GFPArg5s CCAATTGGTGATGGTCCTGTTTTACTTCCAGACAATCATTATTTAAGTACTCAATCTGCT 1140
hAhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhrhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhrkhkhkkhkhkhkhkrkhkhkhkhkxhxkx
GFPArg5h TTATCAAAAGATCCTAACGAAAGACGTGACCACATGGTATTACTTGAATTTGTTACAGCA 1200
GFPArg5s TTATCAAAAGATCCTAACGAAAGACGTGACCACATGGTATTACTTGAATTTGTTACAGCA 1200
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkdrhkhkhkhkhxk*x
GFPArg5h GCTGGTATTACTCACGGTATGGATGAATTATACAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTAC 1260
GFPArg5s GCTGGTATTACTCACGGTATGGATGAATTATACAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTAC 1260
Ak Ak hkhkhkhk kA kA hkhkhkhkhk kA hhkhkhk kA hkhkhkhk ko kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhxk,*x
GFPArg5h GCTCATCACCACCATCATCATCACCATCACCACATGATGATGCGTCGTCGTCGTCGTTAA 1320
GFPArg5s GCTCATCACCACCATCATCATCACCATCACCACATGATGATGCGGCGGCGGCGGCGGTAA 1320
Ak Ak hkkhhkhkhhkhhkhhkhhhkhkhhrkhhhhhkhkhrhhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkkhkhhkhx **k **k **x ** **kx*x
GFPArg5h TTTTTTTTTAAACTAAAATAAATCTGGTTAACCATACCTGGTTTATTTTAGTTTATACAC 1380
GFPArg5s TTTTTTTTTAAACTAAAATAAATCTGGTTAACCATACCTGGTTTATTTTAGTTTATACAC 1380
Ak hkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhxk*x
GFPArg5h ACTTTTCATATATATATACTTAATAGCTACCATAGGCAGTTGGCAGGACGTCCC 1434
GFPArgSs ACTTTTCATATATATATACTTAATAGCTACCATAGGCAGTTGGCAGGACGTCCC 1434

B R R
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Anhang

Sequenzvergleich des GFP-Proteins von Mutante GFP5h und GFP5s:

(schwarz = GFP, rot = Arg-tag, * = Gibereinstimmende Sequenz)

GFPArg5h MAKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL 60
GFPArgb5s MAKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL 60
KAk Ak kA hkhkhkhhkhhkhhkhhhkhhhhhkhhkhhkhhhhdhhhkhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkrhkhkkhhkkhhxk*x
GFPArgbh VITFTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV 120
GFPArgbs VITFTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV 120
hohkkkk kK KKKk Kk hhkkhkhkhkh kA kA A KKk hhhkhkhkhhkk kA A KKK Kk hkkkhkhkhkhk kA kKKK K
GFPArg5h NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD 180
GFPArgbs NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD 180
hokkhkkk kK Ak kkkkkkkhkhkkk kA kA Ak kkkkkkhkhkkkk kXA Ak kkkkkkkhkhkkk kX XXk %
GFPArg5h HYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNERRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKYP 240
GFPArgbSs HYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNERRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKYP 240
hokkkkk kA Ak kkkkkkkkhkkkkk kA Ak kkkkkkkkkkk kX kA Ak kkkkkkkkkkk kX kX & %
GFPArgbh YDVPDYAHHHHHHHHHHMMMRRRRR 265
GFPArgb5s YDVPDYAHHHHHHHHHHMMMRRRRR 265

Kk Kk Ak Kk hkhkhk Ak khkk Ak Ak kA h*kk*x
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Anhang

Sequenzvergleich der Nucleotidsequenzen tmRNA und GFP der Mutanten tmGFP5h und tmGFP5s:

(blau = Promotorsequen rbcl, fett = tmRNA-Sequenz, griin = Myc-tag, grau = 5'-UTR psbD & 3'- UTR psbA,
schwarz = GFP, rot = Arg-Codons, * = Uibereinstimmende Sequenz)

tmGFP5h GGCCTCGCTTATCCCCGACAGGAATATACATGGTTTTAGTAAGTAAACTGCGTAAGACGA 60
tmGFP5s GGCCTCGCTTATCCCCGACAGGAATATACATGGTTTTAGTAAGTAAACTGCGTAAGACGA 60
ek kK kK ok Kk ok ok ok ok kK ok ok o ok kK ok ok o ok kK ok ok o ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko k
tmGFP5h CCGACATATACCTAAAGGCCCTTTCTATGCTCGACTGATAAGACAAGTACATAAATTTGC 120
tmGFP5s CCGACATATACCTAAAGGCCCTTTCTATGCTCGACTGATAAGACAAGTACATAAATTTGC 120
ek kK Kk Kk ok kK Kk ok ok ok kK ok ok ok ok K K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok K K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok kK R ok ok ok ok kK k
tmGFP5h TAGTTTACATTATTTTTTATTTCTAAATATATAATATATTTGGGGCCGCAATGGTTTCGA 180
tmGFP5s TAGTTTACATTATTTTTTATTTCTARATATATAATATATTTGGGGCCGCAATGGTTTCGA 180
kKK Kk ok kKKK Kk ok kK K K Kk ok kK K Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K K ok ok ok kK K Kk ok ok kK K Rk kK kR K
tmGFP5h CAGGTTGGCGAAAGCTTGCCCGTGATACAGGTCGAGAGTGAGTCTCCTCTCGCAAATCAA 240
tmGFP5s CAGGTTGGCGAAAGCTTGCCCGTGATACAGGTCGAGAGTGAGTCTCCTCTCGCAAATCAA 240
ek Kk ok K ok Kk K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k
tmGFP5h AGGCTCAAAAAAAAGTAACTGCGAATAACGAACAAAAATTAATTTCAGAAGAAGATTTAT 300
tmGFP5s AGGCTCAAAAAAAAGTAACTGCGAATAACGAACAAAAATTAATTTCAGAAGAAGATTTAT 299
ek kK ok o ok K Kk ok ok ok kK ok ok o ok kK ok ok o ok kK ok ok o ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok k k
tmGFP5h CTGTAAAAGCTACATTTTCTTGTCAAAGACCGTTTACTTCTTTTCTGACTCCGTTAAGGA 360
tmGFP5s CTGTAAAAGCTACATTTTCTTGTCAAAGACCGTTTACTTCTTTTCTGACTCCGTTAAGGA 359
ek kK Kk Kk ok K Kk ok ok ok kK ok ok ok ok K Kk ok ok ok Kk ok ok ok ok K K ok ok ok ok kK R ok ok ok ok kK R ok ok ok ok Rk
tmGFP5h TTAGAGGTTAACCCCAACGGATGCTTTGTTTGGCTCTTCTCTAGTTAGCTAAACAATCAA 420
tmGFP5s TTAGAGGTTAACCCCAACGGATGCTTTGTTTGGCTCTTCTCTAGTTAGCTAAACAATCAA 419
Kk KK Kk Kk kKKK Kk ok kK K Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K ok ok ok kK K Kk ok ok kK Kk ok ok ok kR K
tmGFP5h GACTCAGACTAGAGCATCCCACCATCAGGGATAATCGATGGTCCCCGTCCTAGGGCTAGA 480
tmGFP5s GACTCAGACTAGAGCATCCCACCATCAGGGATAATCGATGGTCCCCGTCCTAGGGCTAGA 479
ek kK ok K ok kK K ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k
tmGFP5h AGGACTAAACCTGTGAATGAGCGGAAAGTTAATACCCAGTTTGGACAGCAGTTCAATTCT 540
tmGFP5s AGGACTAAACCTGTGAATGAGCGGAAAGTTAATACCCAGTTTGGACAGCAGTTCAATTCT 539
ek kK K ok Kk ok kK Kk ok ok ok kK K ok ok ok K Kk ok ok ok Kk ok ok ok ok K K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok kK R ok ok ok ok kK k

tmGFP5h GCTCGGCTCCﬁTTTCCAGGCﬁﬁTTGTCﬁ‘TGGCGTCATAGTATATCAﬁTﬁTTGTﬁ\‘w‘w 600
tmGFP5s GCTCGGCTCCATTTC AATTGTCAS A 599

R R R R R R R R R R R I R R R S I S

tmGFP5h TTGACACCCTTTAAGT! CATTTTTTTTAGGATTC? AAATGGATATTTGG 660
tmGFP5s TTGACACCCTTTAAGTAAACATTTTTTTTAGGATTCATATGAAATTAAATGGATATTTGG 659
kK ok ok ok ok kK ok ok kK ok ok ko ok k ok ok k ok ok ko ok ok ok ok ok k ok ok ko ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok

tmGFP5h TACATTTAATTCCACAAAAATGTCCAATACTTAAAATACAAAATTAAAAGTATTAGTTGT 720

tmGFP5s TACATTTAATTCCACAAAAATGTCCAATACTTAAAATAC!? \AGTATTAGTTGT 719
Kk k ok kK ok ok kK ok ok kK ok ok ko ok k ok ok ok k ok ok ko ok kK ok ok k ok ok ko ok k ok ok ok k ok ok ok Kk k ok ok ok ok kK ok

£mGFP5h AAACTTGACTAACATTTTAAATTTTAAATTTTTTCCTAATTATATATTTTACTTGCAAAA 780

tmGFP5s AAACTTGACTA ACATTTT%AHTTTTAAHTTTTTTCCTAETTATATATTTTACTTGC%AAA 779
Kk K ok kK ok ok kK ok Kk kK ok kK ok ok kK ok ok ko k ko ok kK ok ok Kk ok ok ko ok k ok ok ok k ok ok k ko kK ok ok kK ok

tmGFP5h TTTAT ATTTTATGCATTTTTATATCA CTTTATTCATGGTTTATA 840
£mGFP5s TTTATAAAAATTTTATGCATTTTTATATC f“ATAﬁTAALLTTTTT“TT”“”GGTTTATA 839
Kok kkkk kA Ak kkk ok ok kkhkhkkkk kA Ak kkk ok ok ok ok ok kkkkk kX ko kkk ok ok kkkkkkkx k& ok

tmGFP5h ATA \C7’KCC\ 900
tmGFP5s \ A ~~TT@T@~T@ L 899
Kok kXA KA Ak ok kk ok khkh kAKX XA KA Ak k ok ok kkhkhk kA XXX KKk ok ok ok ok kkkkkkxxkkk
tmGFP5h TAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTARAAAATGCTTATTTTTAATTTTA 960
tmGFP5s TAACCCGTTTAAAGATTTATTTAAAAATATGTGTGTAAAAAATGCTTATTTTTAATTTTA 959
R R R R R R R R e s £ 2 L R L R R R R R R S
tmGFP5h TTTTATATAAGTTATAATATTAAATACACAATGATTAAAATTAAATAATAATAAATTTAA 1020
tmGFP5s TTTTAT“TffvTT“T““T“TTfAA”dCA,AAT‘ \TTAAAATTAAATAATAATAAATTTAA 1019
Kok kkkkk kA kkkkk ok k ok ok hhkk kA kA Ak kk ok ok ok ok kkhkkkkkk ko kkkk ok kkkkkkxxxkk
tmGFP5h CGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATTTTGGAGATACACGCAATGGCTAAAGGTGAAGAATT 1080
tmGFP5s CGTAACGATGAGTTGTTTTTTTATTTTGGAGATACACGCAATGGCTAAAGGTGAAGAATT 1079
Kok ok kK kK K K Kk Kk ok ok ok ok ok k kK kK K K K Kk ok ok ok ok ok ok ok k kK kK K K Kk ok ok ko k ok ok ok ok kR kK K Kk
tmGFP5h ATTCACAGGTGTTGTACCTATTTTAGTAGAATTAGACGGTGATGTAAACGGTCACAAATT 1140
tmGFP5s ATTCACAGGTGTTGTACCTATTTTAGTAGAATTAGACGGTGATGTAAACGGTCACAAATT 1139
P R R R R R R R R R L 2 L L R R R R RS
tmGFP5h TTCAGTTTCTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACTTATGGTAAATTAACACTTAAATTCAT 1200
tmGFP5s TTCAGTTTCTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACTTATGGTAAATTAACACTTAAATTCAT 1199
Kok k kAR A AR ARk ok ok ki ok khh kA A XA A A Ak ok ok ok ok khhh kA XX A AL Ak ok ok ok kkhkhkkhkxxx &K
tmGFP5h TTGTACTACAGGTAAATTACCAGTACCTTGGCCAACTTTAGTTACAACTTTTACATACGG 1260
tmGFP5s TTGTACTACAGGTAAATTACCAGTACCTTGGCCAACTTTAGTTACAACTTTTACATACGG 1259
Kok kkkk kA Ak kkk ok ok ok ok ok hkk kA kA Ak kk ok ok ok ok khkhkkkkk kA kkkkkk ok kkkkkk*kxx k%
tmGFP5h TGTACAATGTTTCAGTCGTTACCCTGATCACATGAAACAACATGACTTTTTCAAATCTGC 1320
tmGFP5s TGTACAATGTTTCAGTCGTTACCCTGATCACATGAAACAACATGACTTTTTCAAATCTGC 1319
Kk ok kK K K K K K Kk ok ok ok ok ok ok kK kK K K Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok k ko kK K Kk ko k ok ok ok ok ok ok kR K KK Kk
tmGFP5h TATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAATTATAA 1380
tmGFP5s TATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAATTATAA 1379
Kok k kAKX AR A ARk ok ok ok khh kA XA A A A ARk k ok khkhk kA XXX A ARk ok k ok ok kkhkhkkxk XXX KK
tmGFP5h AACACGTGCTGAAGTAAAATTTGAAGGTGATACTTTAGTTAACCGTATTGAATTAAAAGG 1440
tmGFP5s AACACGTGCTGAAGTAAAATTTGAAGGTGATACTTTAGTTAACCGTATTGAATTAAAAGG 1439

E R R R
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Anhang

tmGFP5h TATTGACTTCAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCACAAACTTGAATATAACTACAATTC
tmGFP5s TATTGACTTCAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCACAAACTTGAATATAACTACAATTC
khkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkrhhkhkhkhhhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhkhkdkrhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdkhkhk*x
tmGFP5h ACATAACGTATATATTATGGCGGACAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTAAACTTTAAAAT
tmGFP5s ACATAACGTATATATTATGGCGGACAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTAAACTTTAAAAT
R R R R R R R R R R R R S
tmGFP5h TCGTCATAATATCGAGGATGGTTCTGTACAATTAGCTGACCACTATCAACAAAACACACC
tmGEFP5s TCGTCATAATATCGAGGATGGTTCTGTACAATTAGCTGACCACTATCAACAAAACACACC
Ak hkhkhkhkkhkhhkhkkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkdkhkhkhkhkdkhhkhkhkdkhkhkhkhkkhkkkhkkkk*k
tmGFP5h AATTGGTGATGGTCCTGTTTTACTTCCAGACAATCATTATTTAAGTACTCAATCTGCTTT
tmGFP5s AATTGGTGATGGTCCTGTTTTACTTCCAGACAATCATTATTTAAGTACTCAATCTGCTTT
R RS S EE SRS S SRR SR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]
tmGFP5h ATCAAAAGATCCTAACGAAAGACGTGACCACATGGTATTACTTGAATTTGTTACAGCAGC
tmGFP5s ATCAAAAGATCCTAACGAAAGACGTGACCACATGGTATTACTTGAATTTGTTACAGCAGC
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkhhkhkhhrhkhkhhrhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhkdkhkhkkhkkhk*x
tmGFP5h TGGTATTACTCACGGTATGGATGAATTATACAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTACGC
tmGFP5s TGGTATTACTCACGGTATGGATGAATTATACAAATACCCTTACGATGTTCCTGATTACGC
R R R R R R R R R R R R R S
tmGFP5h TCATCACCACCATCATCATCACCATCACCACATGATGATGCGTCGTCGTCGTCGTTAATT
tmGEFP5s TCATCACCACCATCATCATCACCATCACCACATGATGATGCGGCGGCGGCGGCGGTAATT
hhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhhkhkhkkhkhhkkhkhkkdkhhkkhkhkkhkhhkhkhkkhkkhkhkx *k **x **k **k *kk*k*x
tmGFP5h TTTTTTTAAACTAAAATAAATCTGGTTAACCATACCTGGTTTATTTTAGTTTATACACAC
tmGFP5s TTTTTTTA TCTGGTTA \CCTGGTTTATTTTAGTTTATACACAC
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhhhkhkhhhhkhkhhhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkhkhkhhkhkhkhkrkhkhkhkdkhkhkkhkkhkh*x
tmGFP5h TTTTCATATATATATACTTAATAGCTACCATAC AGTTGGC ceTCcc 1971
tmGFP5s TTTTCATATATATATACTTAATAGCTACCATAGGCAGTTGGCAGGACGTCC 1947
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhrhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkhkhkrkkxk
Sequenzvergleich des GFP-Proteins von Mutante tmGFP5h und tmGFP5s:
(schwarz = GFP, rot = Arg-tag, * = libereinstimmende Sequenz)
tmGFPArg5h MAKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL
tmGFPArg5s MAKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL
Ak hkhkhkhkkhhkhkhk kA hhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkhdkhhhkhhkhhkhkhkkhhkhkhhkhdhhkhkkhkkhkhkx
tmGFPArg5h VITFTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV
tmGFPArgSs VITFTYGVQCEFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV
hhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhdkhhkhkhhkhhkhkhkdkhhkhkhkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkhk*x
tmGFPArg5h NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD
tmGFPArg5Ss NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD
R RS S EE SRS S SRR R SRR RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESS
tmGFPArg5h HYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNERRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKYP
tmGFPArgSs HYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNERRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKYP
B R R R e R R R I
tmGFPArg5h YDVPDYAHHHHHHHHHHMMMRRRRR 265
tmGFPArg5s YDVPDYAHHHHHHHHHHMMMRRRRR 265

R R R R
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Anhang

IV Wachstumskurven der AadA Mutanten in Fliissigkultur
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Abb. 7-2| Wachstumskurven der Mutanten AadAh und AadAs. Die Anzucht der Algen erfolgte in
Minimalmedium, bei 24 °C, unter konstanter Begasung mit CO, und Bestrahlung mit 70 pE*m™2*s™. Fiir die
Messung der OD (750 nm) wurden je 1 ml Aliquots entnommen. Die Kurven resultieren aus 4 unabhangigen
Messungen.
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