Untersuchungen zu
Nitrat-induzierbaren Proteinen der Plasmamembran

von Chlorella saccharophila (Kriger) Nadson

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Peter Brechlin

aus Hannover

Gottingen 2002



D7
Referent: Prof. Dr. Rudolf Tischner

Korreferent: Prof. Dr. Dietrich Gradmann

Tag der mundlichen Prufung: 30. 10. 2002



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
1 EINLEITUNG..... ..o iiiiceeeceecccsss s s e s s s s e e e e s s enss s s s s s s s s s e e e s e e s e e nnmnmnnnnnsnen 1
2 MATERIAL UND METHODEN.........cooiiiirrrereeecceeesssss s s s s s s e s e e e e s e e s nmnnnnnns 5
2.1 AlGENMALErIal......ccceeeiiiiee e 5
2.1.1  KulturbedinQUNQEN.........couvuiiiieieiiee e e e 5
2.1.2 StammKUIUIEN..........cooiiecce e 5
2.2. Praparation der Mikrosomalen Fraktion..........cccccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee 5
2.2.1 Protoplasten-Praparation und —Aufbruch.............ccccooviriiiiiiiinnnnnnn. 5
2.2.2 Praparation des zellfreien Extraki€s...........ccccceeeeiiiiiiiiiviiiiiiiicennn. 7
2.3 Plasmamembran-Praparation.........cccccoooeeeiiiiiiiieiieici e 7
2.4 right side out Vesikel-Paparation..........ccccceeeiiieiiiiii e 8
2.5 Temperatur-induzierte Phasenverteilung mit Triton X 114..........ccc......... 9
2.6 Hydrophobe Interaktionschromatographie der PM-Proteine................... 9
2.7 Markierung von NO3--induzierten PM-Proteinen mit 35S-Methionin...... 10
2.8 Photoaffinitdtsmarkierung von PM-Proteinen mit 14C-2,6-DNPA........... 11
2.9 ProteinbeStimMmMUNQG ......ooiiiiiiiiieee e 11
2.10 Gelelektrophorese der PM-Proteing.........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiiccceeee e 12
2.10.1 SDS-Polyacrylamid—Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)................. 12
2.10.1.1 Probenvorbereitung..........cooeeevieiiiiiieiieiice e 12
2.10.1.2 Diskontinuierliche SDS-PAGE.............coviiiiiiiiiiieiiiieeeeeeee, 12
2.10.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF) mit Trager-Ampholyten............ 12
2.10.2.1 Probenvorbereitung .........ccoeeevieiiiiiiiiieeeceee e 12
2.10.2.2 ,small scale-IEF flir Minigele..........ccccceeeriiiiiiiiiiiiiiee. 13
2.10.2.3 ,large scale®-IEF zur Proteinisolierung........ccccceeeevvevvviieeennnnn. 13
2.10.2.4 2.Dimension: SDS-PAGE.........ccccoeiiiiieeiiieeeeeeeeeee, 14
2.10.3 Anfarbung der Proteine im Gel...........cooovvmimiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeea, 15
2.10.3.1 Silberfarbung.........coovvuuiiiiieee e 15
2.10.3.2 Coomassie-Farbung..............uuvueuiiiiiiiieieieeeeeeeeeee 16
2.10.4 Geltrocknung und Autoradiographi€............cccceeeeiieiiiiiiiiiiiiiinn. 16
2.11 Immunologischer ProteinnaChweis............ccocoovvviiiiiiiiiciiici e, 17
2.11.1 Western Blotting der PM-Proteine...........ccoovvviiiiiiiiiieiiiicee e, 17
2.11.2 Anfarbung der PM-Proteine auf NC-Folie und PVDF-Membran.....17
2.11.3 Immunologische Nachweise..........cccccoeviiiiiiiiiiiiicciccc e 17
2.11.3.1 Nachweis mit alkalischer Phosphatase..............ccccccceeeeeiene, 18

2.11.3.2 Peroxidase/Enhanced Chemiluminescence........ccccoeveeeveneen... 19




INHALTSVERZEICHNIS

2.11.4 Molekulargewichtsbestimmung...........cccoevvriiiiiiiiiiiiiicicie e 19
2.12 Erstellung einer 2D-Proteinverteilungskarte...............ovvvviieiiiiiieiiieeeeee. 19
2.13 Ansequenzierung ausgewahlter PM-Proteine.........ccccoeeeiiieiiiiiiieeennnnn. 20
2.14 Herstellen von polyklonalen AntikKOrpern...........cceeeeveeeeeieeeeeeeeeeeeeeeiiinnn 20

2.14.1 Datenbankrecherche zu Nitrat-Transporter-

AMINOSAUIESEQUENZEN........ceeeeeeieeiieeeeeeeeee e e e e e eeaeeeeeeeeeeeasernnna s 20

2.14.2 PeptidSYNtNESE. ....ccceeeiiiiiciei e 20

2.14.3 Immunisierung und Antikbrpergewinnung.............ccevvevvvvveeenneenennn. 21

2.14.4 DOt BIOL.....ooeeeeeecee e ————— 21
215 PR .. e a e ————————————————— 22

2151 RT-PCR. ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeees 22

2.15.1.1 Extraktion der RNA......ccoo oot 22

2.15.1.2 Isolierung der polyA-MRNA.......oeiiiii e 22

2.15.2 PCR: Primer und PCR-Bedingungen..............cuuuivviiiieeeiieeeeeeeeeee, 23

2.15.2.1 Agarose-Gelelektrophorese..........ccceveviieeeeviiiiiiccciceee e, 25
2.15.2.2 lIsolierung und Klonierung von PCR-generierten DNA-

Fragmenten... ..o 25

2.15.2.3 Sequenzierungs-PCR.........ccooiiiiiiiiiiicceie e, 25

2.16 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren..............cccceeevvevevvvvnnnnnns 26

3 ERGEBNISSE.......cooo it ss s s s s s e s s s e s s s s nnss s s s s s s s e e e e e e s e e e e e nnmnnnn 27

3.1  Proteinpraparalion.............coiiiiiiiiii e 27

3.1.1  Algenkultur in 300 mI-Glasrohren.........ccccccoeeevieiiieeeeeeeeiee e, 27

3.1.2 Massenkultur in 4,5 |-Penicillium-Glaskolben.............cccccceeeeernnnnnnn. 27
3.2 Plasmamembran-Proteine in der 2D-SDS-PAGE............cccoeiiiiiiieiineen, 28

3.2.1 Optimierung der Detergenz- und Ampholytkonzentration.............. 28

3.2.2. Hochauflésende 2D-Gelelektrophorese der Plasmamembran-

(0] (= TSP 29

3.2.3 Hydrophobizitat der PM-Proteine: TritonX114-Phasen.................. 31

3.2.4 Schema der Proteinverteilung der TritonX114-Phasen in der 2D-

SDS-PAGE ... .o i ————— 33
3.3 Einfluld der Stickstoff-Quelle: 35S-Methionin in vivo markierte PM-
(01 (=0T RPN 34

3.3.1 Einbau des 35S-Methionins...........ccoooviviiiiiiiiiii e, 34

3.3.2 PM-Proteine der wassrigen Phase des TX114-Systems................ 35

3.3.2.1 Lokalisation der 35S-markierten Proteine der WP in der
2D -SSP AGE . ..., 36




INHALTSVERZEICHNIS

3.3.2.2 Stickstoff-Quellen-spezifisch 35S-markierte Proteine der WP 37

3.3.3 PM-Proteine der Detergenz-Phase des TX114-Systems................. 40
3.3.3.1 Lokalisation der 35S-markierten Proteine der DP in der
2D-SDS-PAGE.......o e 41
3.3.3.2 Stickstoff-Quellen-spezifisch 35S-markierte Proteine der DP 42
3.3.4 35S-markierte Proteine in der Ubersicht...........cccoveeveeeivieieennnn 44
3.4 Photoaffinitatsmarkierung durch 14C-2,6-Dinitrophenylazid (DNPA)....... 46
3.4.1 Zerfallskinetik und Spaltung von DNPA durch UV-Licht................... 46
3.4.2 14C-DNPA-Konzentration und 14C-Markierung von PM-Proteinen 46
3.4.3 14C-DNPA-Markierung nach HIC der PM-Proteine...............cccuuue.... 48
3.4.4 14C-DNPA in der 2D-SDS-PAGE: markierte Proteine und
EinfluB auf das [EF...........ueiiiee e 49
3.4.5 PM-Vesikel-Orientierung und Kompetition durch NO3-.................... 51
3.4.6 Triton X114-Phasenverteilung der 14C-DNPA markierten Proteine 52
3.5 Nitrat-Reduktase der PM in der 2D-SDS-PAGE...........cccovvieeeviieiiiinnn. 54
3.6 Herstellen von Antikdrpern gegen Nitrat-Transporter-Proteine................. 56
3.6.1 Zur Peptidsynthese ausgewahlte Aminosaure-Sequenzen.............. 56
3.6.2 Peptidspezifitat: Dot-Blot der Seren und PM-Proteine im
Western BIOL........uuieeeeeee e 57
3.6.3 Nitrat-Transporter-Antikdrper (Antigen aus Hordeum vulgare)......... 60
3.7 Proteinisolierung aus 2D-SDS-PAGE-Gelen...........ooovvviviiiieiiiiieiieeeeeee, 62
3.7.1 Quantitdtsabschatzung der durch 2D-SDS-PAGE getrennten
ProteiNSPOLS. ..uui e 62
3.7.2 "large scale"-2D-SDS-PAGE: Praparatives [EF..........cccccocoeeeeie. 63
3.8 Ansequenzierung von PM-Proteinen............couueeiiiiiiiiiiiiiieieeeiiceee e, 65
3.8.1 Zur Ansequenzierung ausgewahlte Proteine.........ccccoeeeveiiiieininnnnnnn, 65
3.8.2 Protein-Sequenzen: Ein Porin in Chlorella..........cccccoeveeeeeiiivvieeennnnn, 66
3.9 Molekularbiologische Untersuchungen zum Nitrat-Transporter................ 70
3.9.1 Primerauswahl und Primer-Paarungen...........cccceeeeeeeeeeveevnvvvnnnnnnnn. 70
3.9.2 RT-PCR und PCR-Produkte..........ccovivriiiieiiiiiiieeeee e 71
3.9.3 Sequenzierung und AlIGNMENES.........cccoeiiiiiiiiiiieccee e 74
4 DISKUSSION. ....coocciiiiiie e ir s s rrsenesssss s ss s s s s e e e e s s s s e s s nnnssssssssssssssssssenrnnnnn 81
4.1 ANZUChEVEIaNIeN......ooviiieeeee e 81
4.2 2D-SDS-PAGE mit Tragerampholyten............oooviiviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 81
4.2.1 Methodenauswahl und —vergleich.............ooovviiiiiiiieiiiee e, 81
o © ] o) {10 01T (U 0o USSP 83

4.2.3 GelfArDUNG.....ceveeeeieeeeee e —————— 86



INHALTSVERZEICHNIS

4.2.4 Triton X114-Phasen und 2D-SDS-PAGE-Auswertung..................... 86
4.3. In vivo 35S-Methionin markierte Plasmamembran Proteine.................... 88
4.3.1 Induktionsbedingungen und Einbau des 35S-Methionins................. 89
4.3.2 Auswertung der Radiographien der 35S-markierten Proteine.......... 90
4.3.3 Trennleistung und ,low-abundant‘-Proteine............cccccoevvvivivvnnnnnnnnn. 91
4.4 Nitrat-induzierte PM-Proteine..............ooiiiiiiiiiiiieieeeeee e 93
4.4.1 PM-Proteine der wassrigen Phase des TX114-Systems.................. 93
4.4.2 PM-Proteine der Detergenz-Phase des TX114-Systems................. 96
4.4.2.1 De novo NOs-induzierte PM-Proteine: Nitrat-Transporter? .... 96
4.4.2.2 Proteine mit NO5 -induzierter Konzentrationszunahme........... 98
4.5 Photoaffinitdtsmarkierung mit 14C-DNPA.........coormrmmiicceieeee e, 99
4.6 Plasmamembran-gebundene Nitrat-Reduktase.............cccccueeeieiiirnnnnnnnn. 103
4.7 Immunologischer Nachweis eines Nitrat-Transporters............cccccvunnn.... 105
4.8 Praparative 2D-SDS-PAGE und ansequenzierte Plasmamembran-
0] (Y1 = TSRS 109
4.9 Molekularbiologische Untersuchungen...........cooovvvviieiiiiiiiiieiiieeeee e 114
5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK........ccccccerreeerrrreeeeeeecnennmnnnnnes 118

6 LITERATURVERZEICHNIS.........cccooiiiriirrnsnrnsne s nsnsenns 121




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

14C

2D

32P

35g

AA
Abb.
AK

AS
ATP
BAC
BCIP
Bidest.
Bq
cDNA
CHAPS
Ci

Da
DNA
DNPA
DP
DTT

ECL
EDTA
FAD
FPLC

HIC
IEF
IEP

IPG
KB

Radioaktives Kohlenstoff-Isotop14
zweidimensional

Radioaktives Phosphor-Isotop 32
Radioaktives Schwefel-Isotop 35
Acrylamid

Abbildung

Antikorper

Aminosaure

Adenosin-triphosphat
Benzyl-dimethyl-hexadecyl-ammoniumchlorid
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Bidestilliert

Bequerel

copyDNA

3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfat
Curie

Tag

Dalton

desoxyribonucleic acid
2,6-Dinitrophenylazid

Detergenz-Phase (des Triton X114-Phasensystems)
Dithiothreitol

Extinktion

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Flavinadenindinukleotid

Fast Protein Liquid Chromatography
Erdbeschleunigung (9,81 m x s)

Stunde

Hydrophobe Interaktions-Chromatographie
Isoelektrisches Fokussieren
Isoelektrischer Punkt (pl)

Immunglobulin G

Immobilisierter pH-Gradient

Kilobasenpaar



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

kDa

Kwm

M
MALDI-ToF
ME
MES
min
MOPS
mRNA
MS
MS/MS
NBT
NC

NL
NP40
NR

oD
PAGE
PCR
PEG
PM
PVDF
RNA
RPM
RT
SDS
TBS
TEMED
TRIS
TX114
Vv

Vimax
viv wiw
WP

kilo Dalton
Michaelis-Menten-Konstante

Molaritat

Matrix-Assisted Laser-Desorption lonization-Time of Flight MS
Mercaptoethanol
4-Morpholinoethansulfonsaure

Minute
3(N-morpholino)propansulfonsaure
messenger ribonucleic acid

Mass Spectrometry

nanoelectrospray ionization tandem MS
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Nitrocellulose

Nahrlosung

Nonidet P40 (Igepal C630)
Nitrat-Reduktase

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenglykol

Plasmamembran

Polyvinyldifluorid

ribonucleic acid

Revolutions per minute
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

TRIS-buffered saline
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Triton X 114 (Detergenz)

Volt

Maximalgeschwindigkeit

Volumen pro Volumen, Gewicht pro Gewicht
Wassrige Phase (des Triton X114-Phasensystems)



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Stickstoff-Aufnahme und -Assimilation

Stickstoff gehort zu den Schlisselelementen der Biosphéare. Proteine und
Nukleinsauren als informationstragende Makromolekile enthalten Stickstoff als
wesentlichen Baustein. Neben Kohlenstoff ist daher Stickstoff das quantitativ
wichtigste Nahrelement. Pflanzen nehmen Stickstoff in anorganischer Form als
Ammonium und Nitrat auf. Eine Distickstoff-Nutzung durch symbiontische
Bakterien ist nur fur einige wenige Pflanzenfamilien, z. B. Leguminosen wichtig.
Dem hohen Stickstoff-Bedarf der Pflanzen steht die begrenzte Verflgbarkeit
gegenuber. Auslaugung und Verbrauch durch Mikroorganismen bedingen eine
geringe Stickstoff-Konzentration im Boden. Das Wachstum der Pflanze ist
daher an erster Stelle durch eine unzureichende Verfugbarkeit von Stickstoff
limitiert. Abgesehen von sauren Bdden liegt in gemaRigten Zonen hauptsachlich
der durch nitrifizierende Bakterien gebildete Nitrat-Stickstoff vor. Nitrat stellt so
auch fir die meisten Pflanzen die wichtigste Stickstoff-Quelle dar. Um die
Stickstoffversorgung sicherzustellen, haben Pflanzen leistungsfahige Systeme
zur Aufnahme von Nitrat entwickelt. Diese Aufnahmesysteme sind aktiv,
reguliert und multiphasisch. Sie ermoglichen der Pflanze die Reaktion auf
variierende Nitrat-Konzentrationen des Bodens. Die Aufnahme des Nitrates
erfolgt im Cotransport mit Protonen durch den Nitrat-Transporter, ein
Plasmamembran-integrales Protein. Der dazu nétige pH-Gradient wird durch
membransténdige H'-ATPasen an der Plasmamembran aufgebaut (Mistrik und
Ullrich, 1996). Einmal aufgenommen, wird das Nitrat entweder in der Vakuole
gespeichert und kann so auch osmoregulatorische Funktion ausiben, oder wird
durch die cytosolische Nitrat-Reduktase (NR) zu Nitrit reduziert. Das Nitrit wird
in Plastiden, im Sprof3 in Chloroplasten eintransportiert und dort zu Ammonium
reduziert. Dieser Schritt wird von der Nitrit-Reduktase (NiR) katalysiert. Das
Ammonium wird schlieBlich durch das Glutaminsynthetase/Glutamin-2-
Oxoglutarat-Aminotransferase-System (GS/GOGAT-System) in Aminosauren
fixiert. Damit erreicht der aufgenommene Stickstoff die Schnittstelle zwischen
Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus (Joy, 1988). Glutamin und Glutamat
stehen als Substrate flr Transaminierungsreaktionen bereit, mit denen die
proteinogenen Aminosauren aufgebaut werden. Nitrat-Aufnahme und
-Reduktion stellen die limitierenden Schritte der Nitratassimilation dar.
(Tischner, 2000; Forde und Clarkson, 1999; Daniel-Vedele et al., 1998;
Crawford, 1995; Lam et al., 1996; Marschner, 1995; Glass et al., 1990; Goyal
und Huffaker, 1986; Campbell und Smarelli, 1986).

Stickstoff-Metabolismus und Plasmamembran-Proteine

Im Vordergrund dieser Untersuchung stand der erste Schritt der Nitrat-
Assimilation:  die Nitrat-Aufnahme Uber die Plasmamembran und daran
beteiligte oder vom N-Metabolismus ruckgekoppelt beeinflulte Plasma-
membran-Proteine. An der Plasmamembran sind vielfaltige Prozesse lokalisiert.
Sie bildet die auldere Barriere zum Cytoplasma und verhindert die Permeation
hydrophiler Molekule. Metabolite und anorganische lonen mussen selektiv
durch die Plasmamembran hindurch transportiert werden. Extrazellulare



EINLEITUNG

Signale wie z. B. Licht, Nahrstoffe, Hormone, Elicitoren etc. missen
wahrgenommen und in spezifische intrazellulare Signale umgewandelt werden.
Die dazu notwendigen Rezeptoren sind an der Plasmamembran lokalisiert und
konnen eine intrinsische enzymatische Aktivitat auslosen oder die Modulation
eines signallbertragenden Proteins (Elzenga et al., 2000; Schenk und Snaar,
1999; Chrispeels et al., 1999; Ebel, 1998). An der Plasmamembran finden auch
der bereits genannte Aufbau eines ATP-abhangigen Potential-Gradienten sowie
die Aufnahme des Nitrates durch Transporterproteine statt. Durch Inhibition der
H*-ATPasen kommt auch die Nitrat-Aufnahme zum Erliegen, damit wurde die
Beteiligung von H*-ATPasen an der Nitrat-Aufnahme durch Protonen-
Cotransport nachgewiesen (McClure et al., 1990). Weitere Faktoren
beeinflussen die Nitrat-Aufnahme in Algen: erhohte CO»-Konzentrationen
reprimieren die Aufnahme (Magnusson et al., 1996), eingestrahltes blaues Licht
wirkt stimulierend (Aparicio et al., 1994). Eine Plasmamembran-gebundene
Nitrat-Reduktase (PM-NR) scheint an diesem Effekt beteiligt (Stohr et al., 1995)
und Bestandteil einer Signaltransduktionskette zu sein, in der verschiedene PM-
Proteine phosphoryliert werden (Matschke et al., 1997). Auch fur den PM-
integralen Nitrattransporter selbst wird eine Regulation durch Phosphorylierung
vermutet (Orsel et al., 2002). Ebenfalls an der PM lokalisiert sind stressbedingte
N-Effluxreaktionen unter Beteiligung von Ca*-sensitiven lonenkanilen, wie
dies von Ter Steege et al. (1998) an hoheren Pflanzen nachgewiesen wurde.
Hinweise auf ein Nitrat-Rezeptor-Protein an der Plasmamembran-Aul3enseite
liegen fur Bakterien (Caviacchioli et al., 1996), wie auch fur héhere Pflanzen vor
(Tischner et al., 1993). Die PM-NR ist ein solcher moglicher Nitrat-Rezeptor. Bei
niederen Pflanzen wie z. B. Chlamydomas reinhardtii scheint demgegenuber
die Konzentration des Nitrates im Cytoplasma eine regulative Funktion auf
transkriptioneller Ebene auszulben (Navarro et al., 1996).

Molekulare Genetik und Kinetik der Nitrat-Aufnahme

Die Aufnahme des Nitrates Uber die Plasmamembran ist eingehend untersucht.
Zum einen durch Studien zu den Kinetiken der Aufnahme, zum anderen durch
molekularbiologische Untersuchungen von Nitrat-Transporter codierenden
Genen (Ubersicht der Nitrat-Transporter in: Galvan und Fernandez, 2001).
Kinetische Daten der Nitrat-Aufnahme zeigen ein Vorliegen von mindestens drei
Nitrat-Aufnahmesystemen in hdéheren Pflanzen. Unterschieden wird zwischen
einem Low-Affinity Transport-System (LATS) mit niedriger Substrat- (Nitrat-)
Affinitat und zwei High-Affinity Transport-Systemen (HATS). Eines davon ist
induzierbar (,inducible® = iHATS), eines konstitutiv (,constitutive® = cHATS)
(Aslam et al., 1992; Glass und Siddiqi, 1995). Die Systeme sind anhand der
Plots ihrer Kinetiken durch unterschiedliche Ky und Vmax zu unterscheiden
(Peuke und Kaiser, 1996). Bei hohen externen Nitrat-Konzentrationen von mehr
als 1 mM NOj™ uberwiegt die Nitrat-Aufnahme durch das nicht-sattigbare LATS;
bei niedrigeren NOs;-Konzentrationen durch die beiden HATS. Das iHATS-
System unterliegt einer negativen feed-back-Regulation durch Ammonium und
den Amino-N-Pool der Zelle (Krapp et al., 1998). Galvan und Fernandez (2001)
differenzieren auch das LATS und unterscheiden zwischen einem induzierbaren
und einem konstitutiven Low-Affinity Nitrat-Transport (iLANT bzw. cLANT)
aufgrund der Beziehungen zwischen Transporter-codierenden Genen und
resultierenden Aufnahme-Kinetiken.
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Hinweise auf ein Nitrat-Aufnahmesystem in Algen gehen auf kinetische
Untersuchungen der Nitrat-Aufnahme in  Chlorella  vulgaris  bzw.
Chlamydomonas reinhardtii durch Pistorius et al. (1978) und Florencio und
Vega (1982) zurlck. Die Autoren zeigten Nitrat-Induzierbarkeit und eine
Inhibition des Nitrat-Aufnahmesystem durch Ammonium. Mit molekular-
biologischen Methoden wurden vor rund zehn Jahren Einblicke in die
molekulare Genetik der Nitrattransporter moglich. Erstmals wurde von Unkles et
al. (1991) die Klonierung und Sequenzierung eines Nitrat-Transporter
codierenden Gens crnA des Pilzes Aspergillus nidulans berichtet. Quesada et
al. (1994) wiesen Nitrat-Transporter-codierende Gene in Chlamydomonas
reinhardtii nach. Bei dieser Grlinalge sind auf einem Gen-Cluster zwei
verschiedene Nitrat- und Nitrat-/Nitrit-bispezifische Transporter codiert. Sie
werden als NRT 2;1 und NRT 2;2 bezeichnet (Quesada et al., 1998) und
werden in der Gruppe der Nitrat-Nitrit-Porter zusammengefalt (Poa et al.,
1998). In hdéheren Pflanzen treten zu den NRT2-Nitrat-Transportern homologe
Gene auf. Zusatzlich existieren die ebenfalls Nitrat-Transporter codierenden, als
NRT 1 (PTR) bezeichneten Gene. Aufgrund phylogenetischer Beziehungen
erfolgte die Zuordnung der klonierten Nitrat-Transporter-Gene aus Bakterien,
Pilzen, niederen und hdéheren Pflanzen zur Gruppe der Major Facilitator
Superfamily (MFS) durch Trueman et al. (1996). Die MFS ist gekennzeichnet
durch passiv getriebene, funktionell aus einem einzelnen Protein bestehende
Transporter. Diese transportieren ausschliel3lich niedrigmolekulare Substanzen
(,small solutes) innerhalb eines chemo-osmotischen Gradienten. Allen
integralen Plasmamembran-Proteinen der MFS gemeinsam sind zwolf
Membran-durchspannende, hydrophobe @ Domanen und  konservierte
Sequenzmotive im Umfeld der Transmembran-Doméanen 2 bis 4 (Poa et al.,
1998). Aus der Basensequenz von Nitrat-Transportern niederer Eukaryoten
(Asp. nidulans; Chlam. reinhardtii) sind Proteine mit Molekulargewichten
zwischen 56, 59 sowie 67 kDa fur Chlorella sorokiniana abzuleiten. Funktionelle
Expressionsstudien der fur verschiedene Transporter codierenden Gene durch
MRNA-Mikroinjektion in Xenopus-Oocyten fuhrten zu deren kinetischer
Charakterisierung (Lin et al., 2000; Liu et al., 1999; Huang et al., 1996; Tsay et
al., 1993).

Nitrat-induzierte Proteine: Molekulare Genetik versus Proteinbiochemie

Den umfangreichen Kenntnissen der Nitrat-Transport-Proteine aus Aufnahme-
Kinetiken und molekularer Genetik steht ein Mangel an biochemischen
Untersuchungen gegenuber. Weder aus niederen noch aus hoheren Pflanzen
konnte bislang ein Nitrat-Transporter-Protein auf biochemischem Weg isoliert
und durch Ansequenzierung identifiziert werden. Wiederum durch einen
molekularbiologischen Ansatz, das Screening von cDNA-libraries in Form von
Micro-Arrays Hunderter bis Tausender von Genen, wird gegenwartig die
Vielzahl der Nitrat-induzierten Prozesse im Metabolismus der Pflanzenzelle
deutlich. Nach Screening von 5524 Arabidopsis-Genen wurden die 40 am
starksten  Nitrat-induzierten Gene sequenziert. Diese codieren flr
bekanntermalRen Nitrat-induzierte Proteine (z.B. Nitrat-Transporter, Nitrat-
Reduktase, Glutamat-Synthase), daneben fir Proteine, deren Nitrat-
Induzierbarkeit  bislang  nicht bekannt war, z.B. verschiedene
Transkriptionsfaktoren, Proteinkinasen, Calcium-Antiporter (Wang et al., 2000).
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Auch Plasmamembran-Proteine wurden identifiziert, wie z.B. Wasserkanal-
Proteine oder Kalium- und Phosphat-Transporter, fur die eine Nitrat-Induktion
bislang nicht bekannt war (Wang et al., 2001a), weitere sind zu erwarten.

Nur wenige Untersuchungen von Nitrat-induzierten Proteinen der PM mit
biochemischem und gelelektrophoretischen Methoden liegen vor (McClure et
al., 1987; Dhugga et al, 1988; Ni und Beevers, 1994). Aufgetrennt wurden
ausschlieRlich Proteine aus der PM von Maiswurzel und -keimlingen.
Ageorges et al. (1996) haben am gleichen Objekt erstmals die
zweidimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (2D-SDS-PAGE) zur
Auftrennung der PM-Proteine herangezogen. In diesem Verfahren werden die
Proteine zunachst durch Isoelektrisches Fokussieren (IEF) nach Nettoladung
ihrer Aminosauren aufgetrennt (1. Dimension). Anschlielend erfolgt eine
Auftrennung nach Molekulargewicht im SDS-Gel (2. Dimension). Sowohl das
Isoelektrisches Fokussieren (IEF) der Proteine mit Tragerampholyten, als auch
das IEF mit immobilisierten pH-Gradienten ermdglichen, mehrere hundert bis
Tausende von Proteinen auf einem einzigen Gel aufzutrennen (Gorg et al.,
2001). Die 2D-SDS-PAGE steht in der Leistungsfahigkeit der
Proteinauftrennung dem cDNA-Micro-Array als Aquivalent auf genomischer
Ebene kaum nach. Darlberhinaus gewahrleistet die 2D-SDS-PAGE auch post-
translationale Modifikationen von Proteinen zu erfassen (Santoni et al., 2000).
Allerdings kann das IEF von Plasmamembran-Proteinen erhebliche
Schwierigkeiten bereiten: Insbesondere integrale (intrinsische) PM-Proteine wie
z.B. Kanalproteine mit hohem Anteil hydrophober Aminosauren kénnen unter
den Bedingungen des |IEF nur schwierig in Losung zu bringen oder zu halten
sein. Durch geeignete Detergenzien und Lysisbedingungen kénnen aber auch
solche stark hydrophoben PM-Proteine isoelektrisch aufgetrennt werden; eine
Reihe von Protokollen wurden dazu in den vergangenen Jahren entwickelt
(Gorg et al. 2001).

Ziele

Mit der vorliegenden Untersuchung sollte zunachst ein geeignetes Verfahren
zur zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) von Plasma-
membran-Proteinen erarbeitet werden. Im nachsten Schritt sollten die
Plasmamembran-Proteine nach ihren Hydrophobizitatseigenschaften
aufgetrennt und durch 2D-SDS-PAGE reproduzierbar dargestellt werden. Nitrat-
induzierte sowie durch Nitrat in ihrer Konzentration beeinflul3te
Plasmamembran-Proteine sollten erfal3t werden und nach Konstruktion einer
zweidimensionalen Karte der Protein-Verteilung im 2D-SDS-Gel eindeutig
zugeordnet werden koénnen.

Auf dieser Grundlage sollten sich weitere Untersuchungen zu den an der Nitrat-
Aufnahme beteiligten, oder durch Nitrat quantitativ beeinfluf3ten Proteine der
Plasmamembran anschlieRen. An erster Stelle stand dabei die ldentifikation
eines Nitrat-Transporters in Chlorella saccharophila. Verschiedene Strategien
sollten dazu verfolgt werden: Photoaffinitatsmarkierung von PM-Proteinen mit
einem Hemmstoff der Nitrat-Aufnahme; immunologische Nachweisverfahren;
Anreicherung und Ansequenzierung von Proteinen. Molekularbiologische
Untersuchungen durch PCR mit heterologen Primern sollten zur Klonierung des
Nitrat-Transporters auf genetischer Ebene durchgefuhrt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Algenmaterial

Alle Versuche wurden mit der einzelligen Chlorophyceae Chlorella
saccharophila (Kruger) Nadson Stamm 211-1a durchgefuhrt. Die Kulturen
wurden aus der Algensammlung des Albrecht-von-Haller-Institutes flr
Pflanzenwissenschaften der Universitat Gottingen bezogen.

2.1.1 Kulturbedingungen

Aus Stammkulturen wurden je nach Bedarf entweder 300 ml-Sterilrohren oder
4.5 | Penicillium-Flaschen angeimpft. Als Nahrmedium wurde

1.) NO3-NL nach Kuhl (1962)

2.) NH4"-NL nach Galling (1963)

3.) -N-NL (N-freie NL) nach Galling (1963) eingesetzt. Alle Nahrlosungen waren
zusatzlich mit 1 % Saccharose versetzt und wurden 30 min bei 121 ° C
autoklaviert. Eisen wurde als Fe-EDTA-Komplex getrennt autoklaviert (zur
Vermeidung von Prazipitatbildung) und vor Animpfen der NL separat
zugegeben. Die Kulturen wurden in Lichtthermostaten eingehangt und bei 28 °
C, 6000 Lux und einem Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h geflihrt, zusatzlich
wurde mit COz in einer Konzentration von 2 Vol-% in Luft begast.

2.1.2 Stammkulturen

Ein Teil der aus der Algensammlung bezogenen Algen wurden zur Anlage von
Stammkulturen  auf  Schragagarrohrchen  Uberimpft. Dazu  wurden
Reagenzglaser mit ca. 10 ml einer 2 % Agar enthaltenen NO3-NL nach Kuhl
(1962) beflllt und mit Kapsenbergverschlissen versehen, autoklaviert. Die
Reagenzglaser wurden bis zur Aushartung des Agars schrag gelagert. Die mit
Chlorella saccharophila inokulierten Réhrchen wurden in Lichtthermostaten bei
ca. 25°C und 5000 Lux und einem Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h gelagert.

2.2 Praparation der Mikrosomalen Fraktion
2.2.1 Protoplasten-Praparation und -Aufbruch

Zur Protoplastierung wurden die Algen bei einer durchschnittlichen Zelldichte
von 107 Zellen/ml zwischen der achten und neunten Lichtstunde des fiinften
Lichtzyklus™ durch Zentrifugation bei 3000 x g in der Heraeus Christ Makrofuge
(Heraeus Christ, Osterode/Harz, Deutschland) geerntet. Bei der Aufarbeitung
der Penicillium-Flaschen wurden die Algen mit einem Durchflulrotor (Heraeus-
Christ CR 20, 15.000 U/min) bei 12000 U/min sedimentiert. Die Algen wurden
zum Verdau der Zellwand in eine modifizierte Enzymlosung nach Stohr (1993)
uberfuhrt.
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Enzymldsung

Mannit 06 M

KCI 0,1 M

CaCl, 0,02 M

Na-Ascorbat 0,01 M

BSA 0,05 %

KNOs (Induktion) 1 mM
Pectinase Asp. 1.5 %

niger (Serva)

Cellulase TC 3,0 %

(Serva)

Die Zellsuspension wurde in eine Kulturrohre udberfuhrt und unter o.g.
Kulturbedingungen fur 3-4 h inkubiert; die Ernte der Protoplasten erfolgte,
sobald bei entnommener Probe mindestens 50 % der Protoplasten nach
Wasserzugabe platzten. Die Protoplasten wurden durch Zentrifugation bei 3000
X g von der Enzymlosung abgetrennt und zweimal mit Osmotikum
(=Enzymlésung ohne Enzyme) gewaschen.

Das Zellpellet wurde zum Aufbruch der Protoplasten in einem hypo-osmolaren
Aufbruchmedium nach Stohr (1993) resuspendiert und anschlieRend 30 min auf
Eis inkubiert. Zur Vervollstandigung des Aufbruchs wurde die Suspension in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Abtrennung der mikrosomalen
Fraktion bei -70 ° C tiefgefroren gelagert.

Alternativ zur Protoplastierung wurde ein Zellaufbruch mit einer Zellmuhle
(Vibrogen Vi4; Buihler, Tubingen) durchgeflihrt. Dazu wurden die Algen
abzentrifugiert und das Pellet in 4 x Volumen eiskaltem Aufbruchmedium
aufgenommen. Die resuspendierten Algen wurden mit dem halben Volumen
Glasperlen (0,8 mm Durchmesser) versetzt, 15 min auf Eis gelagert und in den
vorgekuhlten Einsatzbecher der Zellmihle eingebracht und unter
Wasserkuhlung (ca. 8 °C) 5 x 20 s aufgebrochen (20 s-Intervall). Die
gewonnene Suspension wurde abgegossen; zwischen den Glasperlen
verbliebene Suspension wurde durch Spulen der Glasperlen mit eiskaltem
Aufbruchmedium von unten nach oben gewonnen. Die Suspension wurde bei -
70 ° C tiefgefroren gelagert.

Aufbruchmedium

KPP pH 7,5 100 mM FAD 1 uM
DTT 1 mM Leupeptin 10 uM
EDTA 1 mM Pepstatin 10 uM
Na;MoO4 1 uM Chymostatin 10 uM
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2.2.2 Praparation des zellfreien Extraktes

Zur Gewinnung der mikrosomalen Fraktion wurde die gefrorene Suspension in
einem auf einem Magnetrihrer aufgestellten Becherglas mit Wassermantel
(RT) unter Ruhren aufgetaut und in ein Eisbad Uberfuhrt, sobald die letzten
Eisstlcke aufgetaut waren. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis, bzw. bei 4 °
C durchgefuhrt. Nicht-protoplastierte Algen und Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugation bei 1000 x g abgetrennt, der Uberstand wurde in 32 mil-
Ultrazentrifugationsrohrchen Uberfuhrt und die mikrosomalen Bestandteile bei
100 000 x g (Kontron TL 36.28 swing-out Rotor, Kontron Ultrazentrifuge TA
1170, Kontron Instruments, USA) fur 1 h pelletiert. Das erhaltene Pellet bildete
das Ausgangsmaterial fir die Abtrennung der Plasmamembran-Fraktion.

2.3 Plasmamembran-Praparation

Zur Extraktion der Plasmamembranen aus dem mikrosomalen Pellet wurden
die Plasmamembranen in einem Dextran/PEG-Zweiphasensystem (Larsson,
1985) in die fur die PM affinere PEG-Phase ausgeschuttelt. Dazu wurde das
mikrosomale Pellet zunachst im Resuspensionspuffer | aufgenommen und darin
homogenisiert. Das Homogenat wurde nach Bestimmung seines
Proteingehaltes auf vorbereitete 8g-Phasensysteme bzw. zur Aufarbeitung
grolder Mengen auch 32g-Systeme ("Trennrohrchen”) aufgeladen.

Resuspensionspuffer |

TRIS-MES pH 7,2 1 mM
Saccharose 250 mM
Leupeptin 10 uM
Pepstatin 10 uM
Chymostatin 10 uM

Zweiphasen-System

8 g-System 32 g-System Endkonzentration

20 % Dextran 269 10,4 g 6,5 %
40 % PEG 3350 1,39 52¢g 6,5 %
1 M Saccharose in 1,5 ml 6 ml 187 mM
20 mM KPP pH 7,8 3,74 mM
117 mM KCI 0,2 ml 0,8 ml 3 mM
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Die 8g-Systeme wurden mit maximal 3 mg Homogenat-Protein beladen, die
32g-Systeme mit maximal 10 mg. Die beladenen Phasensysteme wurden nach
grundlichem Schitteln von Hand fir mindestens 15 s durch eine Zentrifugation
bei 1000 x g fur 5 min wieder entmischt. Die Plasmamembranen wandern dabei
in die PEG-Phase, diese wurde noch zweimal auf eine frische (untere)
Dextranphase ("Waschrohrchen”)  dberfuhrt und mit dieser erneut
ausgewaschen. Die erhaltenen PEG-Phasen wurden zur Abtrennung der PM
mit Protease-Inhibitorfreiem Aufbruchmedium im Verhaltnis 1 : 3 verdunnt und
fur 1 h bei 150000 x g (Kontron TFT 45.94) zentrifugiert. Die sedimentierten
PM-Pellets wurden zur Abtrennung noch anhaftener Zucker- und PEG-Reste in
Resuspensionspuffer Il (= Aufbruchmedium mit 200 mM NaCl) aufgenommen,
der Proteingehalt bestimmt, und die PM durch erneute Zentrifugation bei
100000 x g far 20 min (Beckman TL 100.3, Beckman Instruments, USA) in
Mikro-Reagiergefallen wieder pelletiert und bis zur weiteren Verwendung bei —
80°C gelagert.

2.4 right side out Vesikel-Paparation

Die Gewinnung der right side out-Vesikel wurde nach Palmgren et al. (1990)
durchgefuhrt. Das PM-Pellet wurde dazu in Resuspensionspuffer [V
aufgenommen und einem viermaligen Gefrier-Auftau-Zyklus mit flissigem N2
und Auftauen bei RT unterworfen. Die Vesikel wurden bei 100 000 xg fur 15 min
abzentrifugiert und in 5 mM Tris-HClI pH 7,8 resuspendiert. 800 ul der
Suspension wurden mit 200 ul Resuspensionspuffer V versetzt und auf das
vorbereitete 8g-Phasensystem Il aufgeladen.

Das Gewicht der Phasensysteme wurde mit in 5 mM Tris-HCI pH 7,8 auf 8 g
eingestellt, die Phasentrennung wurde wie fur die PM oben beschrieben
durchgefuhrt. Die obere (PEG-) Phase reicherte die gewunschten right side out-
Vesikel an, diese wurden nach Verdinnung in Resuspensionspuffer Il durch
Zentrifugation bei 100 000 x g fur 2,5 h abgetrennt und pelletiert.

Resuspensionspuffer |l

TRIS-HCI pH 7,8 5 mM
Saccharose 330 mM
KCI 50 mM
DTT 1 mM
EDTA 0,1 mM

Resuspensionspuffer 1V

TRIS-HCI pH 7,8 26 mM
Saccharose 330 mM
KCI 26 mM



MATERIAL UND METHODEN

Phasensystem |l
8 g-System Endkonzentration
20 % Dextran 26¢g 6,5 %
40 % PEG 3350 1,39 6,5 %
1,3 M Saccharose in 1,5 ml 330 mM
26 mM TRIS-HCI pH 7,8 5,5 mM
26 mM KCI 0,2 ml 5,5 mM

2.5 Temperatur-induzierte Phasenverteilung mit Triton X114

Zur Abtrennung transmembranarer Proteine der PM-Proteinfraktion kann ihr
ausgepragt hydrophober Charakter zur Separation genutzt werden (Pryde,
1986). Dazu wurden die PM-Proteine in in 2 % Triton X114 in Aufbruchmedium
fur 1 h bei 0 ° C geruhrt. Dabei nicht solubilisierte Proteine wurden
abzentrifugiert (100 000 x g, 15 min, Beckman TL 100.3) und der Uberstand fiir
6-8 min bei 30 ° C inkubiert. Dabei aggregierten Detergenzmicellen, die durch
Zentrifugation bei 1000 x g fir 5 min von der oberen, wassrigen Phase
abgetrennt wurden. Die untere Detergenzphase wurde erneut mit einem, der
entfernten wassrigen Phase entsprechenden Volumen Aufbruchmedium
versetzt und die Zweiphasenverteilung wiederholt. Nach zweimaligem
Auswaschen wurden die untere Detergenz- und die oberen wassrigen Phasen
nach deren Vereinigung mit Methanol/Chloroform gefallt und das Proteinpellet
fur 15 min im Luftstrom getrocknet und bei - 20 ° C gelagert.

2.6 Hydrophobe Interaktionschromatographie der PM-Proteine

1,5 mg Plasmamembran-Protein wurde in HIC-Laufpuffer aufgenommen und
mit 1M Ammoniumsulfat versetzt, bei RT fur 20 min gerthrt und nicht
solubilisierte Bestandteile abzentrifugiert (100 000 x g, 15 min, Beckman TL
100.3). Der Uberstand wurde auf eine mit HIC-Laufpuffer &quilibrierte
Phenylsuperose-Saule aufgeladen (HR 5/5, Pharmacia) aufgeladen, die an ein
FPLC-System (Pharmacia) gekoppelt war.

HIC-Laufpuffer

MOPS, pH 7,5 50 mM
DTT 2 mM
Octylglucosid 2 mM
FAD 5 mM
(NH4)2S04 1M
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Die PM-Proteine wurden in einem abnehmenden (NH4),SO,4 -Gradienten (1M-
OM) und einem parallel ansteigenden Harnstoff-Gradienten (0-1M, Harnstoff
geldést in HIC-Laufpuffer ohne (NH4):SO4 von der Saule eluiert. Besonders
hydrophobe Proteine wurden im Anschluf3 durch 50 mM NaOH (mit 2 mM
Octylglucosid versetzt) eluiert. Die FluBrate betrug 0,8 ml/min, die gesammelte
FraktionensgrofRe betrug 1,0 ml. Aus den gesammelten Fraktionen wurden
entsprechend der zunehmenden Hydrophobizitat der eluierten Proteine sechs
Gruppen gebildet und diese durch Zentrifugation Uber Centricon-
Filtrationseinheiten mit 10 kDa-Ausschlugrenze (Centricon 10; Amicon Inc.,
USA) fur 50 min bei 4° C mit 2500 Upm (1000 x g; Sorvall RC 5B; Rotor SA
600) entsalzt. Die Retentate der Filtrationseinheiten wurden in
Resuspensionpuffer | aufgenommen und zur DNPA-Markierung eingesetzt.

2.7 Markierung von NO3-induzierten PM-Proteinen mit 35S-Methionin

Zur ldentifizierung von de novo synthetisierten Proteinen der Plasmamembran
wurden die Algen mit **S-markiertem Methionin in der Nahrldsung inkubiert und
mit NOs induziert. Dabei synthetisierte Proteine enthalten radioaktives
Methionin und kdénnen nach ihrer gelelektrophoretischen Auftrennung durch
Autoradiographie detektiert werden. Die Markierungsexperimente und die
anschliellend durchgefuihrte PM-Praparation wurde im Zentralen Isotopenlabor
der Universitat Gottingen durchgefuhrt.

In 4,5 | Penicillin-Flaschen wurden drei Massenkulturen angelegt und diese mit
NH," als N-Quelle versorgt. Nach N-Verarmung fir 12 h durch Umsetzen in -N-
NL wurden die Algen aus den drei Flaschen abzentrifugiert, die Pellets in 300
ml -N-NL resuspendiert, vereinigt und in Aliquots aufgeteilt, in drei Kulturréhren
eingefiillt. Die Zelldichte betrug dabei 3,2 x 10° Zellen/ml. Die Kulturréhren
wurden in einen Lichtthermostaten eingehangt und mit 2 % CO, begast.
Induziert wurde durch Zugabe von NOs; (Endkonzentration 10 mM), parallel
dazu wurden Kontrollen mit 5 mM NH4" versetzt bzw. verblieben in N-freier NL.
Das zur Markierung der drei Ansdtze zugesetzte >°S-Methionin (Amersham)
hatte eine spezifische Aktivitat von 1215 Ci/mmol; pro Kulturrohre wurden 250
UCi eingesetzt, die Endkonzentration Methionin (nicht markiert + **S-markiert)
betrug 0,1 mM. Das nichtmarkierte Methionin wurde den Kulturrohren zum
Induktionsbeginn bereits in dieser Konzentration zugesetzt, da die
Konzentration des markierten Methionins im Gesamtansatz aufgrund der hohen
spez. Aktivitat vernachlassigbar gering war. Entstehende flichtige radioaktive
Schwefelverbindungen wurden dber Entliftungsschlauche abgeflhrt. Die
Kulturréhren wurden fur 3 h belichtet. Nach Abzentrifugieren wurden die
Algenpellets in Protoplastierungs-Enzymlésung aufgenommen und fur weitere 3
h in den Lichtthermostaten eingehangt. Die Algen wurden erneut
abzentrifugiert, in eiskaltem Aufschlu3puffer aufgenommen, fir 30 min auf Eis
inkubiert, bis die Protoplasten osmotisch aufgebrochen waren und in flissigem
N> schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bis zur PM-Praparation bei -70 °C.
Aufnahme und Einbau des **S-Methionins wurden durch Szintillationszahlung
von Aliquots des sedimentierten Algenpellets, des Algenfreien Uberstandes
sowie im Verlauf der PM-Prapation, von Mikrosomalem Pellet als auch der PM
Uberprift.
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2.8 Photoaffinitatsmarkierung von PM-Proteinen mit '*C-2,6-DNPA

Glogau (1994) zeigte, da® das Arylazid 2,6-di-Nitro-Phenylazid (DNPA) ein
kompetitiver Hemmestoff der Nitrataufnahme in Chlorella ist. Der K; wurde mit
16uM DNPA bestimmt. Durch Belichtung mit kurzwelligem Licht kann die Azid-
Gruppe des DNPA gespalten werden. Das dann sehr reaktive DNPA kann
dadurch zu einer Photoaffinitatsmarkierung genutzt werden. Fir die
Markierungsversuche mit DNPA wurden ein nicht markierter Ansatz und ein
Ansatz mit '*C-Markierung synthetisiert. Das unter Einbau des Kohlenstoff-
Isotopes '*C synthetisierte Dinitrophenylazid hatte eine spezifische Aktivitat von
ca. 6 mCi (2,2x10"" Bq)/mMol. Das zur Markierung eingesetzte, radioaktive
DNPA wurde, wie in Vorversuchen als geeignetstes Losungsmittel bestimmt, in
Ethanol gelost. Die Zeit- und Lichtwellenlangen-abhangige
Zerfallsgeschwindigkeit der instabilen Azid-Gruppe wurde photometrisch und
durch ein kontinuierliches Spektrum bestimmt. Das DNPA wurde bei einer
Wellenlange von 364 nm in den zur Versuchsdurchfuhrung benutzten
MikroreagiergefaBen mit einem  Hand-UV-Belichter gespalten, die
Belichtungszeit betrug 10 min. Die gesattigte Losung von DNPA in Ethanol
hatte eine Konzentration von 93,4 pmol/ml (Daten nicht gezeigt). Zur
Photoaffinitatsmarkierung der PM wurden dem Reaktionsansatz maximal 7,5
Volumenprozent einer ethanolischen *C-DNPA-Stammldsung zugesetzt. Die
im Reaktionsansatz eingesetzten DNPA-Endkonzentrationen wurden durch
Zugabe eines Aliquots aus einer entsprechenden hoher konzentrierten 4c—
DNPA-Stammlosung hergestellt, die Endkonzentrationen waren 0,5; 5; 50 und
500 pM.

Die Markierungsexperimente wurden mit gereinigter Plasmamembran sowie
right-side-out-Vesikeln durchgefuhrt, eingesetzt wurden je Ansatz 200 ug
Gesamtprotein bei 150 yl Reaktionsvolumen. Bei der spezifischen Aktivitat des
“C—DNPA von 6 mCi/mmol wurde je nach Reaktionsansatz eine Gesamt-
Radioaktivitat von 16,5; 165; 1654 bzw. 16540 Bq eingesetzt. Aufgrund der
geringen Loslichkeit des DNPA mufdte zum Erreichen der 500 uM Konzentration
15 Volumenprozent der gesattigten ethanolischen Stammlosung eingesetzt
werden. Als Puffersystem flur die Experimente diente der Tris/MES-
Resuspensionspuffer |. Zur elektrophoretischen Trennung der markierten
Proteine wurden die Proben entweder mit %2 Vol SDS-Beladungspuffer 5 min
bei 100°C gekocht und in die Taschen des vorbereiteten Gels geladen (SDS-
PAGGE) oder mit gleichem Volumen 2X Harnstoffbeladungspuffer versetzt und
unter Zugabe von festem Harnstoff bis zur Sattigung (ca. 9M) fur 10 min
gevortext und auf die vorbereiteten IEF-Kapillarrohrchen aufgebracht.

2.9 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung des I6slichen Proteins erfolgte nach Bradford (1976). Als
Standard diente Rinderserumalbumin (Boehringer, Mannheim).
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2.10 Gelelektrophorese der PM-Proteine

2.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

2.10.1.1 Probenvorbereitung

Zur SDS-Gelelektrophorese vorgesehene Proben wurden mit 1/8 Vol SDS-
Beladungspuffer versetzt, dem ca. 0,01 % Bromphenolblau zugesetzt war, fur 5

min gekocht und entweder sofort eingesetzt oder bei -20° C eingefroren.

8X SDS-Probenpuffer

Tris/HCI pH 6,8 0,250 M

SDS 8 % (w/v)
Glycerin 40 % (v/iv)
B-Mercaptoethanol 20 % (v/v)

2.10.1.2 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Modifiziert nach Lammli (1970) wurden Polyacrylamid-Gele mit einem
diskontinuierlichen Tris/HCI-Puffersystem zur elektrophoretischen
Proteintrennung benutzt. Es wurden sowohl homogene- als auch Gradienten-
Gele eingesetzt. Die Acrylamid-Konzentration der Trenngele betrug 12,5 % in
homogenen Gelen, die der Gradienten-Gele umfalite 7,5-20 %. Das Sammelgel
besal} jeweils eine Acrylamid-Konzentration von 3 %.

Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur in vertikalen, 1,5 mm
messenden Gelstaben bei konstanter Spannung von zunachst 70 V bis zum
Eintritt der Bromphenolblau-Front in das Trenngel, dann 170 V (210 V im
Kdhlraum) bzw. 120 V bei Mini-Gelen. Der Polymerisationsgrad war in allen
Gelen gleich (Verhaltnis bis-Acrylamid : Acrylamid 1 : 36).

2.10.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF) mit Trager-Ampholyten

2.10.2.1 Probenvorbereitung

Zur isoelektrischen Fokussierung in denaturierenden Harnstoffgelen wurden die
Proben mit Harnstoff-Probenpuffer denaturiert, auch hier erfolgte die Zugabe
von etwas Bromphenolblau. Wenn die Proteine bereits in wassriger Losung
vorlagen, wurde ein 2X Harnstoff-Probenpuffer mit ebenfalls 9M Harnstoff
zugesetzt und zusatzlich fester Harnstoff bis zur Sattigung eingeruhrt.

12
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Harnstoff-Probenpuffer

Harnstoff (reinst) 9M
Nonidet-P40 4 %
B-Mercaptoethanol 2%
Trager-Ampholyte 4 %

Die Trager-Ampholyte (Servalyt pH 3,0-10; Fa. Serva, Heidelberg) wurden erst
unmittelbar vor Beginn der Elektrophorese zugesetzt.

2.10.2.2 ,,small scale“-IEF fur Minigele

Die isoelektrische Fokussierung in Harnstoffgelen wurde in Gelstdben
(Kapillargelen) in 6 % Polyacrylamid und 9M Harnstoff, in Anlehnung an Dunbar
et al. (1990) durchgefuhrt. Der pH-Gradient wurde mit pH 3-10 sehr weit
gewahlt, um keine Proteine mit IEPs in den pH-Extrema zu verlieren.

In ein Reagenzglas wurden 1,77 g Harnstoff (reinst) eingewogen, 1200 ul
bidest. Wasser und 400 pul Acrylamid-Lésung (30 % Acrylamid; 1,8 % bis-
Acrylamid) zugegeben und auf einem Magnetrihrer bei ca. 30° C im
Wasserbad (Becherglas) gel6st. Nach vollstandiger Aufldésung des Harnstoffes
wurden 60 pl Nonidet P-40 einpipettiert und 15 min. (bis zum Verschwinden der
entstandenen Schlieren) gelost. Ein Aliquot von 1000 pul dieser Losung wurde in
ein Mikroreagier-Gefaly Uberfuhrt und mit Ampholytmix pH 3-10 auf 8 %
eingestellt. Zur Polymerisation wurde mit 12 pyl APS (10 % w/v) versetzt, kurz
durchmischt, mit 5,6 pyl TEMED (10 % v/v) versetzt und erneut kurz
durchmischt. Die entstandenen Luftblasen wurden mit einer Pipette entfernt und
aus der luftblasenfreien Losung Aliquots von 92 ul in Glaskapillaren (1,5 mm
Innendurchmesser, 100 mm Lange; Fa. Biometra, Gottingen) aufgezogen und
5-10 min in horizontaler Lagerung auspolymerisiert. Der an den Kapillarenden
auskristallisierte Harnstoff wurde entfernt und die Gele in die Elekrophorese-
Apparatur eingespannt. Die mit Harnstoff-Beladungspuffer und ggfs. festem
Harnstoff versetzten Proben wurden mit einer Hamilton-Mikropipette auf die
Kapillargele aufgebracht und mit einem 3X in H,O verdinnten Harnstoff-
Probenpuffer luftblasenfrei Uberschichtet. Als Elektroden-Losungen diente eine
50 mM NaOH-Lésung (Kathode) sowie eine 50 mM H3;PO, (Anode). Die
Elektrophorese der Kapillargele erfolgte ohne Vorfokussieren bei
Raumtemperatur mit 260 V Uber 16 h.

2.10.2.3 ,large scale“-IEF zur Proteinisolierung

Zur Proteinisolierung und direkter Ansequenzierung der aufgetrennten Proteine
wurde ein ,upscaling” der IEF-Minigele durchgefiihrt, um zur Ansequenzierung
ausreichende Proteinmengen hoher Reinheit zu gewinnen.

In einem Erlenmeyerkolben wurden 14,2 g Harnstoff in 9,6 ml bidest. Wasser
und 3,2 ml Acrylamid-Lésung (30/1,8) gel6st und nach Losen des Harnstoffes
480 pl Nonidet P-40 zugesetzt und bis zur Klarung bei ca. 30 °C geldst. Nach
Zugabe von 1,6 ml Ampholyten pH 3-10 wurde durch Einpipettieren von 250 ul
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APS (10 % w/v) und 110 pyl TEMED (10 % v/v) die Polymerisierung gestartet.
Nach grundlichem Durchmischen wurde jeweils 6,5 ml Losung in Glasrohren
mit einem Innendurchmesser von ca. 6 mm mit einer arretierbaren Pipettierhilfe
aufgezogen und mit Parafiim gegen ein Austrocknen verschlossen. Die
Glasrohren waren aus 10 ml-Pipetten durch Entfernen des verjliingten Endes
hergestellt. Die Polymerisation in vertikaler Stellung war nach 15 min
abgeschlossen, der Parafiim wurde entfernt und die Réhren wurden in eine
Rotophor-Kammer eingespannt. Maximal 1,5 mg PM-Protein wurde, geldst in 3
ml Harnstoffbeladungspuffer mit 8 % Ampholyten pH 3-10 auf das Gel
aufgeladen, mit 0,5 X Harnstoffbeladungspuffer bis zum Pipettenrand aufgefullt
und die Kammern der Rotophor mit dem o.g. Kathoden- bzw. Anodenpuffer (50
mM NaOH / 50 mM H3POQ,) gefullt. Die Elektrophorese wurde bei RT zunachst
mit 150 V fur 30 min, dann mit 250 V fir 14 h durchgefluhrt. Zum
Fokussierungsabschlufld wurde die Spannung auf 400 V (30 min) und schlief3lich
600 V fuar 1 h angehoben.

2.10.2.4 2.Dimension: SDS-PAGE

Nach Abschlu® der Fokussierung (Phenolrot-Ring im sauren Kapillarende) der
small scale Harnstoff-Kapillargele wurden die Gele aus den Glaskapillaren
mithilfe einer Einwegspritze aus den Kapillaren getrieben und bei RT fur 10 min
mit SDS-Beladungspuffer inkubiert. Es folgte die Ubertragung auf SDS-
Gradienten-Gele (7,5-20 %) ohne Sammelgel und Elektrophorese uber 2,5 h
bei 120 V unter Raumtemperatur. Zur Molekulargewichtsbestimmung dienten
LMW-Markerproteine der Fa. Pharmacia.

Nach Fokussierungsabschlu der large scale Harnstoffgele wurden die
Gelstabe ebenfalls durch vorsichtiges Austreiben mit einer Einwegspritze aus
den Glasrohren in SDS-Beladungspuffer LS (= SDS-Beladungspuffer, pH aber
auf 6,8 eingestellt) Uberfihrt. Aufgrund des grolden Durchmessers wurden die
Gelstabe auf einer Laborwippe bei RT fur 30 min inkubiert. Zur Auftrennung der
Proteine in der zweiten Dimension wurden die Gelstabe auf ein 16 x 20 x 0,3
cm SDS-Gradientengel (7,5 - 20 %, mit 3 % Sammelgel) uberfuhrt und durch
vorsichtiges, gleichmaRiges Quetschen in den 3 mm-Zwischenraum
eingebracht, die Elektrophorese erfolgte fur 45 min bei 70 V (Einwandern der
Proteine in das Sammelgel) und die Auftrennung der Proteine im Trenngel Uber
Nacht bei 100 V. Die Gel-Elektrophorese wurde ca. 30 min nach “Herauslaufen®
der Bromphenolblau-Lauffront beendet.

SDS-Beladungspuffer

Tris / HCI; pH 7,8 125 mM
SDS 2 %
Glycerin 10 %
B-Mercaptoethanol 0,5 %
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2.10.3 Anfarbung der Proteine im Gel
2.10.3.1 Silberfarbung

Die Silberfarbung der Proteine im 2D-IEF-Gel wurde nach Blum et al. (1987)
durchgefuhrt, die untere Nachweisgrenze liegt bei diesem Verfahren bei 2D-
Gelen bei ca. 0,2 - 5 ng Protein pro Spot, bei einfachen SDS-Gelen bei ca. 1 -
30 ng/Proteinbande. Molekulargewichtsmarker-Proteine wurden entsprechend
stark herunterverdiinnt, um eine Uberfarbung des Geles im Bereich dieser
Proteinbanden zu vermeiden.

Fixieren 1h

50 % (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsaure
0,019 % (v/v) Formaldehyd

Waschen 3 x 20 min
50 % (v/v) Ethanol

Impragnieren 1 min
0,022 % (W/V) N828205 X 5H20

Waschen 3 x 20 sec
H,O bid

Farben 20 min
0,2 % (w/v) AgNO3
0,019 % (v/v) Formaldehyd

Waschen 2 x 20 sec
H->0 bid.

Reduzieren (Sichtkontrolle; ca. 2-10 min)
6 % (w/v) Nay,CO3

0,019 % (v/v) Formaldehyd

0,004 % (w/v) NaxS,0s5 x 5H,0

Waschen 10 sec.
H->0 bid.

Stoppen 10 min
50 % (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsaure

Waschen > 10 min
50 % (v/v) Methanol

Die Gele wurden nach dem Waschen fotografiert oder mit einem digitalen

Bildauswertungssystem von BioTech-Fischer, Deutschland aufgenommen, da
die Gele zu Nachfarbung neigten. Konserviert wurden die Gele durch
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Einschweil’en in Gefrierbeutel und anschlieliender Lagerung bei 4 °C; die
Farbung ist stabil, zeigte langfristig (Monate) aber Kontrastverlust.

2.10.3.2 Coomassie-Farbung

Bei hoheren Proteinkonzentrationen im Gel, wie z.B. den Kontroligelen zur
Proteinisolierung, wurden die Gele mit einer schnelleren, aber
unempfindlicheren Coomassie-Farbung (Neuhoff et al., 1985) angefarbt.

Farben 1h auf der Laborwippe

2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
0,5 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250
42,5 % (v/v) Ethanol

5 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

Entfarben | 5 min

Entfarbelsg. |
45 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

Entfarben Il 3 x 20 min, bis zur Entfarbung des Hintergrundes

Entfarbelsg. Il
7 % (v/v) Essigsaure

2.10.4 Geltrocknung und Autoradiographie

Radioaktiv markierte Proteine wurden nach ihrer Elektrophorese und
Silberfarbung zur Anfertigung einer Autoradiographie mit einem beheizten
Geltrockner (Pharmacia, Schweden) auf Whatman 3MM Papier fir 3-4 h bei -
0,7 bar Vakuum (Vakuumpumpe) getrocknet. Die trockenen Gele wurden noch
hei und restfeucht in lichtundurchlassige Kassetten eingelegt; zur
Autoradiographie wurde ein 3-max Film (Amersham, England) verwendet. Die
Expositionsdauer variierte in Abhangigkeit der mit dem Handzahlgerat
bestimmten Aktivitdt zwischen 10-45 d. Alternativ wurde ein Phospho-Imager
mit entsprechenden Imager-Platten ("*C- bzw. *°S-sensitiv) benutzt, um vorab
eine Auswertung mit entsprechend geringerer Auflosung (max. 100
pm/Bildpunkt) vornehmen zu kénnen; die Datenauslesung und Aufarbeitung
erfolgte durch den BASReader 2,9 und die Auswertungssoftware TINA 2,0.
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2.11 Immunologischer Proteinnachweis
2.11.1 Western Blotting der PM-Proteine

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus den Polyacrylamid-Gelen auf
Nitrocellulose (NC)-Folie bzw. PVDF (polyvinyldifluorid)-Membranen erfolgte
nach Towbin et al. (1979). Verwendet wurde flir Western Blots eine
Nitrocellulose-Folie mit 0,2 um Porengrdlie (NC-40; Fa. Sartorius, bezogen
uber Fa. Bio-filtronic, Norten-Hardenberg); flr die Ansequenzierung
ausgewahlter Proteine wurde PVDF-Folie (PVDF sequencing membrane
Westran von Schleicher & Schuell Deutschland) eingesetzt.

Der Protein-Transfer erfolgte in einem Naltkammer-Blotting-System (Transblot-
Cell; Fa. Bio-Rad).

Blotting-Puffer

Tris 25 mM
Glycin 200 mM
Methanol (v/v) 20 %

Die Elektrophorese wurde bei 4° C mit konstanter Stromstarke von 150 mA
uber Nacht oder 650 mA fur 2,5 h durchgefuhrt. Dem Blottingpuffer wurde far
den Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran zusatzlich 0,2 % SDS (w/v)
zugesetzt.

2.11.2 Anfarbung der PM-Proteine auf NC-Folie und PVDF-Membran

Zur reversibelen Anfarbung der Markerproteine (Bestimmung des
Molekulargewichts) wurde die NC-Folie fur 3 min in 0,5 % (w/v) Ponceau S (Fa.
Serva, Heidelberg) in 1 % (v/v) HAc inkubiert; nach Kennzeichnung der
Markerproteine wurde durch Waschen mit groRem UberschuR H,O demin.
wieder entfarbt.

Die zur Ansequenzierung von Proteinen benutzte PVDF-Membran wurde 10-15
min mit 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 in 10 % (v/v) Essigsaure
und 50 % (v/v) Methanol angefarbt; entfarbt wurde durch 1-3 min Waschen mit
80 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsaure und 3 x 20 min Waschen mit 50
% (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsaure.

Zur Amidoblackfarbung wurden die Membranen fur 10-15 min in 0,1 % (w/v)
Amidoblack in 45 % (v/v) Methanol und 2 % (v/v) Essigsaure inkubiert. Entfarbt
wurde mit 90 % (v/v) Methanol und 2 % (v/v) Essigsaure.

2.11.3 Immunologische Nachweise

I.) Blockierung der NC-Folie

Nach der Ponceau-Farbung wurde die NC-Folie mit demin. Wasser gespult und
zur Absattigung (“blocking“) der freigebliebenen Protein-Bindungsstellen der

Folie mit Uberschissigem Protein fur mindestens 3 h oder uber Nacht in einer
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Protein- (= Casein; Blocking-Reagenz der Fa. Boehringer, Mannheim) Lésung
inkubiert.

blocking-Lo6sung

Tris/HCI pH 7,5 20 mM
NaCl 500 mM
Blocking-Reagenz 0,25 %

Il.) Inkubation mit Primar-Antikorper (Antiserum)

Nach Sattigung der Folie mit Protein wurde mit einem polyklonalen Antikorper
aus Kaninchen (Rabbit IgG) gegen NR sowie gegen den Nitrat-Transporter in
Hordeum vulgare (freundlicherweise zur Verfiugung gestellt von Brian Forde
PhD., Rothamsted Exp. Station, Harpenden, England) inkubiert. Die Antikorper-
Losung wurde 1 : 2000 bis 1:5000 in blocking-Losung verdunnt. Die Inkubation
mit dem primaren Antikorper erfolgte bei Raumtemperatur Uber mindestens 2,5
h oder Uber Nacht auf einer Wippe. Die durch Immunsierung von Kaninchen
gewonnenen Seren # 29, 58 (119) wurden unterschiedlich verdinnt (siehe
Kapitel 3.6.3).

Ungebundener Antikérper wurde im Anschluf® durch 5 x 10 min Waschen mit
TBS (“Tris buffered saline” = 500 mM NaCl; 20 mM Tris/HCI pH 7,5) entfernt

lll.) Inkubation mit Sekundar-Antikorper

Zur Sichtbarmachung der Antigen/Antikorper-Reaktion wurde fur 2,5 h mit
einem Sekundar-Antikorper inkubiert, abhangig von der zu erwartenden
Proteinmenge wurde mit AP- oder bei sehr geringen Proteinmengen mit dem fur
das empfindlichere ECL-System bendtigten Peroxidase-Konjugat inkubiert:

A.) Alkalische-Phosphatase-gekoppeltes Anti-Kaninchen IgG (goat anti rabbit
IgG; Fa. Bio Rad) in einer 1 : 1500 Verdunnung in TBS.

-oder-

B.) Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes Anti-Kaninchen IgG (goat-anti-rabbit
IgG; Fa. Amersham) in einer 1 : 2000 Verdunnung in TBS.

Ungebundener Antikorper wurde durch 5 x 10 min Waschen mit TBS entfernt.

2.11.3.1 Nachweis mit alkalischer Phosphatase

Die an den Sekundar-Antikorper konjugierte Phosphatase setzt BCIP (Brom-
chlor-indolyl-phosphat) mit NBT (Nitroblau-Tetrazolium) zu einem unl6slichen
Farblack um, der sich auf der NC-Folie niederschlagt und das Antigen damit
sichtbar macht. Die Reaktion erfolgte in einem alkalischen Puffer (100 mM
NaHCO3; 1 mM MgCly; pH 9,8 mit NaOH), dem auf 100 ml zugesetzt waren:

-1 ml 3 % NBT (Fa. Biomol) in 70 % DMF

-1ml 1,5 % BCIP (Fa. Biomol) in 100 % DMF

Die Entwicklungszeit erfolgte entsprechend der eingesetzten Proteinmenge und
betrug 1-6 h (0,5-64 h min/max).
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2.11.3.2 Peroxidase/Enhanced Chemiluminescence

Der Nachweis beruht auf Umsetzung eines bei Zerfall Licht emittierenden
Substrates durch die an den Sekundar-Antikdrper gekoppelte Peroxidase. Die
Lokalisation des Antigens entspricht der Schwarzung eines an der dieser Stelle
entsprechend belichteten Films. Die Durchfihrung des Nachweises durch
Chemolumineszens erfolgte gemall der Arbeitsvorschrift des Herstellers
(Enhanced ChemiLuminescence (ECL)-Kit; Film: Hyperfim-ECL; Fa.
Amersham-Buchler, Braunschweig).

2.11.4 Molekulargewichtsbestimmung

Die Bestimmung der Molekulargewichte der elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine erfolgte in Gradienten-Gelen durch gleichzeitige Elektrophorese von
Proteinen bekannten Molekulargewichts. Als Proteingewichtsmarker dienten
low molecular weight Proteinstandards mit einem Molekulargewicht von 14 ,4;
20,1; 30; 43; 67; 94 kDa (LMW Calibration Kit, Pharmacia Biotech, Schweden).
Die Festlegung der Rf-Werte und Bestimmung der Molekulargewichte der
Proteine folgten einer Anweisung der Fa. Pharmacia.

2.12 Erstellung einer 2D-Proteinverteilungskarte

Zur Erstellung einer zweidimensionalen Verteilungskarte (horizontal: Verteilung
nach isoelektrischem Punkt; vertikal: Verteilung nach Molekulargewicht der
Proteine) wurden folgende 2D-Gele ausgewertet:
-Plasmamembran nach Ernte (100.000 x g Zentrifugation); 1x gewaschen mit
200mM NaCl
-PM durch Triton X114 zweiphasenverteilt: Detergenzphase

(=hydrophobe Proteine)
-PM durch Triton X114 zweiphasenverteilt: Wass. Phase

(=hydrophile Proteine + cytosol. Verunreinigungen)
Die Gele wurden mit Silber gefarbt und unmittelbar nach Fixierung digital
aufgenommen und mit dem 2D-Analysis Programm BASys (BioTec-Fischer,
Reiskirchen, Deutschland) sowie Corel Photo Paint (Graphische Entzerrung
und Erzeugung von Falschfarbenbildern der Scans) ausgewertet. Bei den
radioktiv markierten Proteinen wurde sowohl der Silverstain des getrockneten
Geles als auch dessen Autoradiographie eingescannt. Zur Erhdhung der
Auswertungssicherheit wurden nicht spezifizierte Referenzproteine festgelegt,
die aufgrund ihrer distinkten Lage (z.B. Extrema im pH, oder spezifischen
Farbabweichung (gelb, schwarz) der silbergefarbten Proteine, oder mithilfe
eines Antikdrpers sicher zu identifizieren waren. Zur Immunodetektion
herangezogen wurde die Plasmamambran-gebundene NR oder die als
cytosolische Verunreinigung auftretende cytosolische NR. Diese Proteine
dienten in der Konstruktion der 2D-Protein-Verteilungskarten als Ankerpunkte.
Quantitative und qualitative Unterschiede im Auftreten der Proteine wurden
durch subtraktive Uberlagerung der einzelnen Images sichtbar gemacht.
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2.13 Ansequenzierung ausgewahlter PM-Proteine

Die zur Peptid-Sequenzierung ausgewahlten Proteine wurden zur quantitativen
Gewinnung in ,large scale“-IEF-Gelstaben in der ersten Dimension und in
,groflen“ 7,5-20 % SDS-PAGE-Gradientengelen in der zweiten Dimension
aufgetrennt. Die Proteine wurden anschliellend auf PVDF-Membran geblottet
und mit Coomassie angefarbt (s.o0.). Die entsprechenden Proteinspots wurden
mit einem Skalpell aus dem 2D-Blot ausgeschnitten und an die Gesellschaft fur
Biologische Forschung in Braunschweig gesandt. Dort erfolgte ein schrittweiser
Abbau der jeweils C-terminalen Aminosaure des fraglichen Proteins (,Edman-
Degradation) und anschlieende HPLC-Auftrennung der mit jedem
Degradationsschritt freigesetzten Aminosaure(n) und deren ldentifikation Uber
die Retentionszeit auf der Séule. Uber Datenbankvergleich (Swiss-Prot) wurden
die ermittelten Peptidsequenzen auf Homologien zu bekannten Proteinen
Uberprift.

2.14 Herstellen von polyklonalen Antikorpern
2.14.1 Datenbankrecherche zu Nitrat-Transporter-Aminosauresequenzen

Auf der Basis der Aminosauresequenzen von allen bekannten putativen NOs-
Transportern in hdéheren und niederen Pflanzen wurden mit dem multiple
alignment Programm ,multalign® (Network Proteinsequenz-Analysis des Podle
Bio-Informatique, Lyon) die zwischen allen Transportern am hdchsten
konservierten Aminosaure-Sequenzen ermittelt. Mit dem Program ,TopPred2“
(Theoretical Chemistry Protein Prediction Server der Universitat Stockholm)
wurde eine topologische Vorhersage der wahrscheinlichsten raumlichen
Konfiguration der aus den verschiedenen Transportern zusammengestellten
Aminosauresequenz erstellt. Fur diese Aminosauresequenz wurden die jeweils
zwischen allen Transportern haufigsten Aminosauren je Position ausgewahlt.
Der erhaltene Plot zeigte die wahrscheinliche Lage und Orientierung
(transmembranar/innen/aul3en) gemaly beta-Faltblatt- oder alpha-helikaler
Struktur der Aminosauresequenz einschliellich der hochstkonservierten
Regionen. Darauf basierend wurden drei Bereiche der hdchstkonservierten
Regionen zur Peptidsynthese ausgewahlt, diese lagen in ihrer Orientierung
extracytosolisch und transmembranar sowie intracytosolisch.

2.14.2 Peptidsynthese

Die zur Peptidsynthese als hochkonservierte Motive ausgewahlten
Aminosauresequenzen (gemal Einbuchstaben-Code) waren

Sequenz 1 (NH,) WGNMGGGATQLIMPL (COOH)
Sequenz 2 (NH,) RPTGGMISDL (COOH)
Sequenz 3 (NH,) RAYGIISGLVGAGGN (COOH)

Die ausgewahlten Peptid-Sequenzen wurden von Dr. M. Benli bei der Fa.

BioScience Gottingen synthetisiert, der garantierte Reinheitsgrad betrug
mindestens 70 %. Es wurde eine Kopplungsreaktion (KLH) der Peptide mit
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Cystein durchgefiihrt, eine Lange von 15 AS wurde nicht Uberschritten
(Empfehlung Dr. Benli).

2.14.3 Immunisierung und Antikorpergewinnung

Mit einem Peptidgemisch der drei verschiedenen Peptide wurden 2 Kaninchen
# 29 und # 58 immunisiert, vor Erstinjektion wurde Pra-Immunserum
abgenommen. Nach 4 Wochen wurde Immunserum (,first bleeding®)
abgenommen, es wurde eine weitere (,boost"-) Injektion durchgefuhrt und nach
12 Wochen nach Erstinjektion erneut Immunserum (,second bleeding®)
abgenommen; geliefert wurde das Blutserum. Kaninchen # 29 starb vor dem
Zeitpunkt des 2" Bleeding. Ein 8 Wochen nach Erstimmunisierung von # 29
und 58 immunisiertes, drittes Kaninchen # 119 (als Ersatz fur # 29) starb
ebenfalls vor dem 2" Bleeding. Insgesamt wurden gewonnen: Drei Pra-
Immunseren sowie drei Seren # 29; # 58; # 119; nur von # 58 wurde 2™
Bleeding gewonnen.

Die Immunseren wurden in einer Verdinnung von 1:2000 bis 1:5000
Serum/Blocking-Lsg. eingesetzt, detektiert wurde mit alk. Phospatase
konjugierten Goat-anti-Rabbit IgG.

2.14.4 Dot Blot

Zur Uberpriifung der Seren hinsichtlich Peptid-Spezifitdt und einzusetzendem
Serum-Titer wurden Verdunnungsreihen der 0.g. Peptide angelegt. Dazu wurde
eine NC-Folie (NC-40, Fa. Sartorius) trocken in eine 96-Loch Dot Blot-
Apparatur von Schleicher und Schuell eingespannt. Von den Peptiden wurden
Verdlinnungsreihen angelegt: 10ug; 1ug; 0,1ug ; 0,01 pg pro ml in 1:500
verdunntem SDS-Beladungspuffer. Aliquots von 100ul wurden in die Locher der
Apparatur eingebracht und mit einer Wasserstrahlpumpe hindurchgesaugt. Die
Proben wurden nachgespult mit 2 x 500 pl 1:500 verdinntem SDS-
Beladungspuffer. Beladen wurden acht Zeilen, aufgeladen wurden in der
Horizontalen (je Zeile): 1; 0,1; 0,01, 0,001 ug Peptid I; 1; 0,1; 0,01, 0,001 ug
Peptid II; 1; 0,1; 0,01, 0,001 ug Peptid Ill. Die mit den insgesamt 96 Dots
beladene NC-Folie wurde in 1:500 verdunntem SDS-Beladungspuffer
aquilibriert und die freien Bindungsstellen mit Protein-Loésung (Blocking)
abgesattigt. Der Blot wurde in vier Streifen je zwei Zeilen zerschnitten. Die
Streifen (zwei Zeilen Peptide I-Ill) wurden mit unterschiedlichen Immunserum-
Konzentrationen in Blockingldsung inkubiert: a.) 1:500; b.) 1:2500; c.) 1:5000;
d.) 1:10000. Die Streifen wurden 4 h inkubiert, 5 x mit TBS in groflem
UberschulR gewaschen und fiir 3 h in 1:3000 verdiinntem sekundérem, alk.
Phosphatase-konjugiertem Antikdrper Goat-anti-Rabbit-IgG inkubiert. Nach 5 x
Waschen mit TBS erfolgte die Visualisierung durch NBT/BCIP-Umsetzung in
Phosphatase-Puffer (s.o.).
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215PCR
2.15.1 RT-PCR

Zur Gewinnung der Gesamt-RNA wurden N-veramte Algen wie unter 2.7
beschrieben NOj™-induziert und die 20 min und 45 min-induzierten Ansatze
wieder vereinigt. Dies sollte sicherzustellen, ausreichende Mengen von NOj3-
induzierten Transkripten aufzuarbeiten. Die RNA wurde mit sowohl mit TRIZOL-
Reagenz (GibcoBRL) gemal Herstellerangaben isoliert, als auch mit Z6-Puffer.
Die Intaktheit der RNA wurde durch Elektrophorese von Aliquots der RNA
kontrolliert.

2.15.1.1 Extraktion der RNA

Zur RNA-Isolierung wurden Algen fur 10 Tage in NH4-NL herangezogen und 18
h vor der Ernte in -N-NL Uberfuhrt. Die Algen wurden fir 20 bzw. 45 min mit
NOs im Lichtthermostaten induziert, abzentrifugiert und in eiskaltem Z6-Puffer
mit 1 % R-Mercaptoethanol im Verhaltnis 1:2 FG:Vol Z6 aufgenommen. Zum
Aufbrechen der Algen wurde die Suspension in sterilisierte, mit flussigem N
geflllte Morser eingetropft und die gefrorenen Tropfen zermahlen. Das
erhaltenen Pulver wurde in Mikroreagiergefal3e Uberfuhrt, diese zu dreiviertel
gefullt und mit 1 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1; pH 7,5)
versetzt und auf Eis aufgetaut, 1 min gevortext, 10 min auf Eis inkubiert und die
wassrige, RNA-haltige Phase durch Zentrifugation bei 13000 Upm und RT in
einer Tischzentrifuge abgetrennt. Die wassrige Phase wurde in neue
MikroreagiergefalRe uberfuhrt, erneut mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im
Verhaltnis 1:1 versetzt, 10 min inkubiert und nach Zentrifugation wieder die
obere Phase abgenommen. Nach Zusatz von 1/20 Vol 1M Essigsaure und dem
0,7 fachen Vol Ethanol wurde die RNA U.N. bei - 20 °C gefallt.

2.15.1.2 Isolierung der polyA-mRNA

Die gefallte RNA wurde fir 20 min mit 13000 Upm bei RT abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet zur Entfernung von Kohlenhydraten mit
jeweils 150 yl 3M NaAc gewaschen, erneut fur 10 min bei RT abzentrifugiert
und verbliebenes Salz durch Waschen mit 150 ul 70 %igem Ethanol entfernt.
Nach Ablaufenlassen des Uberschussigen Ethanols und vorsichtiger Trocknung
wurden die Pellets mit 150 pl sterilem Wasser aufgenommen, vorsichtig
geschuttelt und nach Erhitzen auf 65 ° C mehrfach langsam in einer sterilen
Einmalspritze aufgezogen. Die Konzentration und Reinheit der gelosten RNA
wurde photometrisch bei den Wellenlangen 260 und 280 nm bestimmt und die
Intaktheit durch ein Formaldehyd-Agarose-Gel uberpruft. Dazu wurden jeweils
10 ug der RNA mit 15 pyl RNA-Farbmix versetzt, fur 10 min bei 65 ° C
denaturiert, 2 min auf Eis gestellt und gegen ein Molekulargewichts-
markergemisch der Fa. Invitrogen mit 90 V Uber 2,5 h elektrophoretisch
aufgetrennt.
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Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese (nach Sambrook et al.,1989)

50ml 100 ml
1 % Agarose 0,59 19
H>0 bid. steril 36ml 36 ml
Formaldehyd, 37 % 9 ml 18 ml
10 x Running buffer 5 mi 10 ml
10 x Running buffer
MOPS 200 mM
NaAc 80 mM
EDTA pH 8 10 mM

Zur Isolierung der mRNA wurden spun columns aus einem mRNA purification
kit (Pharmacia) verwendet, die Isolation erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben, statt der im Kit empfohlenen 0,25 ml Waschpuffer wurde mit
0,5 ml gewaschen. Die NOs™-induzierten Ansatze wurde vor der Isolierung der
MRNA vereinigt. Die erhaltene mRNA wurde mit 70 %igem Ethanol bei - 20 °C
u.N. gefallt, bei 13000 Upm und RT abzentrifugiert, getrocknet und die beiden
Pellets (Kontrolle und Induziert) in 30 ul sterilem H,O bid. aufgenommen. Die
optische Dichte der mMRNA wurde photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt,
eine Gelelektrophorese wurde nicht durchgefihrt.

Zur RT-PCR wurde zunachst total-RNA benutzt, fihrte dies nicht zu einem
Ergebnis bzw. zu einer groflen Zahl von Produkten in der PCR, wurde mRNA
zur RT-PCR eingesetzt.

2.15.2 PCR: Primer und PCR-Bedingungen

Die mit PTN beginnend bezeichneten Primer (s.u.) wurden nach Quesada et al.
(1997) synthetisiert, die PNR-Primer wurden ebenfalls nach konservierten
Regionen der Carrierproteine ausgewahlt. Die PENRT-Primer wurden
zusatzlich mithilfe des Primersynthese-Programms Oligo 2.0 hinsichtlich ihrer
gunstigsten Eigenschaften (zur Primerpaarung passender melting point, keine
hairpin-loops, kein self-priming etc.) ausgewahlt. Alle Primer sind in 5°-3°
Richtung aufgefuhrt.

forward primer

P1: AAC ATG GGT GGC GGC GCAACG CAG CTC
P2: GCC WCC NRI AGG ACG

PNTA: GCICCIACIGTITTY TGY ATG GC

PNTB: CCI CCI CCC ATRTTI CCC CAN CC

PNTC: GCH GCH GGM TGG GGN AAY ATG

PNTD: ATY GCH TAC TTY GTN CCN GG

PENRTF 1: GCN GCN GGB TGG GGB AAY ATG

PENRTF 2: GBT GYGCNTACTTYG TNC C
PENRTF 3: GCN CCV GCN GTB TTY TGY ATG
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reverse primer

P3: AGT CAA ACC GGA HAT HAT GCC
PNTE: TAC TCD GCD ATNACRTTRTC
PNTF: CCD GCR GTT TGN ARD ATC C
PNTG: CCM ACG TTK CCN CCN GCN CC

PENRTR 10: CCV ACG TTB CCN CCN GCB CC
PENRTR 20: CAT NSR NCC CCA YTG BGG RAA
PENRTR-M21: CAT NSS RNC CCC ACA TBG GRA A

(N= GATC; V=GAC;, B=G,T,C; H=AT.C;, D=GAT, K=GT, S=G,C;
W=AT;, M=AC; Y=C,T; R=A,G; | = Inosin)

Die PCR wurde, abhangig von den eingesetzten primer-Paarungen, unter
variierenden Bedingungen hinsichtlich Temperatur und Dauer von annealing
(Gradient) und extension sowie der Anzahl der Zyklen und der
Primerkonzentrationen durchgefuhrt. Gemal PCR-Protokoll von GibcoBRL
bzw. Quiagen wurde allgemein folgende Reaktionsansatze eingesetzt:

Qiagen (ul) GibcoBRL (ul)

DEPC-treated H,0 30 37,5
10x PCR Buffer - 5
Q-Solution 10 -
25mM MgCl; - 3
10 mM dNTP mix 0,4 1
Primer I* (0,1 -1 -5 uM) 1,4 1
Primer 11*(0,1 - 1 - 5 uM) 1,4 1
cDNA-Template(=10 ng/ul) 1 1
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,7 0,5
Endvolumen 50 50

* Primerpaarungen variierend

Die Tag-Polymerase wurde nach Erreichen der Denaturierungstemperatur (94
°C) separat zugegeben (“‘hot start). Die Zyklenzahl betrug abhangig von der
Menge des eingesetzten Templates 28-34 Zyklen. Die PCR (Mastercycler
gradient, Eppendorf) wurde anfangs grundsatzlich als gradient-PCR
durchgefuhrt zur Ermittlung der idealen annealing-Temperaturen, der Gradient
umfasste zunachst in 2°C-Schritten 56-66°C und die PCR anschlielRend auf die
der entsprechenden Paarung optimalen Temperatur eingestellt. Die Parameter
Annealing und Elongation wurden wie auch ein increasement der Elongation
variiert, bis hinsichtlich Menge und Anzahl der erhaltenen PCR-Produkte
moglichst wenig und distinkte DNA-Banden auftraten. Grundsatzlich folgte das
Protokoll folgenden Bedingungen:
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PCR-Protokoll

1Xx |2 min Denaturieren |94°C

32x |1 min |Denaturieren |[94°C
1 min |annealing 56/58/60/62/64°C (Gradient)
1 min _ |elongation 72°C; 3 sec increasemt.

1x |10 min |elongation 72°C

2.15.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

(modifiziert nach Sambrook et al. 1989)

Die DNA wurde in Agarosegelen in einem elektrischen Feld nach der Lange
ihrer Fragmente aufgetrennt. Die Konzentration der Agarose wurde je nach der
zu erwartenden Grofde der Fragmente zwischen 0,7 und 1,5 % Agarose
gewahlt, Puffersystem war stets 1 x TAE. Der noch flussigen Agaroselosung
wurde 0,005 % EtBr zugesetzt; die Detektion der mit dem EtBr interkalierenden
DNA erfolgte bei 254 nm unter UV-Licht. Zur Elektrophorese der erhaltenen
PCR-Produkte wurde je ein Aliquot von 10 ul des PCR-Ansatzes mit 1,7 pl 6x
loading buffer (MBI Fermentas) versetzt, mit H,0 auf das entsprechende
Volumen 1 x Puffer-Konzentration eingestellt und die entsprechende Tasche
des Gels eingebracht. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von ca. 5
V / cm Gel Uber 2,5 h durchgefihrt.

50 x TAE-Puffer

Tris/HCI pH 8,0 40 mM
Eisessig 20 mM
EDTA 1 mM

EtBr-Stamml6sung: 0,5 % (w/v) Ethidiumbromid

2.15.2.2 Isolierung und Klonierung von PCR-generierten DNA-Fragmenten

PCR-Produkte, die das zur jeweiligen Primer-Paarung berechnete richtige
Molekulargewicht besalien wurden aus dem Gel unter UV-Licht mit einem
Skalpell ausgeschnitten und die DNA durch Glasmilch-Extraktion (Qiagen DNA
purification Kit) isoliert. Ein Aliquot davon wurde hinsichtlich Intaktheit und
Reinheit erneut durch Elektrophorese in einem Agarosegel wie beschrieben
uberpruft. Das gereinigte PCR-Produkt wurde in kompetente E. coli
Bakterienzellen einkloniert gemal Herstellerangaben (TOPO Cloning Kit mit
“One Shot Cells® von Invitrogen).

2.15.2.3 Sequenzierungs-PCR

Von den auf Kanamycin-Agar gewachsenen und demzufolge mit dem
einzubauenden Insert transfizierten TOPO-Cloning One Shot Cells wurde
gemal Herstellerangaben die DNA isoliert. Zur Sequenzierung wurde die DNA
entweder zur Fa. Seqglab, Gottingen gesandt, oder im Institut fir Humangenetik
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bzw. Institut flir Pflanzengenetik sequenziert. Zur Probenvorbereitung wurde 1
Mg DNA mit 4 pl Reaktionsgemisch (Polymerase; PCR-Puffer, dNTP-Mix und
ddNTP-Mix “Big Dye-Terminatoren®) versetzt, je 1 uyl T3 bzw. T7-Primer (10
pmolar) zugegeben und mit DEPC-H,O auf 10 pl aufgefullt. Mit Mineraldl
uberschichtet wurden 30 Zyklen der PCR-Reaktion durchgefuhrt

PCR-Protokoll zur Sequenzierung

30x {1 min | Denaturieren |90°C
1 min |annealing 50°C
1 min _ |elongation 60°C
0 4°C

nach Abschlul} der Sequenzierungsreaktion wurde mit 10 yl DEPC-H,O
aufgeflllt, die 20 yl Endvolumen vollstandig in ein 1,5 ml Mikroreagiergefaf}
uberfuhrt, in das 100 pl 95% EtOH und 2 pl 3M Natriumacetat vorgelegt war.
Die Fallung wurde durch 15 min Lagerung bei -20°C vervollstandigt und die
DNA fur 15 min bei 13000 Upm (Tischzentrifuge) und 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 100 ul 70% EtOH gewaschen,
erneut bei13000 Upm fur 5 min bei RT abzentrifugiert und das Pellet bei 65°C
fur 10-15 min getrocknet. Unmittelbar vor Auftrag der Probe auf das
Sequenziergel bzw. die -Kapillare wurde die DNA mit H,0 resuspendiert.

2.16 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Konzentration und Reinheit der DNA in einer Probe wurde durch Messung der
Extinktion in einem Spektralphotometer bei den Wellenlangen 230, 260 und 280
nm errechnet.

Die Konzentration doppelstrangiger DNA wird errechnet nach

cDNA [pg/ul] = (50 x OD260 x Verdunnungsfaktor) / 1000

Die Konzentration von RNA wird errechnet nach

cRNA [pg/ul] = (42 x OD260 x Verdunnungsfaktor) / 1000

Ein OD260/0D280 -Quotient von < 1,8 zeigt eine Verunreinigung der DNA/RNA
mit Proteinen oder Phenolresten; ein OD260/0D230 -Quotient von < 2,0 zeigt
eine Verunreinigung der DNA/RNA mit Polysacchariden. OD=optische Dichte.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Proteinpraparation und Ausbeute

3.1.1 Algenkultur in 300 ml-Glasréhren

Mg
Protein O Mikrosom. Pellet mPM-Protein

4000 + 3741
3500 + 3121

2889

3000

2500 -
2000
1500 -+
1000 +

: 423
500 -+ 344 %50 281 215

N I | [] i} [ i B

1 2 3 4 5
Praparation

Abb. 1: Ausbeute von Protein im Mikrosomalem Pellet und der Plasmamembran je
Liter Zellsuspension (~10"° Zellen). Angegeben sind die Proteinmengen von fiinf
verschiedenen Préparationen unter Verwendung von 8g-PEG/Dextran-Trennsystemen.
Beladung je 8g-System: 1000 ug Mikrosomales Pellet.

Je Liter Zellsuspension (~10'"° Zellen) wurden 3,37+0,35 mg Mikrosomales
Pellet (MP)  gewonnen. Daraus  wurden  durch PEG/Dextran-
Zweiphasenverteilung in 8g-Systemen 0,328+0,08 mg Plasmamembran-Protein
extrahiert; die Ausbeute an Plasmamembran-Protein aus dem MP betrug
9,65+1,69%. In einer durchschnittlichen Praparation von 18 Rohren (5,4 1)
wurden somit 18,201 mg Mikrosomales Pellet (MP) und daraus 1,775 mg
Plasmamembran-Protein gewonnen.

3.1.2 Massenkultur in 4,5 I-Penicillium-Glaskolben

Zur Gewinnung grof3erer Mengen Plasmamembran-Proteins wurden die Algen
in 4,5 | fassenden Penicillium-Glaskolben (entsprechend 15 Kulturréhren a 300
ml) kultiviert. Entsprechend der groReren Menge Mikrosomalen Pellets wurden
32g-PEG/Dextran-Systeme mit einer 4x hoheren Beladungskapazitat
eingesetzt. Sowohl die Ausbeuten an Mikrosomalem Pellet mit 3,12+0,33 mg je
Liter, als auch die Menge des daraus gewonnenen Plasmamembran-Proteins
sanken geringflgig ab: Es wurden 0,289+0,07 mg Plasmamembran-Protein je
Liter gewonnen. Dies entsprach 88,1 % der Ausbeute von PM-Protein durch 8g-
Systeme. Trotz der geringeren Ausbeute von PM-Protein wurde durch diese
Anzucht bei geringerem praparativem Aufwand eine groflere PM-Menge je
Praparation gewonnen: Bei 13,5 | Algensuspension (Inhalt dreier Penicillium-
Flaschen) wurden 42,12 mg Mikrosomales Pellet und daraus 3,902 mg
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Plasmamembran-Protein gewonnen. Das gewonnene Plasmamembran-Protein
wurde mit 200 mM NaCl resuspendiert (,gewaschen®), erneut bei 10° x g
abzentrifugiert und bis zur Verwendung bei —80 °C tiefgefroren.

3.2 Plasmamembran-Proteine in der 2D-SDS-PAGE
3.2.1 Optimierung der Detergenz- und Ampholytkonzentration

Voraussetzung flr eine hochauflésende 2D-SDS-PAGE ist eine gute
Solubilisierung der Proteine unter reduzierenden Bedingungen und eine
trennscharfe Fokussierung Uber den gesamten, jeweils gewahlten pH-
Gradienten. In Anlehnung an Dunbar et al. (1990) wurde als nicht-ionisches
Detergenz Nonidet P40 eingesetzt und mit dem breitgefacherten pH-Bereich 3-
10 gearbeitet. Zur Optimierung der 2D-Trennleistung wurden sowohl die
Konzentration des Detergenzes, wie auch die der Tragerampholyte variiert.

10< pH >3 <10 pH >3
kDa L
94 || _fr_ %
67 1
N i i |
a3 I
30 i t
Ve \%
20,1} - t -
\4|
VI
14,4 T Al B
94 | | C D I
t o W 11 4 TR
67 . t i 1
. gt
43 34 Ii;l
%0 t \1, i 1IV .. QI
v ® 1 e
20,1 JI
14,4

Abb. 2: 2-Dimensionale Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) von Plasmamembran-
Proteinen bei unterschiedlichen Detergenz- (NP40-) und Ampholytkonzentrationen.
Obere Reihe: 4% NP40; 2 % Ampholyte (A) bzw. 4 % Ampholyte (B).

Untere Reihe: 2 % NP40; 2 % Ampholyte (C) bzw. 4% Ampholyte (D). Pfeile
kennzeichnen die nicht spezifizierten Proteine I-VI und dienen als Referenzpunkte zur
Darstellung der Stauchung oder Streckung des pH-Gradienten. Fokussiert wurden
Jeweils 10 ug Plasmamembran-Protein; 2. Dimension: 7,5 — 20 % SDS-Gradientengel.
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Bei einer Detergenz-Konzentration von 4% NP40 war das Verteilungsmuster
der fokussierten Proteine im basischen Bereich stark gestaucht; die
Referenzproteine IV und VI mit betont basischem IEP traten nicht in das
Kapillargel ein (A). Bei hoherer Ampholytkonzentration fokussierten alle
Proteine in das Kapillargel; das Verteilungsmuster blieb im basischen Bereich
gestaucht (B).

Bei einer Detergenz-Konzentration von 2% NP40 war das Verteilungsmuster
deutlich weiter Uber den pH-Gradienten gestreckt, einzelne Proteine
fokussierten bei der Ampholytkonzentration von 2% nicht (siehe Protein VI in
Abb. C). Bei 4% Ampholyten fokussierten alle Proteine im Gel; ihre Trennung
erfolgte in einem Uber die gesamte Lange des Kapillargels gestreckten pH-
Gradienten (D). Die 2D-Gelelektrophorese unter diesen Bedingungen (D) zeigte
die beste Trennleistung von Plasmamembran-Proteinen von Chlorella im IEF;
die nachfolgenden 2D-Experimente wurden gemalf D durchgefuhrt.

3.2.2 Hochauflosende 2D-Gelelektrophorese der Plasmamembran-Proteine

Ziel bei der Etablierung einer hochauflosenden 2D-Gelelektrophorese der
Plasmamembran-Proteine war es, eine eindeutige Zuordnung von am NOsj.
INH,4*-Metabolismus beteiligten Proteinen der PM zu gewahrleisten. Die 2D-
SDS-PAGE ermoglichte die Trennung von mehr als 600 Proteinen in einem
Gel; nach der Ermittlung der optimalen Detergenz- und Ampholytkonzentration
wurde ein 2D-Referenzgel angelegt. Da die 2D-Gelelektropherogramme der
PM-Proteine der einzelnen Praparationen untereinander qualitative und
quantitative Unterschiede in der Proteinverteilung aufwiesen (nicht gezeigt),
wurde ein  Gemisch von PM-Proteinen aus sechs verschiedenen
Plasmamembran-Praparationen zur Anlage des Referenz-Gels aufgetrennt. Die
aufgetrennten Proteine wurden mit Silber gefarbt und zeigten, je nach ihrer
Konzentration unterschiedliches Anfarbeverhalten. Einzelne, durch Quantitat
oder abweichende Farbung (gelb; rétlich) auffallige Proteine wie z.B. ein
basisches, in der TX114-Detergenz-Phase angereichertes 30 kDa-Protein
ermdglichten eine schnelle Auffindung und Orientierung im Elektropherogramm
und wurden als Referenzproteine benutzt. Dazu dienten auch in
charakteristischer Verteilung auftretende Proteingruppierungen wie bei der
Identifizierung der Nitratreduktase gezeigt (siehe 3.5). Bei der Silberfarbung
beeintrachtigten die in hoher Konzentration vorliegenden Proteine (,high
abundance protein®) durch beginnende Uberfarbung die Detektion der Proteine
geringerer Konzentration, da diese uberdeckt wurden oder die Farbung bereits
vor ihrer Anfarbung abgebrochen werden mulfdte. Die Trennscharfe des IEFs
sank mit steigender Proteinmenge (vergl. Abb. 3 und Abb. 34). Je 1,5 mm-
Kapillargel wurden 50-70 ug PM-Protein aufgeladen. Allerdings trennte das IEF
Proteine hoéherer Konzentration mit nahe beieinander liegendem IEP und Mol.-
Gewicht nicht mehr in distinkte Proteinspots. Diese Proteine wurden in
Vergleichsgelen mit 10 ug Protein erfaft.
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Abb. 3: 70ug Plasmamembran-Protein von Chlorella saccharophila nach 2D-SDS-
PAGE und Silberfarbung. Pfeile markieren als Referenzproteine im Elektropherogramm
herangezogene Proteine. Vertikale Pfeile: Referenzprotein in der wéssrigen TX114-
Phase; horizontal: Referenzprotein in der TX114-Detergenz-Phase. Einige Pfeile sind
zur Erhéhung des Kontrastes weil3 unterlegt

Die 2D-SDS-PAGE von 70ug Plasmamembran-Protein trennte ca. 150 Proteine
auf; eng benachbarte Proteine ahnlicher IEPe und Molekulargewichte wurden
nicht getrennt (z.B. Anhaufung eng benachbarter Proteine zwischen 60 und 68
kDa). Die Proteine am basischen und sauren Rand des Verteilungsfeldes
zeigten eine Tendenz zum Verschmieren, insbesondere bei hoheren
Molekulargewichten. Mit abnehmender Proteinkonzentration bzw. niedrigerem
Molekulargewicht zeigten die Proteine zunehmend eine punktférmige
Fokussierung. Die  quantitativ  haufigsten  Proteine  waren  zwei
ineinanderlaufende Proteinspots von ~23 kDa Molekulargewicht.

Das gezeigte Gel bildet das Referenzgel zur Orientierung und Zuordnung der
durch  TX114-Zweiphasen-Verteilung nach ihren Hydrophobizitats-
Eigenschaften weiter differenzierten PM-Proteine.
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3.2.3 Hydrophobizitat der PM-Proteine: Triton X114-Phasen
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Durch die 2D-SDS-PAGE konnten die Plasmamembran-Proteine beider
TritonX114-Phasen, entsprechend ihrer unterschiedlichen Hydrophobizitat,
aufgetrennt werden. Auch die hydrophoben Proteine der Detergenz-Phase
zeigten, abgesehen von Proteinen in den pH-Extrema und hoher
Molekulargewichte eine fast punktférmige Fokussierung. Die Referenzproteine
aus Abb. 3 konnten gemaf® ihrer Verteilung in die entsprechende Phase
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eindeutig identifiziert werden und erlaubten eine Lokalisation der in ihrer
Umgebung auftretenden Proteine. Einzelne Proteine zeigten dabei eine
Verteilung auf beide Triton-Phasen. Durch Uberlagerung von je sechs
Elektropherogrammen der einzelnen Phasen konnte ein Verteilungsschema der
in ihnen aufgetrennten Proteine in Form einer 2zweidimensionalen
Verteilungskarte der Proteine erstellt werden.
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Abb. 5: 2D-SDS-PAGE-Verteilungsschemata der Plasmamembran-Proteine von
Chlorella saccharophila nach TritonX114-Verteilung. Pfeile wie in Abb. 3.

Abb. 5 zeigt die schematisierte Verteilung der in den Phasen des TX114-
Systems enthaltenen Proteine nach 2D-SDS-PAGE. Die Schemata der
Proteinverteilung wurden durch die Uberlagerung der 2D-Verteilungskarten von
sechs unabhangigen 2D-SDS-PAGE der TritonX114-Phasen erstellt.
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3.2.4 Schema der Proteinverteilung der TritonX114-Phasen in der 2D-SDS-

PAGE
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Abb. 6: 2D-Verteilungsschema (2D-Karte) der Plasmamembran-Proteine, aufgetrennt
nach Hydrophobizitdteigenschaften im TritonX114-Phasensystem. Magenta: Proteine
der TX114-Detergenz-Phase; Blau: Proteine der wéssrigen Phase. Pfeile markieren die
in Abb. 3 gekennzeichneten Proteine.

Die in Abb. 3 gezeigte 2D-SDS-PAGE der silbergefarbten Proteine wurde in
einem Schema mit hoher Trennscharfe rekonstruiert. Alle haufigen Proteine der
Plasmamembran von Chlorella saccharophila konnten, nach dem TritonX114-
System verteilt, in der 2D-Karte wiedergefunden und zugeordnet werden. Dies
bildete die Voraussetzung fur die nachfolgenden Experimente. In beiden
TritonX114-Phasen auftretende (amphiphile) Proteine wurden zweifarbig
uberlagernde Proteinspots sichtbar.
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3.3 EinfluB der Stickstoff-Quelle: **S-Methionin in vivo markierte PM-
Proteine

Ziel der NOs-Induktionsexperimente war die Auffindung von spezifisch NOs-
induzierbaren Proteinen in der Plasmamembran. Dazu wurden in Gegenwart
von NO3 sowie **S-Methionin neu gebildete und radioaktiv markierte Proteine
durch TX114 nach Hydrophobizitats-Eigenschaften getrennt und nach 2D-SDS-
PAGE in der 2D-Karte zugeordnet.

3.3.1 Einbau des **S-Methionins

100 1 9582
%
90 |
Abb. 7: Radioaktivitit des *S-
80 | Methionins in den einzelnen
Préparationsschritten der Plasma-
70 - membran-Gewinnung. Angegeben
ist die insgesamt enthaltene
60 1 Radioaktivitat der einzelnen
Fraktionen. Sie ist als

50 1 prozentualer Anteil an der zu

Induktionsbeginn eingesetzten
401 3672 Aktivitat (3,587 MBq = 100%)
angegeben. Dargestellt  sind
gemittelte Werte aller Ansétze
(NOs; NH,'; Kontrolle). Fiir die
gereinigte PM ist eine
Einzelbestimmung des N-freien

Kontrollansatz angegeben
2,06 0.007 geg

30 -

20 A

10 4

0 L 1

Algen gesamt  Uberstand+M. Mikrosomales Gereinigte PM
3437256 Bq Fraktion Pellet 73906 241 Bq
1317147 Bq Bq

3 h nach Induktion mit NO3; wurden im Algenpellet 3,437 MBq gemessen; dies
entsprach 95,82 % der Aktivitat des insgesamt zugesetzten >°S-Methionins
(3,587 MBqg = 100%). Nach Aufbruch der Protoplasten im Resuspensionspuffer
(Uberstand mit Cytoplasma und Mikrosomaler Fraktion) wurden 1,317 MBq und
damit 36,72 % der urspringlichen Aktivitat in dieser Fraktion bestimmt. Im
Mikrosomalen Pellet wurde eine Aktivitat von 73,9 kBq gemessen,
entsprechend 2% der urspringlichen Aktivitat. In der daraus praparierten
Plasmamembran waren 241 Bq und damit 0,007 % der urspringlich
eingesetzten Radioaktivitat enthalten. Insgesamt wurden je Ansatz ca. 80ug
Plasmamembran-Protein gewonnen.
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3.3.2 PM-Proteine der wassrigen Phase des TX114-Systems
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Abb. 8: 2D-SDS-PAGE der Plasmamembran-Proteine der wéssrigen Phase (WP) des
TX114-Systems nach Induktion mit NOs in Gegenwart von *S-Methionin:
Silberfarbung des Gels (oben links; gezeigt: NOs) und Autoradiographien der *°S-
markierten Proteine der WP der Ansétze NO3, NH," und Kontrolle (-N).

Die Autoradiographien der nach N-Mangel mit verschiedenen Stickstoffquellen
induzierten Algen zeigten eine groRe Zahl *°S-Methionin-markierter
Plasmamembran-Proteine in der wassrigen Phase des TX114-Systems. Dies
galt auch fur den N-freien Kontrollansatz. Markierte Proteine traten Uber den
gesamten Molekulargewichtsbereich auf. Um alle radioaktiv markierten PM-
Proteine der wassrigen Phase zu erfassen und diese in der 2D-Proteinkarte
zuzuordnen, wurden zunachst die Autoradiographien und silbergefarbten Gele
von Kontrolle, NH4s" und NO3™ graphisch tberlagert. Qualitative und quantitative
Unterschiede der autoradiographischen Signale siehe Kapitel 3.3.9.

35



ERGEBNISSE

3.3.2.1 Lokalisation der **S-markierten Proteine der WP in der 2D-SDS-
PAGE
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Stickstoffquellen in der 2-dimensionalen Verteilungskarte.
Griin: silbergeférbtes, nicht induziertes Protein (keine 3°S-Markierung in der
Autoradiographie); rot: silbergeférbtes, 35S-markiertes Protein; blau: 3°S-markiertes
Protein, nicht silbergeférbt (kein korrespondierendes Protein im silbergeférbten 2D-

Gel).

3S-markierte Plasmamembran-Proteine der
TX114-Systems nach

mit verschiedenen

In der wassrigen Phase des TX114-Systems konnten durch Silberfarbung 316
Proteine nachgewiesen werden, durch ausschliel3lich autoradiographischen
Nachweis wurden zusatzlich 51 Protein aufgefunden, so dass insgesamt 367
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Proteine aufgetrennt wurden. Insgesamt 121 Proteine trugen eine >°S-
Markierung; damit wurde ein Drittel aller nachgewiesenen Proteine der WP de
novo gebildet.

Die Quantitat der 51 nur durch ihre **S-Markierung nachgewiesenen Proteinen
unterschritt 5 ng je Protein (Nachweisgrenze der Silberfarbung gemal Kap.
3.7). Diese konnten daher aufgrund ihrer geringen Konzentration in den
vorhergehenden Experimenten nicht nachgewiesen werden. Von den hoher
konzentrierten und damit silber%eférbten Proteinen waren 70 der 316 Proteine
%S-markiert (silbergefarbt und **S-markiert). Dies entsprach einem Anteil von
22,2 %. Zur Ausdifferenzierung der ausschliellich durch NOs  induzierten
Proteine wurden die Intensitdten der Signale der Autoradiographien
untereinander verglichen.

3.3.2.2 Stickstoff-Quellen-spezifisch **S-markierte Proteine der WP

Die qualitative und quantitative Charakterisierung der spezifisch NOs-
induzierten Proteine gegeniber NH; und Kontrolle gelang mit der
Auswertungsoftware BASys von Biotech-Fischer nicht. Das Programm erlaubt
weder eine Uberlagerung der Images der silbergefarbten Gele bzw.
Autoradiographien, noch konnten Positionsschwankungen der Proteine
innerhalb der einzelnen Gele korrigiert werden. Zur Auswertung qualitativer und
halbquantitativer Unterschiede wurden daher die silbergefarbten Gele bzw.
Autoradiographien mit einem vektoriellen Graphikprogramm (Corel Photo-
Paint8) in Falschfarbenbilder konvertiert (NO3™ = rot; NH," = blau; Kontrolle/-N =
grin). Eine additive Uberlagerung der Falschfarbenbilder erlaubte die
Charakterisierung: Die Farbreinheit eines Proteinspots wachst, je starker er
gegenuber den gleichen Signalen anderer Farbe Uberwiegt. Je reiner (rot; grin;
blau) eine der drei Farben einen entsprechenden Proteinspot reprasentierte,
desto spezifischer war er der jeweiligen N-Quelle zuzuordnen.

Unterschieden wurde zwischen NOs-induziert de novo-synthetisierten
Proteinen sowie einer quantitativer Zu- oder Abnahme bereits vorhandener
Proteine. Daher wurden die durch NOj; induziert de novo-synthetisierten
Proteine als qualitativ_induzierte Proteine bezeichnet. Diese stehen den nach
NOs-Induktion lediglich in der Konzentration quantitativ veranderten Proteinen
gegenuber. Diese sind als quantitativ NOs-induziert bezeichnet. Der Begriff der
Induktion wurde verwendet, um die N-Quellen-spezifisch beeinflul3ten Proteine
gegen die in allen Ansatzen (NO3 ,NH;", -N) gleich stark radioaktiv markierten
Proteine abzugrenzen.
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Abb. 10: Uberlagerte Autoradiographien der **S-markierten Plasmamembran-Proteine
der waéssrigen Phase des TX114-Systems nach Induktion mit verschiedenen
Stickstoffquellen. Die Autoradiographien sind in Falschfarben dargestellt und additiv
Uberlagert (siehe Farbverlaufsdreieck in der Abb. unten rechts).

NOjs-induzierte Proteine sind rot; NH, -induzierte Proteine blau, Proteine der Kontrolle
(-N) griin dargestellt. Die Durchnummerierung der Proteine ist entsprechend der Abb.
9; *S-markierte Proteine sind mit schwarzen oder gelben Ziffern bezeichnet . Graue
Pfeile kennzeichnen einen unter NO3 quantitativ betonten 35S-Einbau, schwarze Pfeile
entsprechend nach NH/-Induktion bzw. der Kontrolle. Fett gedruckte graue Pfeile
markieren ansequenzierte Proteine

Keines der Plasmamembran-Proteine der wassrigen TX114-Phase zeigte ein
ausschlieRlich auf den NOgj™-induzierten Ansatz beschranktes Auftreten und
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damit eine NOjs-spezifische de novo-Synthese. Es korrespondierten stets
entsprechende Signale des gleichen Proteins bei NH,*-Gabe oder Kontrolle. Es
traten aber erhebliche quantitative Unterschiede in der Signalstarke der *°S-
Methionin markierten Proteine auf. Eine erhebliche NOj-induzierte Zunahme
der Signalstarke (hohe Farbreinheit) zeigten die Proteine WP # 197 und WP #
238 mit einem Molekulargewicht von 41,3 bzw. 36,8 kDa; das Protein WP # 7191
wurde nicht durch Silber angefarbt. Den starksten Einbau von *°S-Methionin
von allen Proteinen wies das 64,4 kDa-Protein WP # 7104 nach NOs-Gabe auf.
Dieses Protein und das nur geringfiigig NOs-induzierte (schwach 3°S-
Methionin-markierte) 32,8 kDa-Protein WP # 278 wurden ansequenziert.

Das silbergefarbte 60,2 kDa-Protein WP # 109 war das einzige Protein der WP
mit einer NH,"-betonten Zunahme der Radioaktivitat. Die Proteine WP # 48 und
# 49 (beide 86,6 kDa) sowie WP # 58 und # 62 (81,1 und 78,9 kDa) zeigten bei
Anwesenheit einer N-Quelle (NO3” bzw. NH;") gegeniiber der Kontrolle ein
deutlich verminderten **S-Einbau. Die Proteine WP # 167 und # 162 (beide 47,3
kDa) waren NH,"-reprimiert.

In der Tabelle 1 (Kapitel 3.3.4). sind die Stickstoff-Quellen beeinflu3ten
Plasmamembran-Proteine der wassrigen- und Detergenz-Phase
zusammengefasst. Zur deulicheren Abgrenzung gegen die Proteine der
Detergenz-Phase des TritonX114-Systems sind die WP-Proteine kursiv gestellt.
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3.3.3 PM-Proteine der Detergenz-Phase des TX114-Systems
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Abb. 11: 2D-SDS-PAGE der Plasmamembran-Proteine der Deterenz-Phase des
TX114-Systems nach Induktion mit NOs in Gegenwart von *°S-Methionin:
Silberfarbung des Gels (oben links; gezeigt: NH,") und Autoradiographien der %S-
markierten Proteine der DP der Ansétze NOs, NH," und Kontrolle (-N).

Analog zu den PM-Proteinen der wassrigen Phase des TX114-Systems wurden
die hydrophoben Proteine der TX114-Detergenz-Phase aufgetrennt. Auch bei
den Proteinen der Detergenz-Phase wurden eine grof3e Zahl unter Einbau von
%3-Methionin markierter Plasmamembran-Proteine aufgetrennt. Im N-freien
Kontrollansatz traten ebenfalls markierte Proteine Uber den gesamten
Molekulargewichts-Bereich auf. Im Gegensatz zur WP zeigte die
Autoradiographie Neubildungen bei NOs-Induktion (siehe Tabelle 1, Kap. 3.3.4).
Die Signale der Autoradiographie konnten eindeutig den Proteinen des
silbergefarbten Geles zugeordnet werden und eine 2D-Karte wurde erstellt:
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3.3.3.1 Lokalisation der **S-markierten Proteine der DP in der 2D-SDS-
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Abb. 12: Durchlaufend nummerierte, 3°S-markierte Plasmamembran-Proteine der
TX114-Detergenz-Phase nach Induktion mit verschiedenen Stickstoffquellen in der 2D-
Verteilungskarte. Griin: silbergeférbtes, nicht induziertes Protein (keine %S-
Markierung); rot: silbergefirbtes, **S-markiertes Protein; blau: **S-markiertes Protein,
nicht silbergeférbt (kein korrespondierendes Protein im silbergeférbten 2D-Gel).

Es wurden 257 Proteine nachgewiesen, durch Autoradiographie wurden
zusatzlich 27 nicht silbergefarbte Proteine detektiert, so dass insgesamt 284
Proteine aufgetrennt wurden. 75 Proteine der DP trugen eine **S-Markierung.
Damit wurde ca. ein Viertel (26,4 %) aller nachgewiesenen Proteine der
Detergenz-Phase Stickstoffquellen-spezifisch quantitativ verandert. 27 Proteine
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unterschritten die Nachweisgrenze der Silberfarbung (< 5 ng je Protein) und
wurden nur durch ihre **S-Markierung nachgewiesen.

3.3.3.2 Stickstoff-Quellen-spezifisch **S-markierte Proteine der DP
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Abb.: 13: Uberlagerte Autoradiographien der 3°S-markierten Plasmamembran-Proteine
der Detergenz-Phase des TX114-Systems nach Induktion mit verschiedenen
Stickstoffquellen. Die Autoradiographien sind in Falschfarben dargestellt und additiv
iiberlagert; die Durchnummerierung ist entsprechend der Abb. 12; *°*S-markierte
Proteine sind mit schwarzen oder gelben Ziffern bezeichnet.

NOjs-induzierte Proteine sind rot; NH, -induzierte Proteine blau, Proteine der Kontrolle
(-N) griin dargestellt. Graue Pfeile kennzeichnen quantitativ betonten **S-Einbau nach
NOs-Induktion; schwarze Pfeile nach NH,*-Induktion bzw. in der Kontrolle betonte 3°S-
Markierung.

Wie unter 3.3.2.2 beschrieben, wurde unterschieden zwischen NOj-induziert
de novo-synthetisierten Proteinen sowie einer quantitativen Zu- oder Abnahme
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bereits vorhandener Proteine. Daher wurden die durch NO3s-induziert de novo-
synthetisierten Proteine als qualitativ_induzierte Proteine bezeichnet. Diese
stehen den nach NOj-Induktion lediglich in der Konzentration quantitativ
veranderten Proteinen gegenlber. Diese sind als guantitativ NOs-induziert
bezeichnet. Der Begriff der Induktion wurde verwendet, um die N-Quellen-
spezifisch beeinfluten Proteine gegen die in allen Ansatzen (NO3, NH,", -N)
gleich stark radioaktiv markierten Proteine abzugrenzen.

In der TX114-Detergenz-Phase wurden mehrere, qualitativ NOs-induzierte (de
novo-synthetisierte) Plasmamembran-Proteine nachgewiesen: Die drei 76,6
kDa-Proteine # 56; 57; 58 zeigten einen hohen Einbau von **S-Methionin. Ein
entsprechendes Signal fehlte bei NH;" und —N (Kontrolle). Die qualitativ NO3"
induzierten Proteine # 56, 57, 58 fokussierten mit basischem IEP (pH ~8).
Ebenfalls basisch fokussiert (pH ~9) und qualitativ auf NO3™ beschrankt waren
die 45,9 kDa-Proteine # 172 und 173. Die Proteine waren durch Silberfarbung
nicht nachweisbar. Dies galt auch fur das 67,8 kDa-Portein # 87. Dieses Protein
wurde allerdings auch im NH4'-Ansatz gefunden, darin aber in deutlich
geringerer Konzentration. DP # 87 ist daher nicht ausschliel3lich durch NO;
induziert, zeigte aber eine erheblich geringere Konzentration bei NH;'-
Ernahrung.

Die starkste quantitativ NOs-induzierte Markierung zeigte Protein # 101 von
64,4 kDa. Dieses Protein korrespondierte mit dem Protein # 104 der wassrigen
Phase des TX114-Systems. Das Protein 263 von 23,3 kDa Molekulargewicht
zeigte die hochste absolute Radioaktivitat;, der quantitative Unterschied
gegeniiber NH,* war aber geringer als bei # 101 und dem benachbarten 23,3
kDa-Protein # 264. (# 263 erscheint bei NH;" durch einen RiR an
entsprechender Stelle im Gel grofer). Die Proteine # 203 und # 195 zeigten
ebenfalls eine etwas starkere *°S-Markierung bei NOs als N-Quelle. Das
Protein # 205 von 37,3 kDa zeigte eine Zunahme der **S-Markierung bei NH4*-
als N-Quelle. Einen in Anwesenheit einer Stickstoff-Quelle geringeren -
Einbau zeigten die 36,4 kDa-Proteine # 211 und 212.
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3.3.4 3°S-markierte Proteine in der Ubersicht

In Tabelle 1 sind die N-Quellen-spezifisch beeinfluRten Proteine zusammengefalit.

Bestimmt wurde das Molekulargewicht; der IEP der Proteine ist geschatzt, da das IEF
mit Tragerampholyten durchgefiihrt wurde. Der erzeugte pH-Gradient ist durch die im
Gel mobilen Ampholyte nicht zeitstabil (,Kathodendrift®).

. Beeinflussung durch
N . . # des Pr_otems die Stickstoffquelle: X KDa
achweis Stickstoffquelle | WP-Proteine sind o o 114-
kursiv gedruckt quantitativ / qualitativ Phase (IEP)
(=de novo)
#34 quantitativ WP | 89,0 (5)
#61 “ “ 80,2 (5)
#100 “ “ 62,1 (5)
#104 “ “ 64,4 (5)
#191 “ “ 41,3 (6)
# 207 “ “ 38,4 (6)
Silberfarbung | NOs;-spezifisch # 246 “ “ 35,3 (7)
Autoradio- starker *s- # 330 ‘ “« | 22,6 (5)
graphie markiert
# 101 ' DP | 64,4 (5)
# 161, 162 ' “ 47,3 (9)
#175 “ “ 44,6 (6)
# 195 “ “ 38,6 (4)
# 203 “ “ 37,8 (4)
# 263, 264 “ “ 23,2 (5)
Silberfarbung NH4-spezgigisch # 109 quantitativ WP | 60,2 (6)
Autoradio- starker *S- p
graphie markiert z ggg D“P ggg (4)
3 (4)
# 138 quantitativ WP | 55,7 (5)
#137 “ “ 54,5 (5)
# 155, 156 “ “ 48,8 (6)
Autoradio- | NOs-spezifisch %238 36,8(7)
graphie starker *S-
markiert #56, 57, 58 qualitativ DP | 766 (8)
# 87 quantitativ “ 67,8 (8)
#172,173 qualitativ 45,9 (9)
Tabelle 1: Zusammenstellung der S35-markierten, durch die Stickstoffquelle

beeinflussten PM-Proteine.

Die Proteine # 56; 57; 58; 172; 173 (87) waren die einzigen durch NOgj™-
induziert de novo synthetisierten Proteine (,qualitativ induziert‘) und hatten
hydrophoben Charakter (Anreicherung in der TX114-Detergenz-Phase). |hr
autoradiographisches Signal war von hoher Intensitat, dennoch konnten sie
durch Silberfarbung nicht nachgewiesen werden; an der Grenze des
Silbernachweises lag # 87.

Alle anderen Proteine beider TX114-Phasen zeigten eine Zunahme ihrer *°S-
Markierung nach NOs™- oder NH;"-Gabe (,quantitativ induziert“). Den Proteinen
der Untergruppe Il und V war eine starkere Markierung bei NO3™ im Medium
gemeinsam. Diese Proteine traten auch bei NH;" oder N-freier Kontrolle auf,
aber mit geringerer Intensitét des *°S-Signals.

44



ERGEBNISSE

Die starkste NO3™ -induzierte Zunahme der radioaktiven Markierung gegenuber
NH4 und N-freier Kontrolle zeigte das Protein # 104 der wassrigen Phase des
TX-Systems mit einem Mol.-Gewicht von 64,4 kDa. Bei den Proteinen der
Detergenz-Phase galt dies fur die Proteine # 101, ebenfalls 64,4 kDa und # 263
(23,2 kDa). Protein # 101 korrespondierte mit dem WP-Protein # 104 und
verteilte sich als amphiphiles Protein zwischen beiden TX114-Phasen mit
hoherem Anteil in der wassrigen Phase. Das Protein wurde als Nitratreduktase-
Protein identifiziert (siehe Kap. 3.5). NO3 -reprimiert war das 37,3 kDa-Protein #
205; es zeigte einen verminderten Einbau von *°S-Methionin bei NOs; im
Medium. Nicht in der Tabelle aufgefuhrt sind die durch Stickstoff-Gabe
reprimierten WP-Proteine # 48; 49; 58; 62; ihre Markierung nahm in Gegenwart
von Stickstoff im Medium ab (siehe Abb. 10)

Eine Zunahme der eingebauten Radioaktivitat bei NH4" als N-Quelle zeigten die
Proteine # 109 (WP; 60,2 kDa) sowie # 289 (DP; 35,5 kDa). NH, -reprimiert
waren die WP-Proteine # 181, 182 und 183 (alle 43,4 kDa) sie zeigten
gegenuber NO3 und Kontrolle einen verminderten Einbau der Radioaktivitat.

Insgesamt wurden 651 Proteine der Plasmamembran durch die 2D-SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach Induktion der Algen mit unterschiedlichen N-Quellen (NO3
bzw. NH;*) in Gegenwart von >°S-Methionin waren 455 Proteine nicht >°S-
markiert. 196 Proteine wiesen eine **S-Markierung auf.

78 der 196 >°S-markierten PM-Proteine wurden nicht durch Silberfirbung
angefarbt. Diese lagen in einer Menge < 5 ng je Spot vor. Von den 196 *S-
markierten Proteine waren 99+67=166 Proteine auch im Kontrollansatz ohne
Stickstoffquelle *°S-markiert. Von den **S-markierten Proteine waren somit 85
% der Proteine unabhangig von der N-Quelle markiert. 27 Proteine zeigten
durch Gabe von NOs™ eine Zunahme der Proteinmenge (stirkeren **S-Einbau)
oder traten erstmals auf (de novo gebildet). Ihr Anteil an der Gesamtzahl der
Proteine betrug 4,1 %. 14 der NOs-spezifisch markierten Proteine wurden in der
TX114-Detergenzphase der hydrophoben Proteine angereichert, darunter die
Proteine # 56, 57, 58, 172, 173.

Die *S-Einbauraten aus den NOs- bzw. NH,*-induzierten Ansatzen sowie N-
freier Kontrolle wurden auf der Grundlage gleicher, fur die TX114-
Zweiphasenverteilung und 2D-SDS-PAGE der TX114-Phasen eingesetzter
Proteinmengen verglichen.
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3.4 Photoaffinitatsmarkierung durch C-2,6-Dinitrophenylazid (DNPA)

3.4.1 Zerfallskinetik und Spaltung von DNPA durch UV-Licht

Das Aryl-Azid 2,6-DNPA ist ein kompetetiver Hemmstoff der Nitrataufnahme
(Glogau, 1994). Die Azid-Gruppe ist instabil und wird bei Belichtung mit
kurzwelligem Licht unter Np-Freisetzung abgespalten. Wahrend des Zerfalls
kann der Aryl-Rest mit der NH,-Gruppe einer Aminosaure zu einer Azo-
Verbindung reagieren; dadurch ist eine Photoaffinitatsmarkierung von
unmittelbar benachbarten Aminosauren mdglich (,nearest neighbour
interaction®). Die Abspaltung der Azid-Gruppe war durch eine photometrisch
messbare Verschiebung der Absorptionsmaxima des DNPA nachweisbar.

| v
A B
Belichtet

Unbelichtet v

v

NH +
266.8 58.8CNN-DIV.) 586.8 288.9 58.8¢HM DIV, > SBBI'-lE

Abbildung 14: Kontinuierliche Spektren von 2,6-DNPA vor (A) und nach (B) 10 min
Belichtung mit UV-Licht (364 nm). Im unbelichteten Zustand (A) Absorptionsmaxima
bei 230,9 nm; 327 nm (Pfeile). Nach Belichtung (B) Absorptionsmaxima bei 214; 269,5
und 402 nm (Pfeile)

Eine Ldésung von 2,5 % (w/v) 2,6-DNPA in einem Wasser/Ethanol-Gemisch
(40/1 viv) zeigte nach Bestrahlung mit UV-Licht (364 nm) eine photometrisch
bestimmbare Verschiebung der Absorptionsmaxima. Im unbelichteten Zustand
waren Uber einen Wellenlangenbereich von 200-500 nm Extinktionsmaxima zu
verzeichnen bei 230,9 nm; 327 nm sowie einem geratebedingt nicht
bestimmbaren Maximum < 200 nm Wellenlange. Nach 3,5 min Bestrahlung
traten Extinktionsmaxima bei 214; 269,5 und 402 nm auf. Diese nahmen bei
Verlangerung der Bestrahlung Uber 10 min hinaus nicht mehr an Intensitat zu.
Die zur Bestrahlung alternativ eingesetzte Wellenlange von 254 nm zeigte die
gleiche Verteilung der Maxima bei etwas verzogertem Auftreten (Daten nicht
gezeigt). Die Experimente zur Photoaffinitdtsmarkierung wurden mit einem '*C-
substituieten DNPA mit einer spezifischen Aktivitat von 6 mCi/mmol
durchgefihrt.

3.4.2 "“C-DNPA-Konzentration und "C-Markierung von Plasmamembran-
Proteinen

Zur Bestimmung der geringsten benétigten '*C-DNPA-Konzentration fiir die
Photoaffinitatsmarkierung von PM-Protein und ihre autoradiographisch
erfassbare Markierung wurde je Ansatz 200 pg gereinigte PM  mit
Konzentrationen von 0,5; 5; 50 und 500 uM "*C-DNPA pro Ansatz versetzt.
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i Abbildung 15: Autoradiographie der mit
unterschiedlichen Konzentrationen "“C-DNPA
markierten Plasmammembran-Proteine nach SDS-
PAGE.

Spur 1—4: 0,5; 5; 50; 500 uM "*C-DNPA

Die hochste eingesetzte Konzentration von 500
UM "C-DNPA zeigte eine diffuse Markierung von
Plasmamembran-Proteinen bei starkem Hinter-
grundsignal. Die mit 50 yM *C-DNPA markierten
Proteine waren nach 10 d Expositionsdauer des
Films neben der 500 pM-Spur nicht erkennbar.
Nach Abtrennen der Spur der 500 pM-markierten
Proteine und erneuter Exposition (35 d) zeigte die
Autoradiographie der 50 uM "“C-DNPA-markierten
Proteine das gleiche Verteilungsmuster der
Markierung (nicht gezeigt), die Markierung mit 0,5
bzw. 5 yM "C-DNPA konnte nicht nachgewiesen
werden. Fur die nachfolgenden Experimente
wurde daher eine Konzentration von 50 uM
eingesetzt. *C-DNPA-markierte Protein-Banden
lagen in den Molekulargewichtsbereichen 26; 38;
40; 45; 53; 75 und 112 kDa.

Vergleich des Verteilungsmusters der “C-DNPA-markierten PM-Proteine in der

Silberfarbung und Autoradiographie
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Abb. 16: SDS-PAGE von mit 50 uM "*C-DNPA markierten
Plasmamembran-Proteinen nach Silberfarbung (Spur 1) und
Autoradiographie der PM-Proteine (Spur 2). Expositionsdauer:
28d

Unter Einsatz von 50 uM C-DNPA wurden Proteine mit
den Molekulargewichten 17; 23; 26; 36; 38; 38,5; 40; 43;
45; 47; 53; 58; 64 kDa markiert. Das Signal/Rauschen-
Verhéltnis war bei 50 pM '“C-DNPA zugunsten der
Signalstarke verschoben. Die bei einer Konzentration von
500 pM '“C-DNPA markierten 75 und 112 kDa-Proteine
wurden nicht beobachtet. Den silbergefarbten Proteinen
von 17; 36 und 40 kDa entsprachen '*C-Protein-
Markierungen gleicher Molekulargewichte in der
Autoradiographie.

Zur Auftrennung der '“C-DNPA-markierten Proteine
wurde eine Hydrophobe Interaktions-Chromatographie
(HIC) von Plasmamembran-Proteinen mit einer
Phenylsuperose 25 HP-Saule (Pharmacia) durchgefuhrt.
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3.4.3 "C-DNPA-Markierung nach HIC der PM-Proteine
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Abbildung 17: SDS-PAGE der HIC-Fraktionen von 1,5 mg Plasmamembran-Protein
getrennt auf Phenylsuperose HP. A: Autoradiographie von mit 50 uM ™C-DNPA-
markierten Proteinen nach 26 d Exposition eines —Max-Filmes. B: Dasselbe Gel nach
Exposition einer Phospho-Imager-Platte; Abbildung nach digitaler Kontrastverstérkung,
letzte Spur (Spur 7 =Kontrolle) iiberschwérzt und nicht abgebildet

Spur 1: nicht auf der S&dule gebundene Proteine des Vorlaufes der HIC. Spur 2-5:
Sammelfraktionen liber den Harnstoff-Gradienten; Spur 2: bis 250 mM; Spur 3: bis 500
mM; Spur 4: bis 750 mM; Spur 5: bis 1 M Harnstoff. Spur 6: im Gradient nicht
abgeléste, erst mit 50 mM NaOH eluierte Proteine. Spur 7: Kontrolle (150 ug
unfraktionierte Plasmamembran-Proteine).

Die 45 HIC-Fraktionen wurden zunachst zu funf Sammelfraktionen vereinigt und
durch Membran-Filtration eingeengt. In den Fraktionen konnte durch
Autoradiographie mit B—Max-Film keine quantitative Anreicherung eines 4C-
DNPA-gelabelten  Proteins  nachgewiesen  werden. Nach  digitaler
Kontraststeigerung der Signale mit einer Phospho-Imagerplatte (7 d Exposition;
bei ~10 fach héherer Empfindlichkeit gegentber B—Max-Film entsprechend ca.
70 d) waren diffuse Markierungen erkennbar. In Spur 2 trat dabei eine distinkte
Bande von 53 kDa Molekulargewicht auf. Die Eingrenzung und Anreicherung
dieses Proteins durch “C-DNPA-Labeling in einer Einzelfraktion der HIC der
PM-Proteine gelang nicht. Die SDS-PAGE der neun einzelnen, in
Sammelfraktion 2 vereinigten HIC-Fraktionen zeigte nach Markierung mit 50 uM
“C-DNPA keine Signale in der Autoradiographie. Das Protein eluierte somit
(iber mehrere Fraktionen, die Nachweis-Empfindlichkeit des '*C-DNPA reichte
bei der vorhandenen Proteinkonzentration je Fraktion nicht aus (nicht gezeigt).
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3.4.4 "“C-DNPA in der 2D-SDS-PAGE: markierte Proteine und EinfluB auf
das IEF

Zur Eingrenzung und weiteren Charakterisierung der mit dem Hemmstoff der
Nitrataufnahme '*C-DNPA markierten Proteine wurden die Plasmamembran-
Proteine in der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE)
aufgetrennt. Die Gegenwart des '*C-2,6-DNPA in der 2D-SDS-PAGE fiihrte
konzentrationsabhangig zu starken Veranderungen des pH-Gradienten in der
ersten Dimension (IEF) und damit des 2D-Elektropherogrammes der Proteine.

10< pH >3 <10 pH >3
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Abb. 18: Einflu der Konzentration von "*C-DNPA auf das 2D-Elektropherogramm der
silbergefarbten Plasmamembran-Proteine. A: Kontrolle; B: 50 uM; C: 250uM; D: 500
uM "C-DNPA. Horizontal: IEF: vertikal: SDS-PAGE

Das “C-DNPA beeinfluBte die Stabilitdt des pH-Gradienten im IEF: Bei einer
Konzentration von 50 pyM 'C-DNPA im Reaktionsansatz fokussierten die
Plasmamembran-Proteine zunachst unter Stauchung des neutralen Bereiches,
gleichzeitig nahm die Trennscharfe des IEF deutlich ab (B). Bei einer
Konzentration von 250 yM '“C-DNPA war der |EF-pH-Gradient im basischen
und insbesondere im sauren Bereich stark gestaucht (C); bei 500 yM unter
Verlust von Proteinen des sauren Bereiches (D). Parallel trat mit steigender "C-
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DNPA-Konzentration eine zunehmende vertikale Schlierenbildung auf.
Aufgrund der geringen spezifischen Aktivitat (6 mCi/mmol) wurden die
nachfolgenden Experimente mit 50 pM 'C-DNPA durchgefiihrt, da eine
geringere Konzentration eine Proteindetektion durch Autoradiographie in einem
noch interpretierbarem Signal-/Rauschen-Verhaltnis nicht zuliel (Uberlange
Exposition des Films). Die Bindung des "C-DNPA an die Proteine war nicht
stabil: Nach Fixierung/Silberfarbung waren keine markierten Proteine zu
detektieren. Eine Entfernung des nicht gebundenen “C-DNPA vor dem IEF
durch Chloroform/Methanol-Fallung der markierten Proteine flhrte ebenfalls zu
einem Verlust der Radioaktivitat der markierten Proteine; diese waren in der
Autoradiographie nicht mehr nachweisbar. Die Markierungsexperimente wurden
daher mit 50 pM "C-DNPA durchgefiihrt und die 2D-Gele ungefarbt getrocknet
und exponiert, parallel wurden zur Zuordnung von Protein und
Autoradiographiesignal mit den jeweils selben Probe 2D-Silberfarbungen
angelegt und die Elektropherogramme mit den Radiographien nachtraglich
homologisiert.

10<
kDa Abb. 19: Autoradiographie
von Plasmamembran-
A - Proteinen nach Markierung
mit 50 uM "*C-DNPA in der
67 - 2D-SDS-PAGE. Pfeile
(horiz.+vert.) bezeichnen
"*C-DNPA-markierte
43 - Proteine I-VI bzw. A-E;
(Referenzproteine fiir die
nachfolgenden
Abbildungen).
30 -
20,1- b
-
14,4-

———,... I
In der 2D-SDS-PAGE wurden '*C-DNPA-markierte Proteine der folgenden
Molekulargewichte aufgetrennt: 23 kDa (Protein VI); 26 (V); 45 (1V); 64 (ll); 71
(1); 75 (ll). Diese dienten als Referenzproteine bei der Markierung von PM-
Proteinen mit right side- und inside out-orientierten Vesikeln. Daneben wurden
mit A-E bezeichnet, weitere Proteine markiert: 80 (A); 92 (B); 64 (C); 38 (D) und
28 kDa (E). Zur Uberprifung der morphologischen Orientierung der markierten
Proteine innerhalb der PM-Vesikel wurden Markierungsexperimente mit
orientierten Vesikeln (inside-out und right side out) durchgeflhrt. Gleichzeitig
wurde eine mégliche Kompetetion der 'C-DNPA-Markierung gegen einen
500fachen UberschulR NO3z (10 mM KNO3) im Reaktionspuffer gepriift. Die mit
rémisch 1-VI gekennzeichneten, '*C-DNPA-markierten Proteine zeigten dabei
unterschiedliche Verteilungseigenschaften in Abhangigkeit von der Orientierung
der Plasmamembran-Vesikel.
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3.4.5 PM-Vesikel-Orientierung und Kompetition durch NO;
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Abb. 20: Autoradiographien von inside out- und right side out-Plasmamembran-
Vesikeln nach Markierung mit 50 uM "*C-DNPA mit und ohne NO; im Reaktionspuffer.
A: inside out-Vesikel; B: right side out-Vesikel; C: inside out Vesikel + 10 mM NOg3, D:
right side out-Vesikel + 10 mM NOs.

In C und D sind zur Vereinfachung der Orientierung die "*C-DNPA-markierten Proteine
mit I-VI bezeichnet, das Vorhandensein eines Proteins ist durch schwarzen Pfeil
gekennzeichnet, Fehlen durch grauen Pfeil. Die Radiographien B und D sind ~10fach
stérker kontrastiert.

Anzahl und Verteilung der 'C-DNPA-markierten Proteine zeigten eine
Abhangigkeit von der Vesikel-Orientierung. In right side out-Vesikeln mit
morphologisch korrekter Orientierung war fast ausschlieBlich das 75 kDa-
Protein Il '*C-markiert. Die Proteine I; Ill; IV (71; 64; 45 kDa) waren nur in den
inside out-Vesikeln 'C-markiert. Bei '*C-DNPA-Exposition der Vesikel-
Aussenseite (right side out) traten keine Signale dieser Proteine auf. In beiden
Vesikel-Typen gleich verteilt waren Markierungen der 26 und 23 kDa-Proteine V
und VI. Eine Kompetition durch einen 500fache UberschuR NOs3 (10 mM)
gegeniiber “C-DNPA vor der Photolysis (und kovalenten Bindung) des '*C-
DNPA) trat nicht auf. Die 'C-Proteinmarkierung war unbeeinfluRt. Das
Verteilungsmuster der "C-markierten Proteine in beiden Vesikelorientierungen
anderte sich in Gegenwart von NO3™ nicht. Das NOg™ fuhrte zu einer geringfugig
starkeren Markierung des 75 kDa-Proteins Il.
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3.4.6 Triton X114-Phasen-Verteilung der "*C-DNPA markierten Proteine

Die "C-DNPA-markierten Proteine wurde in der TX114-Zweiphasenverteilung
fraktioniert. Nach Markierung von verschieden orientierten Vesikeln wurden
diese zur Entfernung des TX114 gefallt, getrocknet und nach Resolubilisierung
mit Harnstoff in der zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Autoradiographie der ungefarbten 2D-Gele (~40 ug Protein je Kapillare) beider
Triton-Phasen ergab keine Signale von '*C-markierte Proteinen. Die *C-DNPA-
Markierung war trotz Fallung der Proteine nicht ausreichend. Deshalb wurden
die "C-markierten Proteine der Detergenz- und wassrigen Phase des TX114-
Systems in einem 160 x 200 mm SDS-Gel aufgetrennt (~150 ug Protein je
Tasche), um eine hdhere Protein-/"*C-DNPA-Konzentration zu erreichen.

A B
IEF SDS-PAGE
10< pH >3 TX114
WP DP

kDa :>
94 -
A=+ A
1 L1I
L]
c =
b : >
43 - vy v
D”
- L >
L >
-
30 - >
5 RN T <
tv
20,1- — \ w P>
-

Abbildung 21: Autoradiographien von mit 50 uM "*C-DNPA-markierten Proteinen nach
2D-SDS-PAGE (A); nach TX114-Verteilung und SDS-PAGE der Proteine der TX114
wéssrigen- und Detergenz-Phasen (B).

SDS-PAGE: Spur 1: Wéssrige Phase (WP) des TX114-Systems; Spur 2: Detergenz-
Phase (DP) des TX114-Systems.

Die Proteine der 2D-SDS-PAGE sind zur Zuordnung von Proteinen gleichen
Molekulargewichtes der SDS-PAGE mit Pfeilen versehen. Pfeilspitzen markieren in der
SDS-PAGE wiedergefundene Proteine gleichen Gewichts. Graue Pfeile markieren
nicht in der 2D-SDS-PAGE aufgefundene Proteine. Die Detergenz-bedingten
Verwerfungen der TX114-DP-Spur im Gel (Graphik B) sind digital entzerrt.

Die Signale von 2D-SDS-PAGE und SDS-PAGE waren homologisierbar: Der
Mehrzahl der autoradiographisch erkennbaren Signale der 2D-SDS-PAGE
lagen entsprechende Signale gleichen Molekulargewichts der TX114-Phasen
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gegenuber. Dem right side out-orientierten 75 kDa-Protein Il entsprach eine
Bande gleichen Gewichts in der wassrigen TX114-Phase in der SDS-PAGE.
Damit wurde die Zuordnung zum entsprechenden Spot der 2D-Karte mdglich:
Das 75 kDa-Protein Il war homolog zu dem WP-Protein # 76 (siehe unten;
vergl. auch Kap. 3.3.2). Das 71 kDa-Protein | entsprach dem WP-Protein # 74.
Beide Proteine waren de novo-synthetisierte, aber nicht NOs-induzierbare *°S-
markierte Proteine (turn-over < 4h). Die mit IlI-IV bezeichneten Signale lagen
uber einer groBeren Anzahl 2D-getrennter Proteine ahnlicher Gewichte und
IEP; ihre eindeutige Zuordnung war weder auf dem silbergefarbten Gel noch in
der 2D-Karte moglich.

Protein Ill war homolog zu WP99-104 bzw. DP98-101 (~64 kDa); WP104 zeigte
nach NOs-Induktion den NOs-spezifisch stirksten °°S-Einbau aller WP-
Proteine (siehe Kap. 3.5).

Protein IV: WP 184-187 (~45kDa);

Protein V: WP 302-305 (~26 kDa);

Protein VI: WP 334, 338 (~23 kDa).

Die Signale der Proteine A-E, die quantitativ untergeordnet auftraten, waren
uberwiegend in der Detergenz-Phase angereichert.

A: DP 45-48 bzw. WP62 (~81 kDa);

B: DP 29 (~91kDa);

C: DP 109-114 (~59kDa);

D: DP 202-205 (~38kDa);

E: DP 249 bzw. WP 292 (~28kDa).
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Das einzige hochmolekulare, in right side out-Vesikeln markierte 75 kDa-Protein
Il hatte somit folgende Eigenschaften: geringer hydrophober Anteil (TX114:
wassrige Phase), PM-Aussenseite-orientiert, '*C-DNPA-Affinitit, saurer IEP,
(turn-over < 4h). Einige, durch SDS-PAGE autoradiographisch nachgewiesene
Proteine (graue Pfeile) wurden in der 2D-SDS-PAGE nicht nachgewiesen: Das
53 kDa-Protein mit dem starksten autoradiographischen Signal der Wassrigen
Phase des TX114-Systems wurde in der 2D-SDS-PAGE nicht aufgefunden, ein
entsprechendes Signal fehlte.
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3.5 Nitrat-Reduktase der PM in der 2D-SDS-PAGE

Die Nitrat-Reduktase der PM (PM-NR) wurde als NOgs-induzierbares Protein
durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die als NR identifizierten Proteine
wurden in Abhangigkeit von der Trennleistung der 2D-SDS-PAGE
immunologisch untersucht.

10< pH >3
kDa
94 - A
67 - b
- Abb. 23: Plasmamembran-Proteine unter niedrig
43 - - auflésenden Elektrophoresebedingungen der 2D-
SDS-PAGE. Silberfarbung im Gel (A) und
immunologischer NR-Nachweis (B).
30 - -
- B: Western-Blot der NR der gleichen Probe. Der
- Ausschnitt des Blots B entspricht dem grau
20,1 - - umrandeten Feld des silbergefdrbten 2D-Geles.
14,4 - _age—
NR ) B

Unter nicht-optimierten Elektrophorese-Bedingungen fokussierten die Proteine
der PM stark gestaucht und unter Aufldsung nur weniger Proteine (A; vergl.
Kap. 3.2.1). Der Westernblot der NR (B) der Plasmamembran zeigte unter
diesen Bedingungen drei Proteine von 67,3; 64,4 und 58,9 kDa. Im basischen
Bereich des IEF traten mehrere Proteine mit gleichem Molekulargewicht von
71,0 kDa quantitativ untergeordnet auf (DP-Proteine # 71; 72; 73).

Unter optimierten, hochauflésenden Elektrophorese-Bedingungen sollte die 2D-
SDS-PAGE eine differenzierte Einordnung der immunologisch NR-markierten
Proteine in die 2D-Proteinkarte ermoglichen. Dazu wurden zunachst
Referenzproteine zur Wiederfindung festgelegt (Abb. 24) und die NR unter
hochauflosenden SDS-PAGE-Bedingungen aufgetrennt (Abb. 25).
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Abb. 25: 2D-SDS-PAGE: Lokalisation der
immunologisch nachgewiesenen Proteine
der NR innerhalb der TX114-Phasen und
Autoradiographien der NOs-induzierten, 3%g-
markierten Proteine. Die mittlere Graphik
(NR) zeigt die immunologisch detektierten
NR-Proteine. Oberhalb davon Silberfarbung
und Autoradiographien der DP-Proteine;
unterhalb des NR-Blots WP-Proteine nach
Silberfarbung und Autoradiographie.
Dargestellt ist jeweils der Ausschnitt
entsprechend der Abb. 24.

Vertikaler Pfeil markiert sowohl durch NR-
AK, als auch durch Silberfarbung im Gel
sowie Autoradiographie nachgewiesenes
Protein DP # 101 (=WP # 104). Schraffierte
Dreiecke zeigen auf Referenzproteine,
horizontaler Pfeil zeigt WP-Referenzprotein;
die ausgewébhlte Proteine waren jeweils in
diesen Phasen angereichert. Dreiecke und
Pfeile wie in Abb. 24.

Die drei bei gering trennender 2D-SDS-
PAGE aufgeldsten NR-Proteine wurden
in jeweils mehrere Proteine gleichen
Molekulargewichts mit eng beieinander
liegendem |EP aufgetrennt. Durch
immunologischen Nachweis NR-
antigener Proteine wurden bis auf DP #
101 verstarkt  in der TX114-
Detergenzphase angereicherte Proteine
detektiert. Dies waren die DP-Proteine
#75; 76; 77; 78 von 67,3 kDa
Molekulargewicht; die 64,4 kDa-Proteine
# 100; 101; 102 sowie das 58,9 kDa-
Protein # 110. Das quantitativ
untergeordnete, basisch fokussierte 71,0
kDa-Protein wurde als DP # 64; 65; 66
bestimmt (nicht gezeigt).

Das 64,4 kDa DP-Protein # 101 war das einzige NR-Polypeptid, das eine *°S-
Markierung trug und somit durch NOj3™ induzierbar war. Es ist dem WP-Protein #
104 homolog in Molekulargewicht; IEP und NOj3-Induzierbarkeit. Die als NR
detektierten Proteine von 67,3 kDa zeigten keine **S-Markierung. Das Protein
DP # 101 / WP # 104 war in beide Triton-Phasen verteilt, mit einer geringflgig

starkeren Anreicherung

in der WP. Durch Abgleich von Western-Blot,

silbergefarbten Proteinen im Gel und **S-markierten Proteinen konnte DP #
101/WP # 104 eingegrenzt werden: Es war das einzige NOs-induzierte Protein
innerhalb der Gruppe der immunologisch als Nitrat-Reduktase identifizierten

Proteine.
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3.6 Herstellen von Antikorpern gegen Nitrat-Transporter-Proteine

Ziel war die Gewinnung eines polyklonalen Antikdrpers zum immunologischen
Nachweis eines Nitrat-Transporters in Chlorella saccharophila.

3.6.1 Zur Peptidsynthese ausgewahlte Aminosaure-Sequenzen

Durch Alignment bekannter Nitrat-Transporter anderer Spezies wurden
Bereiche der hochsten Homologie der Aminosauresequenzen als geeignete
Antigene zur Immunisierung herausgesucht. Taxonomisch entfernte Gattungen
(Staphylococcus; Pseudomonas) wurden, da keine Informationen zum
Transporterprotein in Chlorella vorlagen, miteinbezogen. Ebenfalls Proteine, die
anstelle von Nitrat Nitrit transportieren, um hochkonservierte Bereiche innerhalb

der Nitrat- Nitrit-Porter- (NNP-) Familie (Poa et al., 1998) zu erfassen.

200 210 370 380 440 450 4610 47

St.aph GLAHNGI-YGHGGLGTAYSSFLAP=| [LRPLGGIIGDKIDA---{ JIGHGLYFKLYPOYFOKEAGYANGIYSHHGGLG
nitrit GYYHGI-YGAGHIGTAYTTFAAP-| |LRPAGGFLADKHSP ===4 JIGHGTYFKLYPFYFS5KOAGTAHNGTYSANGGL G

GH GYYHGI-YGAGHIGTAYTTFAAP-| |LRPAGGFLADKHSP===4 jIGHGTYFKLYPFYFSKOAGIAHNGIYSAHGGLG!

Pzeudon GTANGI=-FGAGHAGAAT THLYAP=| |TRALGGHFSOHYGARSYY JFGKASYYRITHOYYPSHHGTYGGHYGYTGGLG!
Aquif GLYLGL-AAAGHIGAYLDGILFPP| JIRPLGGHIADKISGATAY JLGHGAYFOLYPHRHPYOTGLHTGIIGAAGGIG!
crc32 GTALGLHAGLGHLGYSYHOFAYP=| |SRPLGGHLADKFGGARIA [JIGHGSTFRHIPYIFRHNEHARRYRDGOADEAGA
HARK_ECOLI GGALGLHGGLGHHGYSYHULYAP-| |ARSAGGALSORLGGTRYY JLGSGSTFOHISYIFRKLTHDRYKAEGGSDERAI
NITRITE GSALGIHNGGLGHLGYSYHIOLYAP=| [ARSYGGATSDKFGGYRYY [jLGSGSTFOHIAYIFROITIYRYKHKGGSDEOA
crna GTANSLAARGLGHAGGGITYFYHPA| [ASP5=-=-RKEAFHYIFS54 |GKHAAHFGFLHIYCRPAGGFLADFLYRKTHTP

hefe GTANATSAGHGHAGGGYAFFYHPA| [EDPS---LHDYYKICLSY JGAHGSHLGLLHYYARPAGGIISDFLYORFETT
Hitrat GTANAIAAGHGHHGGGACHFIHPL| [TRATGGHISOLYAKPFGY JOACGLHFGITPFYSRRAYGYYSGLYGAGGHTGI
bchl GTYHGLAAGHGHHGGGATIOLINPL| [ARPTGGYLSDLGARYFGY JAACGAIFGYAPFYSRRSLGIISGLTGAGGHYG
BCH1,05 GTYHGLAARGHGHHGGGATOLIHPL| [ARPTGGYLSDLGARYFGY JAACGAIFGYAPFYSRRSLGIISGLTGAGGHYG

DE GTYHGLAARGHGHHGGGATOLINPL| [ARPAGGYLSOLGARYFGY |AACGAYFGYIPFYSRRSLGIISGLSGAGGHFG

HATR GLYHGLAAGHGHHGGGATOLIHPL| [ARPTGGLLSDLGARYFGY JAACGAIFGYIPFYSRRSLGIISGHTGAGGHFG

HIGH GLYHGLAAGHGHHGGGATOLIHPL| [ARPTGGLLSDLGARYFGY |AACGAIFGYIPFYSRRSLGITISGHTGAGGHFG

tabak GLYHGTAAGHGHHGGGATILIHPT| |ARPFGGFSSOFAAKRFGY JAACGATFGIIPFISRRSLGIISGHTGAGGHFG
NITRATE GLYHGTAARGHGHHGGGATOLIHPI| |ARPFGGFSSOFARKRFGY |AACGATFGIIPFISRRSLGITISGHTGAGGHFG
Transpo GLAHGTAAGHGHAGGGATILINPL| [ARPFGGYASDYAARLFGY JAACGATFGIIPFISRRSLGIISGLTGAGGHFG
PUTATIYE GLAHNGTAAGHGHHGGGATOLIHPL| [ARPFGGYASDYAARLFGY |AACGATFGIIPFISRRSLGIISGLTGAGGHFG
HRTZ2.1P.GH GLYHGTAAGHGHAGGGITOLLAPT| [ARPAGGYASDFAARKYFGY JAACGATFAIYPFYSRRALGIISGLTGAGGHFG
HIGH=-AFFINITY GLYHGTAAGHGHHGGGITOLLHPI] [ARPAGGYASDFAAKYFGY JAACGATFAIYPFYSRRALGIISGLTGAGGHFG
CHLAH SRATGGHISOLIAKPFGY |OACGHHFGITPFYSERATGYYSGLYGAGGHYG
Hitratex LGHGITFKLYPLYFSHOAGIYHGIYSAHGGLG
Consensus | |8 & geng P rpgg D g F p r G gwag g

Abb. 26: Aminosédure-Alignment von bekannten NOs- (NO,-) Transporter-Proteinen
(der NNP-Familie) aus héheren und niederen Pflanzen, Pilzen und Bakterien. In Detail-
Ausschnitten die Bereiche I-ll der héchsten Homologien mit Consensus-Aminoséuren
(blau bzw. rot); die zur Immunisierung zusammengestellten Peptide I-1ll enthielten die
Consensus-AS dieser drei Bereiche. Proteine siehe Text.

Aus den Bereichen I-lll der hochsten Homologie wurden, den gezeigten
Bereichen zugeordnet, Peptide von 15, 10 und 15 Aminosauren Lange fur die
Immunisierung ausgewahlt. Bei der Auswahl der Aminosauren wurden
Haufigkeit der jeweiligen Aminosaure und Diversitat des zu synthetisierenden
Peptids hinsichtlich unterschiedlicher taxonomischer Herkunft der Sequenz
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berticksichtigt (Sequenzen aus Arabidopsis, Glycine, Nicotiana, Oryza,
Hordeum Triticum, Chlamydomonas, Escherichia, Staphylococcus,
Pseudomonas, Aspergillus, Aquifex, Candida, etc.). Dazu wurden Alignments
der AS-Sequenzen aller bekannten Transporter erstellt und die Haufigkeiten der
einzelnen, die Consensus-AS umgebenden AS verglichen und nicht-
consensus-AS nach Haufigkeit (Peptid | und [ll) bzw. niedriger
Organisationshéhe (Chlamydomonas; Peptid Il) ausgewahlt (nicht gezeigt). Aus
der Sequenz von Transportern hoherer Pflanzen wurden mdgliche
Transmembran-Helices und die wahrscheinliche raumliche Orientierung des
Proteins in der Plasmamembran errechnet: Peptid | und Il lagen in einwarts
gerichteten Schleifen des Proteins mit relativ geringerer Hydrophobizitat und
theoretischer Lage im Cytosol; Peptid Ill im Bereich hoher Hydrophobizitat und
war Uberlappend transmembranar/Aussenseite-orientiert (Plot nicht gezeigt).
Die Peptide enthielten einen hohen Anteil lipophiler AS; dies war unvermeidlich,
da diese Bestandteile der Consensus-Sequenzen waren. Die C-Termini der
Transportproteine wiesen keine verwertbaren Consensus-Bereiche auf (siehe
Abb. 26 obere Graphik, rechter Teil: C-Termini). Die aus den Consensus-
Bereichen zusammengestellten Peptide waren:

Peptid I: WGNMGGGATQLIMPL (AS 184-208)

Peptid Il: RPTGGMISDL (AS 332-341)

Peptid lll: RAYGIISGLVGAGGN (AS 406-420)

(in Klammern angegeben: Position der Peptide innerhalb der Aminosaure-
Sequenz des Nitrat-Transporters in Glycine). Die drei synthetischen Peptide
wurden nach Cystein-Kopplung als Gemisch zu gleichen Teilen zwei Kaninchen
# 58 und # 29 injiziert. Kaninchen # 29 starb vor dem Zeitpunkt des 2"
Bleeding. Ein acht Wochen nach Erstimmunisierung von # 29 und 58
immunisiertes, drittes Kaninchen # 119 (als Ersatz fir # 29) starb ebenfalls vor
dem 2" Bleeding. Drei Pra-Immunseren sowie drei Seren # 29; # 58; # 119
wurden gewonnen; von # 58 auch 2" Bleeding.

3.6.2 Peptidspezifitat: Dot-Blot der Seren und PM-Proteine im Western
Blot

Die Seren # 58 und # 29 wurden durch Dot-Blot einer Verdunnungsreihe der
Peptide I-lll auf ihre Peptidspezifitat getestet. Gleichzeitig wurden die fur
Western Blots geeigneten Serum-Konzentrationen ermittelt. Die Pra-
Immunseren von # 29 und # 58 bildeten die Negativ-Kontrolle; sie wurden in
den Konzentrationen 1:500 und 1:2500 eingesetzt. Der sekundare, AP-
konjugierte Antikorper wurde in einer Konzentration von 1:3000 in TBS
eingesetzt.

Die Peptide | und Ill waren schwer 16slich: Nach 1 min Ultraschallbehandlung
und Kochen in 1:500 verdinntem SDS-Beladungspuffer fur 3 min sedimentierte
bei Abkihlung wieder ein Peptidniederschlag. Die Verdlnnungsreihen der
Peptide wurden daher mit den noch hei3en Peptidlosungen angesetzt. Durch
die schnelle Ausfallung der Peptide | und Il war die auf dem Dot Blot
aufgebrachten Peptidmenge moglicherweise geringer als angegeben.
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Peptid | [l [
1,1 .,01,001 1 ,1 ,00,0001 ,1 ,01 ,001ug/Do
E
1:500
L
1:2500
Serum
# 58
1:5000 Abb. 27: Peptid-Spezifitét
der Seren # 29 und # 58.
. Auf  den Dot  Blot
1:10000 aufgebracht wurden
Verdiinnungsreihen  der
e Peptide I-1ll, angegeben ist
1:500 die Peptidmenge je Dot.
* Die Blots wurden geméal
den links angegebenen
1:2500 Serum- Verdiinnungen
Serum inkubiert. Die Kontrollen
# 29 (Pré-Immunseren) wurden
1:5000 in den beiden hbéchsten
Konzentrationen (1:500
bzw. 1:2500) eingesetzt.
1:10000
1:500
# 58
1:2500
Pra-1S
1:500
# 29
1:2500

Serum # 29 und Serum # 58 zeigten eine konzentrationsabhangige
Immunreaktion auf das Antigen Peptid I. 1 ug Peptid | wurde noch von Serum in
einer Verdunnung von 1:5000 (# 29) bzw. 1:10000 (# 58) detektiert. Die
Farbintensitat der Dots entsprach der Konzentrationsabnahme des Peptids. Die
Peptide Il und Il wurden von beiden Seren nur in der hdochsten
Serumkonzentration detektiert; dabei trat keine Korrelation zwischen
Konzentration und Anfarbung auf. Bei den Pra-Immunseren trat keine Antigen-
Antikdrper-Reaktion in den beiden hochsten eingesetzten Verdinnungen auf.

Zur Uberpriifung der Seren wurden Western Blots von SDS-PAGE-
aufgetrennten PM-Proteinen angefertigt.
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#58 #29

kDa
94 - A

67 - Abb. 28: Western-Blot der Immunodetektion von
Plasmamembran-Proteinen durch die Seren # 29 und # 58

43 A . (1:2500). Aufgetragen: 100 ug/Spur.
30

20,1 ;

14,4 |

Die Seren # 29 und # 58 detektierten PM-Proteine der Molekulargewichte: 17;
34; 37; 44 und 91 kDa (hervorgehoben: von # 29 markierte Proteine). Ein 91
kDa-Protein erschien bei # 58 als von der Farbung seiner Rander flankiertes
Negativ. Die gezeigten Proteine mit Ausnahme des 17 kDa-Proteins wurden
auch durch das jeweilige Pra-Immunserum markiert. Das spater nachgelieferte
Serum 119 wies ebenfalls keine Unterschiede zwischen Pra-Immun- und
Immunserum auf (Daten nicht gezeigt), die Kaninchen # 119 und # 58 zeigten
somit keine Antigenbildung gegen die injizierten Peptide.

Ein 64 kDa-Protein wurde in PM mit starker Verunreinigung (grine PM) durch
Chloroplasten-Hullmembranen (Thylakoidmembranen) immunologisch nach-
gewiesen. Dieses Protein zeigte eine Konzentrationszunahme nach NOj;™-
Induktion. Die Verunreinigung durch Membranen des Chloroplasten trat infolge
des Zellaufbruchs der NO3™ -induzierten Algen durch eine Zellmlhle auf. Das
Protein fehlte in Chloroplastenmembran-freier PM (Daten nicht gezeigt).

Nach 2D-SDS-PAGE wurden zusatzlich die ebenfalls vom NR-AK detektierten
Proteine der Molekulargewichte 67,3 kDa; 64,4 kDa und 58,9 kDa detektiert;
daneben ein 80 und 83 kDa-Protein der wassrigen TX114-Phase im sauren pH-
Bereich (nicht gezeigt).
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3.6.3 Nitrat-Transporter-Antikorper (Antigen aus Hordeum vulgare)

Ein Antiserum gegen den Nitrat-Transporter in Hordeum vulgare wurde gegen
Plasmamembran-Proteine aus Chlorella geprobt.

NR-AK NTr-AK Abb. 29: Western Blots von PM-
1 2 17 2 Proteinen der TX114-Phasen
kDa nach SDS-PAGE: Zunéchst
o4 - geprobt gegen den Nitrat-
Transporter (B; NTr-AK) und,
67 -p d > ; nach Entfernen des Antikérpers,
Y by gegen Nitrat-Reduktase (A; NR-
AK)
43 - w4 Spur 1: Detergenz-Phase des
ﬁ_ TX114-Systems. Spur 2:
Wéssrige Phase.
30 - Pfeile auf der linken Seite der
Western Blots markieren von
beiden Antikbrpern detektierte

20,1 - Proteine. Pfeile rechts (Spur 2’)
bezeichnen die quantitativ am

14,4 - A B stadrksten markierten Proteine.
Aufgetragen: 100 ug PM-
Protein.

Der Antikorper gegen Nitrat-Reduktase markierte Proteine von 67; 64 und 59
kDa Molekulargewicht in der Detergenzphase. Der Antikdrper gegen den Nitrat-
Transporter aus Hordeum vulgare markierte ebenfalls ein 67; 64; 59 und 55
kDa Protein der Detergenz-Phase. In der wassrigen Phase wurde ein 64 kDa-
Protein markiert, sowie zwei Proteinbanden der Molekulargewichte 43 und 41
kDa; diese zeigten die hochste Affinitat zum Antikorper (intensivste Schwarzung
des Films). In beiden TX114-Phasen wurde ein 22 kDa-Protein markiert.

Eine 2D-Auftrennung der PM-Proteine zur Einordnung der durch SDS-PAGE
und Western Blot nachgewiesenen Proteine gemal 2D-Karte wurde
durchgefiihrt. Aufgetrennt wurde PM aus NH;'-vorkultivierten Algen. Diese
wurden nach 24 h N-Mangel und NOj™-Induktion zu den Zeitpunkten 2 und 4h
nach Induktion durch Aufbruch in der Zellmuhle geerntet und von der
praparierten PM 2D-Western Blots angefertigt.

10< pH >3

kDa

94 . Abb. 30: 2D-SDS-PAGE: Western

67 . A Blot von  Nitrat-Transporter-AK
™ A A Uetektierten Proteinen nach NO;-

43 . - Induktion (2h). Oberer Pfeil markiert

91 kDa-Protein, untere Pfeile zwei
64 kDa-Proteine mit IEP im sauren

30 - pH-Bereich des Gradienten. Graues
Feld: Ausschnittsbereich der

20,1- folgenden Abbildung 31.

14,4
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Zwischen den Western Blots der durch SDS-PAGE- und 2D-SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine traten erhebliche Unterschiede auf: Distinkte Banden
des Western Blots nach SDS-PAGE erschienen im 2D-SDS-PAGE-Western
Blot als diffuse Bereiche. Proteine der SDS-Page fehlten als Protein-Spot im
2D-Blot (22; 24; 35; 41 kDa). Der Nitrat-Transporter-AK (Hordeum vulgare)
detektierte nach 2D-SDS-PAGE ein 91 kDa-Protein im sauren pH-Bereich
sowie zwei 64 kDa-Proteine mit einem apparenten IEP von annahernd pH 3.
Das 91 kDa-Protein DP # 29 wurde auch durch C-DNPA markiert. Im
Ausschnittsbereich umfasste Proteine zeigten zum Teil NOj-induzierte
Beeinflussung:

<- |EF ->

kDa
Abb. 31: Western Blots von 2D-SDS-

PAGE aufgetrennten PM-Proteinen,
geprobt mit einem AK gegen den Nitrat-
Transporter in Hordeum vulgare.
Ausschnitts-VergroBerungen der Western
Blots zu den Zeitpunkten 0 h (Kontrolle)
43 - ) und 2 und 4 h nach NOjs-Induktion N-

verarmter Algen. Pfeile markieren NOj-
Oh induzierte Proteine, rébmische Ziffern siehe
Text.

67 = TR

67 - o g Mit dem Nitrat-Transporter-AK wurden
im 2D-SDS-PAGE-Western Blot NO3™-
- induzierbare Proteine nachgewiesen
- (Pfeile 1-VI). Die Proteine Il, lll und IV
zeigten nach vorubergehender
43 - 2h Induktion ein wieder abnehmendes
Signal nach 4 h. Die Signalstarke der
Proteine I; V und VI war nach 4 h
maximal. Die Proteine [-VI waren
67 - r— samtlich in der wassrigen TritonX114-
- Phase angereichert: Die Zuordnung
— der Signale des ECL-Films zum
! AL silbergefarbten ~ Kontrollgel  (nicht
- gezeigt) ergab homologe
4h a4 Molekulargewichte und IEPe von
Protein | = WP 134; Il = WP 138; Ill =
WP 157; IV = WP150.; V = WP 187; VI = WP 188. Ubereinstimmungen einer
NOs-Induzierbarkeit lagen bei den Proteinen WP 138; 150; 187 vor; diese
waren ebenfalls nach NOs-Induktion in Gegenwart von °S-Methionin °S-
markiert (siehe Abb. 10).
Der Antikorper detektierte auch die vom NR-AK nachgewiesenen 67,3 und 64,4
kDa-Proteine (wolkig mit negativ kontrastierten Proteinspots, verschmiert im
basischen pH-Bereich). Daneben weitere Proteine in diffusen Anfarbungen von
nicht eindeutiger Lokalisation.

43 -

Durch das Serum # 29 und den (Hordeum vulgare-) Nitrat-Transporter-
Antikorper wurden verschiedene Proteine immunologisch nachgewiesen. Diese
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zeigten zum Teil NOgs™-Induzierbarkeit. Homolog zu NR-AK-detektierten
Proteinen wurden **S-markierte Proteine der wassrigen TX114-Phase ebenfalls
vom Nitrat-Transporter-AK detektiert. Sowohl durch den Nitrat-Transporter-
Antikorper (Hordeum vulgare), als auch durch Serum # 29 nachgewiesen und
zusatzlich C-DNPA-markiert war Protein DP 29 von 91 kDa Molekulargewicht;
dieses Protein war nicht **S-markiert.

3.7 Proteinisolierung aus 2D-SDS-PAGE-Gelen

Ziel war die Isolierung von Proteinen der Plasmamembran nach Auftrennung
durch 2D-SDS-PAGE und Elektro-Blotting auf PVDF-Membran in einer zur
Ansequenzierung ausreichenden Menge und Reinheit. Die N-terminale
Sequenzierung der Proteine erfolgte bei der GBF in Braunschweig; die dort zur
Sequenzierung erforderliche Mindestmenge wurde mit 1-5 pmol Protein
angegeben. Zur Abschatzung der jeweiligen Proteinmenge der auf der PVDF-
Membran vorliegenden Proteinspots wurde zunachst die Relation zwischen
Proteinmenge und Anfarbbarkeit durch verschiedene Farbemethoden bestimmit.

3.7.1 Quantitatsabschatzung der durch 2D-SDS-PAGE getrennten
Proteinspots

Zur Abschatzung der Proteinmenge der im 2D-Gel getrennten Proteinspots
wurden die Nachweis-Empfindlichkeiten von Coomassie Brillant Blue und
Silberfarbung miteinander verglichen.

9400 4700 940 470 A 47 9,4 ng
Coomassie (W } 94 kDa

Silber * e e 94 kDa

Abb. 32: Vergleich der Sensitivitdt von Coomassie Brillant Blue und Silberfarbung nach
Blum et al. (1989) durch Proteinanfdrbung eines 94 kDa-Proteins nach SDS-PAGE im
Gel.

Aufgetragen wurden Proteinmengen &quivalent 100; 50; 10; 5; 1; 0,5; 0,1 pmol (94 kDa
Protein aus Molekulargewichts-Standard LMW, Pharmacia). *stark (iberfarbte
Proteinbanden, vom Gel abgetrennt und nicht abgebildet.

Durch Coomassie Brillant Blue wurden 940 ng oder 10 pmol deutlich, 470 ng
oder 5 pmol je Proteinbande des 94 kDa-Proteins noch erkennbar angefarbt.
Die Sensitivitat der Silberfarbung war ca. 50x hoher; mit dieser Farbemethode
wurden 0,1 pmol oder 9,4 ng Protein detektiert. Die Anfarbung der, einer SDS-
PAGE-Proteinbande vergleichbaren Flache eines Proteinspots < 94 kDa im 2D-
SDS-PAGE durch Coomassie entsprach somit einer Menge von ca. 5pmol
Protein.
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3.7.2 ,large scale” 2D-SDS-PAGE: Praparatives IEF

Zur quantitativen Anreicherung der nach der NOs-induzierten und/oder 'C-
DNPA-markierten Proteine wurde ein praparatives |IEF in 3,2 mm Gelstaben
durchgefuhrt. Eingesetzt wurden 450 ug Plasmamembran-Protein, das nach
TX114-Verteilung, Fallung und Resuspendierung der Proteine der jeweiligen
Phasen aufgetrennt wurde. Die zur Ansequenzierung ausgewahlten Proteine
wurden zunachst im SDS-Gel durch Coomassie angefarbt, ausgestanzt und
gesammelt. Eine Elektoelution der Gelstlickchen zur Vereinigung des Proteins
auf einen gemeinsamen PVDF-Blot zeigte eine sehr geringe Ausbeute; diese
reichte zur Ansequenzierung nicht aus (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die
Gele vollstandig auf PVDF-Membran geblottet und die Proteine auf dem Blot
mit Coomassie Brillant Blue angefarbt.

10< pH >3
kDa
94 - =
= 4

67 - =3

43 - Abb. 33: 2D-SDS-PAGE
der TX114-Detergenz-
Phase von 450 ug PM-

Protein im 3,2 mm-
Gelstab. Proteine
30 - geblottet auf PVDF-
Membran und mit
Coomassie Brillant Blue
angeférbt. Durch Pfeile
markiert: Zur

. -|I||||||| [y

20,1 - Ansequenzierung
ausgewaéhilte Proteine
144 (Proteine siehe Text).

Durch Coomassie G250 wurden gegenuber der Silberfarbung nur sehr wenige
Proteine angefarbt, die in einer Konzentration von = 5pmol je Spot vorlagen. Die
Proteine fokussierten im 3,2mm-Gelstab nicht mehr punktférmig, sondern unter
Schlierenbildung. Im silbergefarbten Kontrollgel traten starke Uberfarbungen
von Proteinen eng benachbarter IEPe auf. Eine intensive Silberfarbung der
Proteine korrelierte nicht mit entsprechender Anfarbung durch Coomassie
Brillant Blue: Einzelne, intensiv silbergefarbte Proteine wurden durch
Coomassie Brillant Blue nicht angefarbt; die Verteilung und Intensitat der
Farbungen korrelierten nicht (nicht gezeigt). Zur Ansequenzierung wurden die
mit Pfeilen gekennzeichneten Proteine ausgeschnitten:

Nr. 1.) durch NO3 quantitativ stirker **S-markiertes TX114-DP-Protein # 263
(23,2 kDa)
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Nr. 3: "C-DNPA markiertes Protein C (58,9 kDa; homolog zu TX114-DP #
110/112 bzw. WP # 118; 119).

Nr. 4.) durch NOs; quantitativ starker °S-markiertes TX114-DP-Protein #
101/WP 104

Nr. 5.) NR-Ak-detektierte, nicht NOs-induzierte TX114-DP-Proteine DP # 75, 76
(67,3 kDa)

Nr. 7.) "C-DNPA-markiertes 91 kDa-Protein (homolog zu TX114-DP-Protein
DP # 29)

Nicht isoliert werden konnten die de novo NOjs-induzierten, in niedriger
Konzentration vorliegenden Proteine DP # 56; 57; 58; 172; 173 (87) der TX114-
Detergenz-Phase. Diese konnten nicht in einer Menge von = 5pmol je Spot
angereichert werden. Es wurde daher eine 2D-SDS-PAGE der TX114-Phasen
von insgesamt 1500 ug PM-Protein in 6 mm-Gelstaben durchgefuhrt.

10< pH >3
Kba 7 Abb.34: 2D-SDS-
94 - = PAGE der TX114-
6 = Detergenz-Phase
= g von 1500 ug PM-
67 - =3 3 Protein, geblottet auf
_— ; 5 = PVDF-Membran und
- mit Coomassie
43 - angeférbt. Pfeile: zur
— Ansequenzierung
ausgewaéhite
8 Proteine (Proteine
= nummeriert wie in
Abb. 33).
30 -
s, |
-
20,1 -
14,4 -

Ein in 6mm-Gelstaben durchgefuhrtes IEF der TX114-Phasen aus 1500 pg PM-
Protein trennte die 30fache Proteinmenge der 1,5 mm-Gelstdbe auf. Im
Vergleich zu den 3,2 mm-Gelen wurde eine grofRere Zahl von Proteinen durch
Coomassie angefarbt: Mit Protein Nr. 2 wurde das "“C-DNPA-markierte Protein
IV von 45 kDa praparativ dargestellt; mit Nr. 8 das quantitativ NOs-induzierte
Protein DP # 227/WP # 260 von 32,8 kDa. Die Proteine fokussierten
schlierenformig; der pH-Gradient war -wie bereits bei den 3,2 mm-Gelen- im
basischen Bereich gestreckt. Die qualitativ NOs-induzierten DP-Proteine # 56;
57; 58 konnten nicht angefarbt werden: Alle **S-markierten Proteine, die nur
durch Autoradiographie nachgewiesen wurden, waren auch im praparativen IEF
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nicht in einer zur Ansequenzierung ausreichenden Menge anzureichern. Das
Protein Nr. 6 entsprach nicht den NOs-induzierten DP-Protein # 57 (76,6 kDa),
sondern dem DP-Protein # 66 mit 73,4 kDa. Es wurde zur Ansequenzierung
ausgewahlt, da es dem Nitrat-Transporter im sauren |[EP und ahnlichem
Molekulargewicht annahernd entsprach. Aus den Blots der wassrigen Phase
wurde das Protein WP # 104 mit 64,4 kDa isoliert (= Nr. 4; DP # 101). Die "C-
DNPA-markierten Proteine Il und Ill konnten nicht isoliert werden, da ihre
Menge nicht zur Coomassie-Farbung ausreichte. Die Blots der WP-Proteine
zeigten eine groRRere Proteinzahl gegenuber der DP bei hdherer Trennscharfe
(punktformiger Trennung), gleichzeitig eine noch starkere Streckung des
basischen pH-Bereiches (Daten nicht gezeigt). Eine Anreicherung mit = 5 pmol
Protein je Spot gelang fur die Uberwiegende Zahl der NOs™-induzierten Proteine
nicht; insgesamt wurden 8 Proteine zur Ansequenzierung isoliert.

3.8 Ansequenzierung von PM-Proteinen

Durch Edman-Abbau koénnen N-terminale Sequenzabschnitte von bis zu
mehreren Dutzend Aminosauren Lange durch schrittweisen Abbau des Proteins
und Aminosaure-Analyse bestimmt werden.

3.8.1 Zur Ansequenzierung ausgewadhlte Proteine

Aus den PVDF-Blots der ,large scale“ 2D-Gele wurden Proteine nach den
Kriterien der NOgs-Induzierbarkeit, 14C—DNPA-Markierung, NR-AK-Nachweis
ausgestanzt. Ausgewahlt waren die in den Kapiteln 3.3 und 3.4 gemaf} den 2D-
SDS-PAGE-Verteilungskarten der TX114-Phasen bzw. der '“C-DNPA-
Markierung bezeichneten Proteine. In der Gesellschaft fur Biotechnologische
Forschung  Braunschweig, Abteilung  Strukturforschung wurde die
Ansequenzierung durch Edman-Abbau durchgeflihrt. Der Abbau wurde bis zu
einer maximalen Lange von 30 Aminosauren durchgefuhrt. Ansequenziert
wurden acht Proteine:

- Nr. 1) durch NOs™ quantitativ starker *>S-markiertes TX114-DP-Protein # 263
(23,2 kDa)

- Nr. 2) "C-DNPA-markiertes 45 kDa-Protein IV (TX114-WP # 184-187)

- Nr. 3) "C-DNPA markiertes Protein C (58,9 kDa; homolog zu TX114-DP #
110/112 bzw. WP # 118; 119).

-Nr. 4) durch NOs quantitativ starker *°S-markiertes TX114-DP-Protein #
101/WP 104

- Nr. 5) NR-Ak-detektierte TX114-DP-Proteine DP # 75, 76 (67,3 kDa)

- Nr. 6) Basisches 73,4 kDa-Protein (DP # 66)

- Nr. 7) "C-DNPA-markiertes 91 kDa-Protein homolog zu TX114-DP-Protein
DP # 29

- Nr. 8) durch NO3™ quantitativ starker **S-markiertes TX114-WP-Protein (WP #
260/ DP # 227) (32,8 kDa)
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3.8.2 Protein-Sequenzen: Ein Porin in Chlorella

Dargestellt sind Alignments der ermittelten Sequenzen mit dem jeweils
hdochsten Homologien, Scores und sowie kleinsten Expect-values. Die
Alignments wurden durch Abgleich mit der Datenbank Swiss-Prot ermittelt.

Protein Nr. 8
Nr. 8.) durch NO3 quantitativ starker **S-markiertes TX114-WP-Protein (WP #
260/ DP # 227) (32,8 kDa)

Die Sequenz wurde bis zur 30. Aminosaure des Proteins bestimmt:
1 QGQGAVEGQL FYKKQYNDSV KHIEDGFNPG 30

Je Aminosaure eluierten zwischen 9,9 und 2,0 pmol. An den Positionen 16 (=Y)
bzw. 23 (=I) eluierten parallel Aminosaure F bzw.T in geringerer Konzentration.

gi|347155|gb|AAC36900.1| (L21198) protein F [Pseudomonas fluorescens] Length
= 317 Score = 61.2 bits (147), Expect = 2e-09 Identities = 30/30 (100%),
Positives = 30/30 (100%) 33,7 kDa
Query: 1 QGQGAVEGQLFYKKQYNDSVKHIEDGFNPG 30

OGQGAVEGQLFYKKQYNDSVKHIEDGENPG
Sbjct: 22 QGQGAVEGQLFYKKQYNDSVKHIEDGENPG 51

gi|585710|sp|P37726|PORF PSEFL Outer membrane porin F precursor (Root
adhesin)gi|5668610|gb|AAD45981.1| (AF115334) OprF [Pseudomonas fluorescens]
Length = 326 Score = 60.8 bits (146), Expect = 3e-09 Identities = 29/30

(96%), Positives = 30/30 (99%)

Query: 1 QGQGAVEGQLFYKKQYNDSVKHIEDGENPG 30
OGQGAVEG+LFYKKQYNDSVKHIEDGENPG

Sbjct: 25 QGQGAVEGELFYKKQYNDSVKHIEDGENPG 54

Das Alignment ergab eine 100 % Homologie der gesamten Sequenz zu einem
Porin F aus Pseudomonas fluorescens. Die Gewichte der vollstandigen
Proteine stimmten + 1 kDa Uberein. Das Protein aus Chlorella wirkte nicht als
Antigen zu einem Aquaporin-Antikérper gegen ein Aquaporin aus Nicotiana
tabacum (Antikorper freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. R.
Kaldenhoff, Wurzburg): Ein immunologischer Porin-Nachweis gelang mit dem
Antikorper nicht.

Proteine Nr. 1-7.

Bei den Sequenzierungen der Proteine 1-7 wurden mit jedem Zyklus des
Edman-Abbaues bis zu sechs Aminosauren parallel freigesetzt. Diese eluierten
in geringerer, teilweise gleicher Konzentration. Es lagen somit mehrere Proteine
in der Probe vor. Es wurde dennoch ein Alignment mit den an der jeweiligen
Positionen in der hochsten Konzentration vorliegenden Aminosaure
durchgefuhrt. Je Aminosaure eluierten zwischen 1,0 und 0,1 pmol. Die
Leseweite umfasste maximal 18 Aminosauren. Der Expect Value ist gegentber
Nr. 8 bei allen Alignments um mehr als zehn Zehnerpotenzen grofier: die
Wahrscheinlichkeit eines zufalligen Auffindens einer ahnlichen Sequenz in einer
Datenbank wuchs entsprechend dieser GroRenordnung an.
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Protein Nr. 1: durch NO3™ quantitativ starker %3-markiertes TX114-DP-Protein #
263 (23,2 kDa)

1 AETRADVTFLAGDARA 16

Mit Ausnahme der Positionen 14 und 15 eluierten parallel weitere Aminosauren
in geringerer Konzentration; an Position 16 (=A) eluierte Aminosaure L in
gleicher Konzentration. Das Ergebnis des Alignments bei Austausch A gegen L
wurde dadurch nicht beeinfluf3t.

dbj |IBAA05538.1| (D26537) WSI76 protein induced by water stress [Oryza sativa]
Length = 328 Score = 21.9 bits (45), Expect = 1663 Identities = 10/13 (76%),
Positives = 11/13 (83%) 37,7 kDa
Query: 1 AETRADVTFLAGD 13

A+ RA VTFLAGD
Sbjct: 16 AKRRAYVTFLAGD 28

Im Alignment zeigte ein Wasserstre-induziertes Protein aus Reis die groBte
Ahnlichkeit. Es gab keine Uberstimmung der Molekulargewichte.

Protein Nr. 2: *C-DNPA-markiertes 45 kDa-Protein IV (TX114-WP # 184-187)
1 DPPGDITELQARLD 14

An allen Positionen eluierten parallel weitere Aminosauren in geringerer
Konzentration.

>ref |NP_578675.1| (NC _003413) transposase [Pyrococcus furiosus DSM 3638]
gb|AAL81070.1| (AE010208) transposase [Pyrococcus furiosus DSM 3638] Length =
314 Score = 21.9 bits (45), Expect = 1663 Identities = 7/8 (87%), Positives =
8/8 (99%) 37,3 kDa
Query: 1 DPPGDITE 8
DPPGD+TE
Sbjct: 297 DPPGDVTE 304

Im Alignment zeigte eine Transposase die grofite Ahnlichkeit. Es gab keine
Uberstimmung der Molekulargewichte.

Protein Nr. 3: "*C-DNPA markiertes Protein C (58,9 kDa; homolog zu TX114-
DP #110/112 bzw. WP # 118; 119).
1 PPGDITELQAALYWEAEG 18.

An allen Positionen eluierten parallel weitere Aminosauren in geringerer
Konzentration.

>sp|P20965| PABP XENLA Polyadenylate-binding protein (Poly(A) binding protein)

(PABP) pir||DNXLPA polyadenylate-binding protein - African clawed frog
gb|AAAG60936.1| (M27072) poly(A)-binding protein [Xenopus laevis] Length = 633
Score = 23.1 bits (48), Expect = 746 Identities = 8/18 (44%), Positives =

12/18 (66%) 70,5 kDa

Query: 1 PPGDITELQAALYWEAEG 18
PPG I +L+ + W A+G

Sbjct: 422 PPGQIAQLRPSPRWTAQG 439
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In der Wiederholung der Ansequenzierung wurde die Sequenz bis zur 16.
Aminosaure bestimmt: 1 TAPGDATTLQALASEL 16. An allen Positionen
eluierten parallel weitere Aminosauren in geringerer Konzentration.

>pir| [G72480 hypothetical protein APE2487 - Aeropyrum pernix (strain K1)
dbj |IBAA81503.1| (AP000064) l66aa long hypothetical protein [Aeropyrum
pernix]Length = 166 Score = 21.9 bits (45), Expect = 1663 Identities = 8/15

(53%), Positives = 12/15 (79%) 53,2 kDa
Query: 1 TAPGDATTLQALASE 15

TAPGD T++A+ S+
Sbjct: 11 TAPGDINTVRAIVSK 25

Die Wiederholung der Ansequenzierung zeigte ein abweichendes Ergebnis der
Sequenz. Ubereinstimmend waren die sieben fett gedruckten Aminosauren:

1 PPGDITELQAALYWEAEG 18

LI 1
1 TAPGDATTLQALASEL 16

Die Alignments der jeweiligen Sequenzen in der Datenbank zeigten zwischen
der Erstsequenzierung und der Wiederholung keine Ubereinstimmungen. Die
Alignments ergaben Ahnlichkeiten mit Proteinen mit unterschiedlichen
Molekulargewichten. Das Molekulargewicht des 166aa long hypothetical protein
[Aeropyrum pernix] wich um ca. 2 kDa ab von dem des ansequenzierten
Proteins ab; das des polyA-binding protein um 15 kDa.

Protein Nr. 4: durch NO3 quantitativ stirker **S-markiertes TX114-DP-Protein #
101/WP 104

1 RGDYGFGYEAFARMVE-VN 19

Mit Ausnahme der Positionen 7; 15; 16; 19 eluierten parallel weitere
Aminosauren in geringerer Konzentration.

gb|AAL43504.1 | (AE009198) ABC transporter, membrane spanning protein
[dipeptide] [Agrobacterium tumefaciens str. C58 (U. Washington) ] Length = 339
Score = 21.6 bits (44), Expect = 2172 Identities = 9/17 (52%), Positives =

12/17 (69%) 36,7 kDa

Query: 2 GDYGFGYEAFARMVEXV 18
GD+G Y+A A MV+ V

Sbjct: 196 GDWGAFYDAVAHMVQPV 212

gi|46210|emb|CAA34924.1| (X17073) nifA regulatory protein (AA 1-519)
[Rhizobium leguminosarum] Length = 519 Score = 21.2 bits (43), Expect = 3188
Identities = 8/19 (42%), Positives = 12/19 (63%)
Query: 1 RGDYGFGYEAFARMVEXVN 19

RG+ G G E FAR + ++
Sbjct: 204 RGESGTGKECFARAIHALS 222

Im Alignment zeigten transmembranare Transportproteine und NifA-Proteine
die grofRte Ahnlichkeit. Es gab keine Uberstimmung der Molekulargewichte.

Protein Nr. 5: NR-Ak-detektierte TX114-DP-Proteine DP # 75, 76 (67,3 kDa)
1 K-PPPAATDLEDL 13

An allen Positionen eluierten parallel weitere Aminosauren in geringerer
Konzentration.
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>ref |[NP_524822.1] (NM 080083) four wheel drive [Drosophila melanogaster]
gb|ARAK93473.1| (AY052049) LP07057p [Drosophila melanogaster] Length = 1674
Score = 21.6 bits (44), Expect = 2172 Identities = 8/11 (72%), Positives =

9/11 (81%) 182 kDa

Query: 3 PPPAATDLEDL 13
PPP ATD ED+

Sbjct: 137 PPPQATDDEDI 147

Im Alignment zeigte ein sehr hochmolekulares ,Vierrad-Antrieb®-Protein aus der
Fruchtfliege die groRte Ahnlichkeit. Es gab keine Uberstimmung der
Molekulargewichte.

Protein Nr. 6: Basisches 73,4 kDa-Protein (DP # 66)

Das Protein konnte trotz ausreichender Konzentration nicht ansequenziert
werden: blockierter N-Terminus.

Protein Nr. 7: "*C-DNPA-markiertes 91 kDa-Protein (homolog zu TX114-DP-
Protein DP # 29)

1 ALFIGLGGG 9

An allen Positionen eluierten parallel weitere Aminosauren in geringerer
Konzentration.

>ref |[NP_435359.1] (NC_003037) putative Kdul DKI isomerase [Sinorhizobium
meliloti] Score = 20.0 bits (40), Expect = 6319 Identities = 6/9 (66%),
Positives = 9/9 (99%) 32,2 kDa
Query: 1 ALFIGLGGG 9

AL++G+GGG
Sbjct: 121 ALYVGMGGG 129

Im Alignment zeigte eine putative Isomerase die grofite Ahnlichkeit. Es gab
keine Uberstimmung der Molekulargewichte.
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3.9 Molekularbiologische Untersuchungen zum Nitrat-Transporter

3.9.1 Primerauswahl und Primer-Paarungen
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Abb. 35: Lokalisation der fiir die PCR eingesetzten forward und reverse Primer; in der
Abbildung ist fiir die forward Primer die erste Base innerhalb der Transporter-Sequenz
angegeben, fiir die reverse Primer die letzte. Die theoretische Basenlénge der PCR-
Produkte errechnet sich durch Subtraktion der Basenzahl reverse-/forward-Primer der
jeweiligen Paarungen. Ein Alignment aus verschiedenen Nitrat-Transporter-Sequenzen
(3.6.1) diente als Grundlage fiir die L&ngenangabe der Basensequenz des

Transporters.

Die aus der Kombination der verschiedenen Primer zu erwartende
Produktgrofde konnte aus der Karte abgelesen werden.
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3.9.2 RT-PCR und PCR-Produkte

RNA-Extraktion und RT-PCR

1 2 3 4 5 6

Abb. 36: Total-RNA-Extraktion nach Logemann et al.
(1987)(Spuren 1-3) und mit TRIZOL (Spuren 4-6).
Extrahiert wurde nach Induktion der Algen mit NO3
(Sp. 1; 4); NH," (Sp. 2; 5); Kontrolle (Sp. 3; 6).

Die Extraktion von total-RNA erbrachte mit dem TRIZOL-System bei gleicher
Frischgewichtsmenge Algen hohere Ausbeuten intakter RNA gegenuber der
Methode nach Logemann et al (1987). Die Gesamtmenge der isolierten RNA
variierte, nach NOjs-Induktion war die Ausbeute an Total-RNA am hdchsten.
Die NOgs™-induzierten Fraktionen wurden fur die nachfolgende RT-PCR
eingesetzt.

M1 2 3 4 M 5 6 7 8
A B

|
85 3

Abb. 37: Einflul3 der eingesetzten Primer und Temperaturen bei der cDNA-Synthese
aus mRNA. A: cDNA-Synthese mit Oligo-dT-Primern bei 50 °C (Spur 1 + 2); 42 °C
(Spur 3 + 4). B: cDNA-Synthese mit gen-spezifischen Primern (PNTC/PNTG) bei 50 °C
(Spur 5 + 6); 42 °C (Spur 7 + 8).

Die cDNA-Synthese der RT-PCR mit Oligo-dT-Primern zeigte eine
Temperaturabhangigkeit der Ausbeute: Bei einer Annealingtemperatur von 50
°C gegenuber 42 °C war die Ausbeute an cDNA (als DNA-Schmier Uber einen
breiten Massenbereich) deutlich reduziert.
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Bei cDNA-Synthese mit Nitrat-Transporter-spezifischem Primerpaar enstanden
temperaturunabhangig keine distinkten RT-PCR-Produkte. Eine zur Kontrolle
mit diesem Ansatz durchgeflihrte PCR unter Austausch des 3'- bzw. 5’-Primers
gegen weitere Gen-spezifische Primer lieferte ebenfalls keine PCR-Produkte.
Eine vorherige Extraktion der mRNA aus der Total-RNA flihrte wiederholt zur
Degeneration der RNA, die cDNA-Synthese der RT-PCR wurde daher mit
Total-RNA durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). In den nachfolgenden PCR-
Experimenten wurde die bei 42 °C Annealing und mit Oligo-dT-Primern
synthetisierte cDNA eingesetzt.

PCR-Produkte mit Gen-spezifischen Primern

<PNTA-PNTG> <PNTB-PNTG> <PNTC-PNTG>

T
e .
&?
M
: 108 ITI fr

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Abb. 38: PCR-Produkte von Nitrat-Transporter-spezifischen Primerpaarungen;
eingesetzt wurde cDNA aus Oligo-dT-Primer-spezifisch amplifizierter mRNA. Die PCR
wurde in je vier Ansétzen mit zunehmender Annealing-Temperatur durchgefiihrt: Spur
1-4/5-8/9-12: 56,2; 57,8; 60,8; 62,5 °C

In allen durchgefihrten Ansatzen traten eine Reihe von Produkten
unterschiedlicher GréRen auf. Die theoretisch zu erwartende PCR-
Produktgrofde der eingesetzten Paarungen war 0,87 kB (PNTA-PNTG); 1,04 kB
(PNTB-PNTG); 0,71 kB (PNTC-PNTG). In keinem der Ansatze wurde ein
Produkt der zu erwartenden Grolie gefunden.
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Abb. 39: PCR-Produkte von Nitrat-Transporter-spezifischen Primerpaarungen. Die
PCR wurde in je vier Ansédtzen mit zunehmender Annealing-Temperatur durchgefiihrt:
Spur 1-4 / 5-8: 56,2; 57,8, 60,8; 62,5 °C. Rémische Ziffern: Zur Transfektion und
nachfolgenden Ansequenzierung isolierte Produkte.

Mit der Primerpaarung P1-PNTG wurden Produkte unterschiedlicher Groéflken
gebildet, nicht jdoch ausschliel3lich in der zu erwartenden Groflde von 0,68 kB
kB quantitativ generiert. Das mit III markierte Produkt entsprach der erwarteten
Grolde. Bei der Primer-Paarung P1-P3 war das hohe Gewicht und die Quantitat
der gebildeten Produkte auffallend, ein Produkt der bei dieser Paarung zu
erwartenden Grolde von 0,7 kB trat nicht auf.

PNTC PNTC PENRTF1 PENRTF2 PENRTF2 PENRTF3 PENRTF3
+ + + + + + +

PNTE PNTF PNTG PNTG PNTE PENRTR10 PENRTR20

VI

] gy« VII 09

1.2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 M

Abb. 40: PCR-Produkte von Nitrat-Transporter-spezifischen Primerpaarungen. Die
PCR wurde bei Annealing-Temperaturen von 56,2 °C (ungerade Ziffer) bzw. bei 58,6
°C (gerade Ziffer) durchgefiihrt. Rémische Ziffern: Zur Transfektion und nachfolgenden
Ansequenzierung isolierte Produkte.
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Die theoretisch zu erwartenden Produkte der Primerpaarungen hatten die
Grolen: 0,36 kB (Spur 1, 2); 0,71 kB (Spur 3, 4); 0,71 kB (Spur 5, 6); 0,61 kB
(Spur 7, 8); 0,25 kB (Spur 9, 10); 0,87 kB (Spur 11, 12); 1,01 kB (Spur 13, 14).
Nur in der Primer-Paarung PENRTF1-PNTG (Spur 5, 6) trat das Produkt | der
erwarteten GrofRe von 0,71 kBa auf, daneben ein schwereres Produkt V. Die mit
der Primerpaarungen PENRTF3 mit PENRTR10/20 gewonnenen Produkte
wurden trotz fehlender Ubereinstimmung mit der theoretischen GroRe
ansequenziert, da sie als Einzelprodukte der PCR auftraten.

Transfektion von kompetenten E. coli Zellen und Sequenzierung

Kon IIT IV VII I

50 e (B - | SN
4.0 e

M1 2 3 4 5

Abb. 41: Plasmid-Verdau (EcoR1) nach Transfektion der Zellen mit den PCR-
Produkten I; Ill; IV; VII (Spur 2; 3; 4, 5) Spur 1: Kontrolle (Nicht-transfiziertes Plasmid)

Die mit I-VII nummerierten PCR-Produkte wurden nach dem Ausschneiden aus
dem Plasmid mit EcoR1 durch Sequenzierungs-PCR mit T3/T7-Primern und
,Big Dye“-Terminatoren (ABI) ansequenziert.

3.9.3 Sequenzierung und Alignments

Parallel zu den Basensequenzen (5°- 3'-Richtung) der PCR-Produkte I-VII ist
die Aminosaure-Sequenz mitangegeben; angegeben wurde das Leseraster,
welches der Aminosaure-Sequenz des mitamplifizierten Primers entsprach. Die
Alignments innerhalb der in den Datenbanken (Swiss-Prot, EMBL) archivierten
Sequenzen wurden mit BLASTp auf Aminosaure-Ebene durchgefuhrt, da dies
langere Leseweiten und Uberbriickung nicht zweifelsfreier Basenidentifizierung
in der Sequenzierung erlaubte. Zu den den PCR-Produkten werden die jeweils
ersten funf Aminosaure-Sequenzen des Alignments angegeben und das Protein
mit der hochsten Homologie im Sequenz-Alignment dargestellt.
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PCR-Produkt [

ctcagggcacctgcaaggcttcgcacgacataactt

L R A P A R L R T T X L
caatggcgctcgtgggctctatggtctatagcecctcectgectgectgecatgatccagetcaga
W R S W A L W S I A L C C C M I O L R
ttgccagtatgatcccaaagtggtggacataacggctgtatgggccggncagngagecgtg
L PV X S Q s G G H N G C MG R X X s V
gatgggatcaagagcacagcgaggcaagctggagagcctaggacgggcctgegtntgetyg
b G I K s T A R Q A G E P R T G L R X L
gctcatgacctcggagacccagacgaagtagatgaactgttgctgecgg

A H D L G D P D E V D E L L L R 264 Basen
Alignment
Sequences producing significant alignments: Score

(bits) Value

gi|17154964 |gb|AAL36027.1|AF368033 1 (AF368033) RNA-depende. 29
gi|499868|gb|AAA47255.1 | (M31058) minor core protein [Mamma..28
gi|138691|sp|Pl7376|VL3_REOVL MINOR CORE PROTEIN LAMBDA 3 >..28
gi1138689|sp|P17378|VL3 REOVD MINOR CORE PROTEIN LAMBDA 3 >..28
gil18589168|ref|XP 091822.1| (XM 091822) hypothetical prote..27

>gi|17154964 |gb|AAL36027.1|AF368033 1 (AF368033)
RNA-dependent RNA polymerase [Ndelle virus]
Length = 1267 Score = 28.9 bits (63), Expect = 11
Identities = 12/30 (40%), Positives = 17/30 (56%)

Query: 10 LQOWRSWALWSIALCCCMIQLXLPVSQSGGH 39

LOW+ W +S ALCC + vV +S G+
Sbjct: 833 LOWQORWIRYSWALCCAFSRQRTMVGESVGY 862

PCR-Produkt I1

agctgcgccttggaggtggaggtgccctggcgcgcgctgcagtgcctgacgcccgacgcc
S C A L \ v P W R A L Q C L T P D A
atgcagctggcagacccaacgttgccgcccgcgccatcccctttccctccgccgccctca
M ¢ L. A D P T L P P A P S P F P P P P S
ccatcgccaccgceccgcecctcaccatcgceccaccgecteccgggtececcectteccectecgecac
p s p P P P S P S P P P P G P L P L R H
cttcgccecgtctceccaccgecgecgtcaccattgecteecgnecgecttececttecectecge
L. R R L H R R R H H C L X R L P L P L R
Ctccgtctce

L R L 249 Basen

Alignment

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E
gi|322747|pir||PQ0452 extensin-like protein - Persian tobac.64 3e-10
gi|1184100|gb|AAA87047.1](U45958) pistil extensin-like pro..61 2e-09
gil544262|sp|Q03211|EXLP_TOBAC PISTIL-SPECIFIC EXTENSIN-LIKEGO 5e-09
gil322749|pir| 1J0Q1686 extensin-like protein precursor - Per.59 le-08
gil16523547|emb|CAB62280.1] (AJ242540) hydroxyproline-rich g..57 3e-08

>gi|322747 |pir| | PQ0452

extensin-like protein - Persian tobacco (strain S2S3)
Length = 122 Score = 63.9 bits (154), Expect = 3e-10
Identities = 25/30 (83%), Positives = 25/30 (83%)

Query: 25 PTLPPAPSPFPPPPSPSPPPPSPSPPPPGP 54
P PP PSP PPPPSPSPPPPSPSPPPP P
Sbjct: 55 PPSPPPPSPSPPPPSPSPPPPSPSPPPPSP 84

E

11
15
16
16
55
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PCR-Produkt 11

agctcgcagacgtacgctttttgcagcccggte

s s o T ¥y A F C S P V
gaccccccecctectgectgggectacceccgagcatcaggaagcggcaggcaacaccgtcaag
p p P S C W A Y P E H OQ E A A G N T V K
cacactggcggcggcctcgggcttggggtctcageccaccgtccaggtcctgegecggcgce
H T GG 6 G L 6 L GV S A HR P G P A R R
gctgagtgcagtgacagcagaatccgcagctgcggcagccgacgccacagccaacaccac
A E C S D S R I R S C G S R R H S O H H
tgccgctgaaaccccecceccecceccecttgtcageccaacagggcaggcagecgaatgecgattececcea

c R - N P P P C Q P T G Q A A N A D S P
gcgctcagcagcgcgctgttgcagggcgcggcagccgcagcgaacgcagcctttggcatg
A L S S A L L Q A A A A A N A A F G M

acagctcgcctggtcaacggatcaggcctcatcccctcgtctgccccancc

T A R L V N G S G L I P S S A P X 384 Basen

Alignment
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E

gi|11430014 |ref|XP _002545.1] (XM _002545) homeo box D9 [Homo..35 0.17
gil16117372|gb|AAL14422.1|AF188480 4 (AF188480) ICP4 [Macro..35 0.17
gi|13959806|gb|AAK49003.1| (AY033403) USC3-4p [Myxococcus x..34 0.22
gi]9845307|ref|NP_064121.1| (NC_002512) pr5 [rat cytomegalo..34 0.22
gi 18559580 |ref|XP 094230.1] (XM _094230) hypothetical prote..34 0.22

>gi1|11430014 |ref|XP _002545.1]

(XM_002545) homeo box D9 [Homo sapiens]

Length = 352 Score = 34.7 bits (78), Expect = 0.17

Identities = 20/69 (28%), Positives = 29/69 (41%), Gaps = 6/69 (8%)

Q:23 QEAAGNTVKHTGGGLGLGVSAHRPGPARRAECSDSRIRSCGSRRHSQHHCRNPPPCQPTG 82
QE A TG G G+G + G+ +£CsD I C + + H QP
S:214QEKAARAATGGTGPGAGIGAATGTGGSSEPSACSDHPIPGCSLKEEEKQH--——~~ SQPQQ267

Query: 83 QAANADSPA 91

Q + ++PA
Sbjct: 268 QQLDPNNPA 276

PCR-Produkt IV

agtagc

S S
tgctcccaagcttcecctcecgetgecctgcacgaaagecttgetgecatgnencgectceccactge
c s ¢ A s s L p C T K A CC M X R L H C
tgcgcgcetecttggegeccaccctectgcagcacggtgeccageccagactcageccagecctt
c A L L G A H P L QO H G A S O T Q P A L
tccaaagatggtcctacaacagaggtcgggtgaagagagcaccgagtatggctcecgcecaccce
s K b G p T T E V G - R E H R V W L A P
gtgcctggcgggtgctgccattggcagecgccaccgtcggcagtctgeececgecgatgtaat
v p G G C C H W QQ R H R R O S A R R C N
ccaccatttgaagcacatcctgccgtaaatcacttgectgetgtcagaacttacgtatge
P P F E A H P A V N H L P A V R T Y V C
agcgccacatcgtgataggcagatcataatgatgataggcacaatcaccatgactgca

s A T s - - A D H N D D R H N H H D C 3604 Basen

Alignment

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

Score E

gi|7320895|emb|CAB82015.1| (AL161755) putative serine/threo...33 0.59
gil15610172|ref|NP 217551.1] (NC 000962) hypothetical prote...32 1.3
gi|9954412|gb|AAG09046.1|AF288463 1 (AF288463) PTH/PTHrP ty...32 1.3

gi|18076428 |emb|CAC82379.1| (AJ294544) Esau protein [Rattus...30 5.0
gil11359377|pir||T48726conserved hypothetical protein [imp...30 5.0

>gi|7320895|emb|CAB82015.1| (AL161755)
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putative serine/threonine protein kinase [Streptomyces coelicolor A3] Length = 979
Score = 32.7 bits (73), Expect = 0.59 Identities = 29/89 (32%), Positives = 39/89
(43%), Gaps = 15/89 (16%)

Q:2 GTSPAGLNEFALGATQLSSCSQASSLPCTKACCMETXRLH-—---- CCALLGAHPLQHGAS 56
GT+PAGL +L A +  ++A ++ +A R+ AL GA P GA+
S:269 GTAPAGLAPASLDAAADARAARAGAIAAYRAGARAAARIQEAQNGRAALPGARPAPDGAT 328

Query: 57 QTQPALSKDGPTTEVGXREHRVWLAPVPG 85

Q GP T G R LAP PG
Sbjct: 329 QA------ GGPGTSGG----RPGLAPGPG 347

PCR-Produkt V

gcggtcaggctcccgctggtcecctgectgcaggacatyg
AV R L P L VvV L L Q D M
acccacatcgtnnaggttgagatccacgagcgcgaccgctttacggacttcecctgectgatt
T H I X X VvV BE I H E R D R F T D F L L I
ctgctgcgggacgcgctcccggcacacccggcgctgcgcctggtcctcatgagcgccacc
L R D AL P A H P AL R L V L M S A T
ctgcacacggacctgttctctggctacttcggcggctgcccgattgtccaggttccgggc
L # T D L F S G Y F G G C P I V Q V P G
ttcacccacccggtggaagacttccacctagaggtacagceccttggcacgececctggaggce
F T H P V E D F H L E V Q P W H A P G G
ccctaaattgcttgccagtcatggtgattgtgcctatcaatcattatgatctgcctatca

p - I A C Q S - L ¢ L s I I M I C L S
ccggatgtggcgctgcatacgtaagttctgacagcaggcaagtgatttacggcaggatgt
Pp D VvAL H T -V L T A G K - F T A G C

gcttcaaatggtgggttacatcggcgggcagactgccgacggtggecgectgtcaatggecag
A S N G G L H R R A D C R R W R C Q W 0
cacccgccaggcacgggtgcnagccatactcggtgctctce

H P P G T G X S H T R C S 496 Basen
Alignment
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E

gi]15227240|ref|NP 180638.1| (NM 128633) putative RNA helic.104 3e-22
gi|1353239|gb|AAB01660.1](U10245) putative RNA helicase A .104 3e-22
gi1115221547 |ref|NP_172152.1| (NM_100544) DEIH-box RNA/DNA h.103 6e-22
gi|5881579|dbj|BAA84364.1| (D84225) DEIH-box RNA/DNA helica.103 6e-22
gil6692694|gb|AAF24828.1]AC007592 21 (AC007592) F12K11.4 [A..99 2e-20

>g115227240|ref [NP_180638.1] (NM_128633)
putative RNA helicase A [Arabidopsis thaliana]
Length = 1299 Score = 104 bits (260), Expect = 3e-22
Identities = 46/75 (61%), Positives = 61/75 (81%)
Q:10 LODMTHIXXVEIHERDRFTDFLLILLRDALPAHPALRLVLMSATLHTDLFSGYFGGCPIV 69
+ D+THI ETHERD ++DF+L ++RD LP++P LRL4+LMSATL + FSGYFGGCP+V
S:304 VSDITHIIVDEIHERDCYSDFMLAIIRDLLPSNPHLRLILMSATLDAERFSGYFGGCPVV 363

Query: 70 QVPGFTHPVEDFHLE 84

+VPGEFT+PV +LE
Sbjct: 364 RVPGFTYPVRTLYLE 378
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PCR-Produkt VI

ggtgggcgtgttgeg

G G R V A
ttgtgtttcggtctgcaacgctageccgcatgaaacagcccaacctgggagecccaaacaac
r»L ¢ ¥ G L O R - P HE T A QP G S P N N
cgtggcaaccaaggcatccaccgtcgtgcagatccgtecgcacaaagccactacaatageg
R 6 N Q9 G I H R R A D P S HK AT T I A
cgccttegecgttggcegcectcegectectgacaccececgtgcaggecgecatgectececgetgeac
R L R R W R S L L TP R A G A C L P L H
tccagaagccccaatcecctatgatgtcaaacgectgecggegtecgatttecggecacgtceccaac
S R S P N P M M S N A C G V D F G T S N
tccaccgtcggctggctgagaccggacgcgcccaccectgcectgecgcectcgaagacggcaag
s T v G w L R P D A P T L L P L E D G K
gctacgctgccttceccecgtcatcttetttcatgeccgaagacccgacggtcagctacgggegg
A T L pPp S Vv I F F H A E D P T V S Y G R
gccgcgctggceccgactatcecttgeccggectacgagggeccgectgatgegetecgectcaagage
A A L A DY L A G Y E G R L M R S L K S
ctgctcgacacatcgatgatggacgacagcaccgaggtcatgggccaagccatgecttte
r»r .. b T s ™M MDD S T E VM G Q A M P F
cgcaagctgctggcgcatttcattgge

R K L L A H F I G 522 Basen
Alignment
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E

gi[17545358 |ref|NP 518760.1|PROBABLE HEAT SHOCK PROTEIN [R.156 Te-38
gil15600066|ref|NP 253560.1|probable heat-shock protein [P. 96 le-19
gil13474677|ref|NP_106246.1|dnaK-type molecular chaperone ..88 3e-17
gi|7469195|pir| |T03517probable dnaK-type molecular chapero..55 5e-07
gi|15599005|ref|NP_252499.1] (NC_002516) heat shock protein..42 0.003

>ref |[NP 518760.1| (NC 003295)

PROBABLE HEAT SHOCK PROTEIN [Ralstonia solanacearum]
Score = 156 bits (394), Expect = 7e-38

Identities = 76/81 (93%), Positives = 76/81 (93%)

Q:72 MMSNACGVDFGTSNSTVGWLRPDAPTLLPLEDGKATLPSVIFFHAEDPTVSYGRAALADY 131
MMSNACGVDFGTSNSTVGWLR DAPTLLPLEDGK TLPSVIFFHAEDP VSYGRAAL DY
S: 1 MMSNACGVDFGTSNSTVGWLRSDAPTLLPLEDGKVTLPSVIFFHAEDPLVSYGRAALTDY 60

Query: 132 LAGYEGRLMRSLKSLLDTSMM 152

LAGYEGRLMRSLKSLL TSMM
Sbjct: 61 LAGYEGRLMRSLKSLLGTSMM 81

Alignment auf Basensequenz

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

Score E
gi|17427566|emb|AL646060.1|Ralstonia solanacearum ... 628 e=177
Score = 628 bits (317), Expect = e-177

Identities = 389/413 (94%)
Strand = Plus / Minus

:107 gatccgtcgcacaaagccactacaatagcgecgceccttecgecgttggegetegetecctgaca 166

CEErrrrrerrrerrrerrrerrr et et et trrrrr e
:86337gatccgtcgcacaaagccactacaatagcgccceccttecgeccggtggecgecccgectecctgatase27s

:167 ccccgtgcaggcgcatgcctceccgectgcactccagaagceccccaatcctatgatgtcaaac 226

:86277tcccgtgcaggcgcatgeccteccecgectgcactcgagaageccacaatcecctatgatgtcaaacss218

:227 gcctgcggcgtcgatttcggcacgtccaactccaccgtcggectggectgagaccggacgeg 286

CEotrrrrerrrrrrrerrrerrr ettt et et e e rrin
:86217gcttgcggcgtcgatttcggcacgtccaactccaccgtecggectggectgegectecggacgcaselss

n O n O n O
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:287 cccaccctgctgccgctcgaagacggcaaggctacgctgecttecgtcatettectttecat 346

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt et
:86l57cccaccctgctgecgctcgaagacggcaaggttacgectgecttecegtcatecttetttcacss098

FErrerrrerrr o rrerrrerrrer e rrerrr e rrrrr e
:86097gccgaagacccgctggtcagectacggeccgtgececgegectgaccgactatecttgecggetacss03s

:407 gagggccgcctgatgcgctcgctcaagagectgectcecgacacatcgatgatggacgacage 466
FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrr rer rrrrrrrrrrrrrr

Q
S
Q:347 gccgaagacccgacggtcagctacgggcgggccgegcectggecgactatecttgecggetac 406
S
Q
S

:86037gagggccgcctgatgcgctcecgctcaagagecctgectcecggcacgtcgatgatggacgagagcess978

Query:467 accgaggtcatgggccaagccatgcctttccgcaagetgctggegecatttcat 519

FErrrrrrerrrerrer reerrrer terrr ettt et e e
Sbjct:85977 accgaggtcatgggccaggccatgcccttecgcaagetgetggegecatttcat85925

PCR-Produkt VII

tcgtcg
S S
atcacgtacagccctcecceccecgcecttcagcagecgeccagggtetegtctagegectegtacttyg
I T vy s p P R F S S A R V 5 S S A S Y L
ccgggccaggcgtcggcgaagatcaggtcgaacgatgecggegectgggegeggatgtag
P G o A S A K I R S N DA G A W A R M -
tccagaccgtcggecctggatgaaacggacccgcecgegteccgtcagtgectecgegegecacyg
S R P S A W M K R T R A S V S A S R A T
ccctggaccatcgggtcgacatccacgctgatcaggctggeccgaagcgtccaggcecacte
Pp w T I G S T s T L I R L A E A S R P L
agcagccaagctgtggccaggcccgtgccggttcccagttccaacaggcgtccgccgggc
s S O AV A R P V P V P S S N R R P P
ttagcggcagccagcagacgcaggagcgcgccggtgtcaacctcggacggcatctcgaag
L A A A S R R R S A P V S T S D G I S K
cccatggcggcggtgcgggcctggatcagggtccaggcggcaggcgcggcggaggaattg
P M A R A W I R V Q A L
tcgccgaacatcacatcgatccttacgcggcccttatggatgagggcctctttccgaatg
s p N I T S I L T R P L W M R A S F R M
gagcccttgcgggecttgggecgcaaaacccggtggtcggeccatttceca

FE P L R A L G A K P G G R P I S 534 Basen
Alignment
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E

gi|18594161|ref|XP 092883.1| (XM 092883) hypothetical prote. 49 2e-05
gi[9845307|ref|NP_064121.1| (NC_002512) pr5 [rat cytomegalo..44 0.001
gil11360318|pir||T43481 probable mucin DKFZp434C196.1 -hum..40 0.010
gi|7512219|pir||T18535 high molecular mass nuclear antigen .39 0.018
gi|15901602|ref|NP 346206.1| (NC_003028) cell wall surface ..39 0.018

>gi1|18594161 |ref|XP 092883.1] (XM 092883)

hypothetical protein XP 092883 [Homo sapiens] Length = 1758
Score = 48.9 bits (115), Expect = 2e-05

Identities = 57/182 (31%), Positives = 80/182 (43%)

Gaps = 22/182 (12%)

Q: 1 SSITYSPPRFSSARVSSSASYLPGQASAKI-RSNDAGAWARMXSR---—--- PSAWMKRT 52
+S+T SPPR S R+S +AS +A + RS + R S P A +KR+
S:879 ASLTRSPPRASLPRMSPTASLTRTPPTASLTRSPPTASLTRSPSTASLSRTPPRASLKRS 938

0:53 RASVSASRATPWTIGSTSTLIRLAEASRPLSSQAVARPVPVPSSNRRPP--—--- GLAAA 106
+ S +R TP TST + +R Q+++R P+ S R PP L A
S:939 PPTASLTR-TPSRASLTSTPSTASSLTRMPPKQOSLSRTPPMASLTRSPPTASRTRTLPRA 997

0:107 SRRRSAPVSTSDGISKPMAAVRAWIRVQAAGAAEELSPNITSILTRPLWMRASFRMEPLR 166
SR R+ P S S P A++R R + + P+ T P RAS P R
S:998 SRTRTPP-RASLTRSPPTASLR---RTPSRASRTRTPPRASRTRTPP---RASHTRTPSR1050

Query: 167 AL 168
AL
Sbjct: 1051 AL 1052
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Alignment auf Basensequenz

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Score E
gil1783276|dbj|D84475.1|D84475 Pseudomonas aeruginosa DNA f..46 0.037

>gi|1783276|dbj|D84475.1|D84475 Pseudomonas aeruginosa DNA for NirD,
NirL, NirG, NirH, NirJ, methyltransferase, NirN, complete and partial
cds Length = 5432

Score = 46.1 bits (23), Expect = 0.037

Identities = 23/23 (100%)

Strand = Plus / Minus

Query: 25 cgcttcagcagcgccagggtcte 47
FEEETTTEEEr et
Sbjct: 1589 cgcttcagcagcgccagggtctc 1567

Zusammenfassung PCR-Produkte I-VII:

Mit den eingesetzten genspezifischen Primern gelang es nicht, in der PCR
einem bekannten Nitrat-Transporter ahnliche oder homologe Produkte zu
erhalten. Den durch PCR erhaltenen Sequenzen entsprechend wurde in
Chlorella saccharophila homologe Proteine zu folgenden Proteinen
nachgewiesen: Hitzeschock-Protein (PCR-Produkt VI; Score = 156 bits, Expect
= 7e-38); putative RNA-Helicase A (PCR-Produkt V; Score = 104 bits, Expect =
3e-22); Extensin-artiges Protein (PCR-Produkt II; Score = 63.9 bits, Expect =
3e-10); Humanes hypothetisches Protein (PCR-Produkt VII; Score = 48.9 bits,
Expect = 2e-05). Eine kurze, der DNA-Sequenz fur die Gene NirD, NirL, NirG,
NirH etc. in Pseudomonas aeruginosa ubereinstimmende Sequenz enthielt
ebenfalls PCR-Produkt VII. Den kleinsten Expect value bei héchstem Score
zeigte die Basensequenz des ansequenzierten Produktes VI: Die Sequenz
zeigte eine Ubereinstimmung der Basen mit dem entsprechenden Abschnitt aus
Ralstonia solanacearum zu 94 %.

Deutlich hohere Expect values lagen bei den PCR-Podukten I-IV vor; Humanes
homeo box domain Protein (lll; Score = 34.7 bits, Expect = 0.17); putative Ser-
/Thr-Kinase (IV; Score = 32.7 bits, Expect = 0.59); RNA-abhangige RNA-
Polymerase (I; Score = 28.9 bits, Expect = 11).
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4 DISKUSSION

4.1 Anzuchtverfahren

Die Anzucht der Algen in den 4,5 |-Penicilliumflaschen steigerte die erzeugte
PM-Menge erheblich. Zunachst auftretende Probleme z. B. lange
Autoklavierdauer (bedingte das Ausflocken von Prazipitaten in der NH4-haltigen
Nahrldsung) sowie ein Absterben der Algen nach Inokulation der Penicillium-
Flaschen mit Stammkulturen wurden Uberwunden. Die Algen zeigten nach dem
Einbringen in die Penicilium-Flaschen eine sehr lange lag-Phase. Die
Anpassungsphase von Stammkulturen (fest, Kolonien) auf Flussigkultur ist
kritisch. Deshalb wurden die Kulturen zunachst bei Raumtemperatur, geringer
BelUftung und niedriger Lichtintensitat in den Penicillium-Flaschen kultiviert.
Nach erkennbarer Zunahme der Zelldichte (einsetzende log-Phase) wurden die
Algen in Standardkulturbedingungen Uberfuhrt. Die PM-Ausbeute war, bezogen
auf das Volumen der Algensuspension, im Verhaltnis zu der Kultur in 300ml-
Kulturréhren etwas geringer. Der Verlust war durch den Einsatz groRerer 32g-
Trennsysteme (anstelle von 8g-Systemen) zum Two-Phase-Partioning des
Mikrosomalen Pellets bedingt. Bei den 32g-Systemen verblieb ein Teil der PM
in der Dextran-Phase. Dies konnte nicht durch verlangertes Ausschitteln
kompensiert werden. Der Einsatz von 8g-Systemen hatte zwar die Ausbeute
verbessert, war aber bei den groRen Mengen mikrosomalen Pellets nicht
praktikabel.

Die Kombination von Massenkultur mit dem Einsatz groRer Trennsysteme
deckte den hohen PM-Bedarf insbesondere bei praparativen IEF-Gelen. Das
Verfahren ist mehrfach adaptiert und verbessert worden, eine detailierte
Beschreibung gab Brenner (1998).

4.2 2D-SDS-PAGE mit Tragerampholyten
4.2.1 Methodenauswahl und -vergleich

Die Proteine der Plasmamembran konnten auf gelelektrophoretischem Weg
durch eine zweidimensionale SDS-Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE)
aufgetrennt werden. Dies wurde durch eine 2D-SDS-PAGE mit
Tragerampholyten in Anlehnung an Dunbar et al. (1990) erreicht.

Die zweidimensionale SDS-Gelelektrophorese ist die hochstauflésende Technik
zur Proteintrennung (Herbert, 1999). Sie beruht auf den methodischen
Grundlagen von O Farrell (1975) und Shapiro (1967). Mit der 2D-SDS-PAGE ist
eine Trennung von mehreren hundert bis Tausenden von Proteinen auf einem
einzigen Gel moglich. Eine Uberlagerung von Polypeptiden gleichen
Molekulargewichts -ein haufiges Problem bei der SDS-PAGE (Finean und
Michell, 1981)- ist durch die zweite Trenndimension annahernd auszuschliel3en.
Zur Trennung der Proteine in der ersten Dimension der 2D-SDS-PAGE, dem
isoelektrischen Fokussieren (IEF), existieren zwei verschiedene Verfahren.
Diese werden im Folgenden verglichen.

Das IEF mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG-IEF) steht dem IEF mit
Tragerampholyten (Carrier Ampholytes, CA-IEF) gegentber. Die von O Farrell
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(1975) ausgearbeiteten Bedingungen fur das IEF werden fast unverandert (CA-
IEF; Shimazaki et al., 1999) oder modifiziert (IPG-IEF; Gorg et al., 2001), bis
heute eingesetzt. Das Tragerampholyt-lEF hat gegenuber dem IEF mit
immobilisierten pH-Gradienten (IPG-IEF) zwei erhebliche Nachteile.

Erstens eine nicht zu gewahrleistende vollstandige Reproduzierbarkeit des IEF.
Die Ampholyte sind als Gemisch von niedermolekularen Oligoamino-
Oligocarbonsauren (Vesterberg, 1969) chargenabhangigen Variationen ihrer
Komponenten unterworfen. Die 2D-Elektrophoretogramme (2D-Protein-
Patterns) koénnen daher variieren und sind nicht labor-unabhangig
reproduzierbar.

Zweitens der als ,Kathodendrift* bezeichnete Effekt. Der mit Tragerampholyten
erzeugte pH-Gradient ist nicht zeitstabil, obwohl das IEF theoretisch eine
Gleichgewichtsmethode darstellt. Die Tragerampholyte wandern im elektrischen
Feld zunachst zu ihren jeweiligen isoelektrischen Punkten (IEP) und erzeugen
einen pH-Gradienten im Gel. Dieser pH-Gradient wandert aber mit
zunehmender Fokussierungsdauer und unter Verlust seiner Linearitat, in
Richtung der Kathode (Righetti et al., 1987). Ein Equilibrium stellt sich nicht ein.
Daruberhinaus fuhren hohe lokale Proteinkonzentrationen zu Verwerfungen des
pH-Gradienten.

Im IPG-IEF wird der pH-Gradient durch puffernde Acrylamid-Derivate erzeugt,
die an der Acrylamid-Matrix co-polymerisiert sind. Dadurch ist der pH-Gradient
im Gel immobilisiert und zeitstabil. Ein Equilibrium wird erreicht. Das IPG-IEF ist
auch gegenuber hohen Protein-Konzentrationen stabiler. Daher ist das
Tragerampholyt-IEF hinsichtlich der genannten Nachteile dem IPG-IEF
unterlegen (Gorg et al. 2001).

Trotz der genannten Vorteile des IPG-IEF basiert das gegenwartig
hochstauflosende 2D-PAGE-System auf Tragerampholyten. Zur Proteom-
Analyse werden durch Tragerampholyt-IEF und SDS-PAGE bis zu maximal
15000 Proteine in einem 30x40 cm-Gel aufgetrennt (pers. Mittlg. A. Kopke,
WITA-Proteomics, Berlin; www.wita-proteomics.de). Diese zur kommerziellen
Proteom-Analyse entwickelten, hochstauflosenden 2D-Gele werden in einem
Set von 3-10 Gelen je Proteom (z. B. einer Tumor-Zelllinie) angefertigt.
Pharmakon-induzierte Unterschiede im Proteinverteilungsmuster werden
ausgewertet, relevante Proteine ausgestochen und diese mit MS-MS und
MALDI-ToF analysiert. Das Beispiel zeigt, dal’ die Wahl eines IEF-Verfahrens
vom gewlnschten Zweck abhangt. Bei dem von WITA durchgefihrten
Tragerampholyt-IEF zur Auffindung von induzierten Proteinen ist eine
laborunabhangige Reproduzierbarkeit unerheblich. Ebenso die Kathodendrift
des pH-Gradienten, wenn trotzdem eine hoch differenzierende 2D-PAGE
erreicht wird. Das Trager-Ampholyt-IEF gestattet WITA eine extrem hohe
Trennleistung und zumindest innerhalb eines Sets von Gelen, eine Gel-zu-Gel-
Reproduzierbarkeit. Das IPG-IEF von PM-Proteinen ist problematisch. Adessi et
al. (1997) =zeigten an Membranproteinen aus verschiedenen Objekten
(Spinacea oleracea und Dictyostelium discoideum) einen Verlust von Proteinen
bei IPG-IEF; dieser trat bei Tragerampholyt-IEF nicht auf. Daruberhinaus
tendierten die Proteine bei Ubertragung der IPG-IEF-Streifen auf die SDS-
PAGE zu einem Verbleib der Proteine im Streifen und damit vertikaler
Schlierenbildung. Daher wurden speziell fir das IPG-IEF von Plasmamembran-
Proteinen Lysisbedingungen und geeignete Detergenzien ermittelt; dazu liegen
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eine Vielzahl von Untersuchungen vor (Uberblick in: Rabilloud, 1997; Santoni et
al.,, 2000). Eine allgemeine Aussage hinsichtlich eines geeigneteren |EF-
Systems zur Trennung von PM-Proteinen kann daher nicht getroffen werden.
Entscheidend ist, unabhangig vom System, stets die Gewahrleistung
ausreichender Solubilisierung und Gel-Eintrittes der zu untersuchenden
Proteine. Dazu mul® jeweils ein individuell geeignetes Protokoll erarbeitet
werden. Im Rahmen der vorliegende Untersuchung erwies sich das
Tragerampholyt-IEF in Kapillargelen als bestgeeignetes Verfahren zur
Trennung von Plasmamembran-Proteinen. Gegenuber dem IPG-IEF
(Vorversuche nicht gezeigt) hatte es eine Reihe praktischer Vorteile:

e Schnelle Bereitstellung: Die Kapillargele waren innerhalb einer Stunde
hergestellt und einsetzbar, die Gele konnten nach Fokussierungsabschluf
unmittelbar aufgearbeitet (SDS-PAGE) oder bei Bedarf in der Glaskapillare
verbleibend, eingefroren werden.

e Einfache Handhabung und hoher Probendurchsatz: Die lysierten Proteine
konnten direkt von der Kathodenseite auf das Gel aufgeladen und
umgehend fokussiert werden; Vorfokussieren, Ol-Uberschichtung,
Equilibrierung oder Rehydratisierung der Gele im Proteingemisch bzw. ein
(storanfalliges) sample cup-loading entfielen; die Gefahr der
Proteindegradation durch lange Lagerung bei Raumtemperatur war
minimiert. Bis zu acht Kapillargele wurden parallel aufgearbeitet.

e Gute Eignung fur radioaktives Arbeiten: Insbesondere im Hinblick auf den
Einsatz der 2D-SDS-PAGE fiir radioaktives Arbeiten mit dem "*C-markierten
DNPA sowie den **S-markierten Proteinen erlaubten die geringen, fiir das
Kapillar-IEF mit Tragerampholyten bendtigten Volumina der Puffer und die
kleinen, mit radioaktivem Material in Berihrung kommenden Oberflachen
eine erhebliche Vereinfachung der Arbeitsprotokolle. Daneben eine
erhebliche Zeitersparnis bei der Geratereinigung und Versuchs-
Nachbereitung.

4.2.2 Optimierung

Die Anzahl und Trennleistung der PM-Proteine im 2D-Gel war zunachst
unbefriedigend, der pH-Gradient war stark gestaucht (Abb. 2 A,B). Durch
Variationen der Detergenz-(NP40-) und Ampholyt-Konzentration im IEF konnte
die Auflosung erheblich verbessert werden. Als solubilisierende Agenzien
wirken NP40 als nicht-ionisches Detergenz sowie hochmolare Harnstoff-
Ldosungen gegenuber SDS nur malRig solubilisierend. Dennoch kann ein
zwitterionischer Effekt und eine Solubilisierung vergleichbar z.B dem haufig flr
immobilisierte pH-Gradienten (IPG) eingesetzten zwitterionischen Detergenz
CHAPS (Gorg et al., 1988; 2001) durch ein geeignetes Verhaltnis von NP40 (=
Igepal CA630) zu Ampholyten nachgeahmt werden. NP40 bildet in
Abhangigkeit vom stochiometrischen Verhaltnis und der Ladungsdichte
NP40/Ampholyte verschiedene Mizellentypen, die dem Verhalten von
zwitterionischen Detergenzien entsprechen kénnen (Satta et al., 1984).

Gemaly der Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung, ein moglichst breit
gefachertes Spektrum von PM-Proteinen zu erfassen, wurde vermieden, die
Eingangsbedingungen der 2D-SDS-PAGE ausschlieBlich auf hydrophobe
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Proteine zu optimieren. Bei dem empirisch ermittelten Verhaltnis von 2% NP40
zu 4% Ampholyten pH3-10 war eine optimale Streckung des basischen bis
neutralen Bereiches aller PM-Proteine erreicht: Die Proteine fokussierten
weitgehend punktformig und Proteine mit IEP im sauren pH-Bereich blieben
noch innerhalb des pH-Gradienten (Abb. 2 D). Bei der Auswahl der
Tragerampholyte mit breitem pH-Bereich pH3-10 wurden zwei Faktoren
berticksichtigt: Die Uberwiegende Zahl der Proteine fokussiert in einem Bereich
zwischen pH 4 und pH 7. Der IEP von pflanzlichen Transporterproteinen fur
lonen bzw. |6sliche Verbindungen liegt hingegen im alkalischen Bereich von
groRer pH 8 (Santoni et al., 1999). Mit den eingesetzten Tragerampholyten pH
3-10 war somit gewahrleistet, keine Proteine in den basischen und sauren
Randbereichen zu verlieren. Das hier erarbeitete IEF-Protokoll fur
Plasmamembran-Proteine stellt einen guten Kompromil3 dar, und trennte eine
hohe Zahl von Proteinen auf (Abb. 4 A, B). Trotzdem werden auch hier Proteine
verloren gehen, da zu grole Unterschiede im Loslichkeitsverhalten der
verschiedenen PM-Proteine bestehen. Eine Vielzahl von Untersuchungen
belegen dieses generelle Problem der 2D-SDS-PAGE: An Proteinen der
Plasmammembran aus Arabidopsis thaliana zeigten Santoni et al. (1999) nach
TX114-Fraktionierung und  Solubilisierung mit CHAPS das Fehlen
verschiedener hydrophober Proteine im 2D-Gel. Erst nach Waschen der PM mit
einem alkalischem Carbonat-Puffer und Solubilisierung der Proteine mit dem
zwitterionischen Detergenz C8® waren diese aufgetrennt. Dies aber wiederum
unter Verlust von weniger hydrophoben, membran-peripheren Proteinen. Die
gleichen Autoren (Santoni et al, 2000) fanden eine Korrelation zwischen
Lipidkonzentration der PM und der Ldslichkeit hydrophober Proteine in einem
jeweiligen Detergenz. Zur Optimierung der Loslichkeit ist damit entweder die
jeweilige Detergenz-Konzentration oder ein Ersatz durch ein starker oder
schwacher solubilisierend wirkendes Detergenz empirisch zu ermitteln.
Entsprechend der beschriebenen Schwierigkeiten brachte auch das vorliegende
Solubilisierungsprotokoll nicht alle Plasmamembran-Proteine in Losung. Dies
geht u.a. aus den Ergebnissen des Photo-Affinity-Labelling hervor: Eine Reihe
von "C-markierten Proteinen der SDS-PAGE traten nicht im IEF-SDS-PAGE
auf (Abb. 21). Da der Fokus der Untersuchung auf der Erfassung eines
moglichst breit gefacherten Proteinspektrums der Plasmamembranen lag,
wurden die Solubilisierungsbedingungen nicht geandert. Dies hatte zu den o. g.
Einschrankungen  gefuhrt. Protokolle zu Probenvorbereitungen und
Lysisbedingungen sind verfugbar unter www.expasy.ch/ ch2d/protocols/
protocols.fm1.html;  Arbeitsgruppe Angelika Gorg (IPG-2D-SDS-PAGE):
www.weihenstephan.de/blm/deg.

Zur Lésung dieser Probleme sind zwei methodische Strategien denkbar:
1. Fraktionierte Fallung von Proteinen und Elektrophorese in SDS-Systemen.
2. Verknupfung von Trennsystemen unterschiedlicher Methodik.

Zu 1.) Wird die Detergenz-Phase des TritonX114-Systems (Proteine hoherer
Detergenzbindung/Hydrophobizitat) bei Raumtemperatur oder unterhalb des
TX114-cloud points zentrifugiert (10 min, 14000 x g), so sedimentieren einzelne
Proteine geringerer oder fehlender TX114-Loslichkeit. Die 2D-SDS-
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PAGE dieses Pellets zeigte allerdings keine qualitativ neu aufgetretenen
Proteine (Abb. 42).

10<- pH ->3
e

kDa

9 - et

67 - - Abb. 42: Durch Zentrifugation (14000xg,

43 - 10 min) sedimentierte, schwerlbsliche
Proteine der Detergenz-Phase des
TX114-Systems.

30 -

20,1 -

14,4 -

Nach NP40-/Harnstoff-Solubilisierung dieser TX114-schwerloslichen
Proteinfraktion sind in der 2D-SDS-PAGE wiederum nur die entsprechend
NP40+Harnstoff-Ioslichen Proteine enthalten. Die wenigen aufgetrennten
Proteine sind der Anteil der schlecht TX114-I6slichen Proteine, der gerade noch
mit Harnstoff/NP40 gelost werden kann. Dies erklart auch, warum ein Vergleich
mit dem Gel der TritonX114-Detergenz-Phase (Abb. 4 B) nur Anreicherungen
einzelner, bereits kartierter Proteine zeigte, aber keine weiteren, neuen Proteine
(Daten nicht gezeigt). Durch erneute Zentrifugation wurden die TX114-
/Harnstoff-/NP40-unldslichen Proteine sedimentieren. Dies sind die in der 2D-
SDS-PAGE nicht reprasentierten Proteine, die in TX114/Detergenz/Harnstoff
unléslich sind. Durch Aufschlul® dieser Proteine mit SDS-Beladungspuffer sind
sie schliel8lich in einer SDS-PAGE aufzutrennen. Bei der zu erwartenden, nur
noch geringen Zahl der sehr schlecht solubilisierbaren Plasmamembran-
Proteine kdnnte die Trennleistung des SDS-PAGE bereits ausreichen. Durch
diese Kombination (2D-SDS-PAGE und SDS-PAGE) wirden auch die
schwerldslichen Plasmamembran-Proteine hochster Hydrophobizitat erfasst
und zumindest ausreichend getrennt (SDS-PAGE) werden kdnnen.

Zu 2.) Verknupfung von Trennsystemen unterschiedlicher Methodik: Ist die Zahl
der TX114/Harnstoff/Detergenz-unldslichen Proteine sehr hoch, waren zu ihrer
Auftrennung flr besonders hydrophobe Proteine geeignete Verfahren
einzusetzen, wie z.B. die BAC-Elektrophorese. Damit wird eine scheinbar
zweidimensionale Trennung erreicht (Hartinger et al., 1996). Dies wirde die
Erfassung der schwerldslichen Proteine mit einer gegeniber der SDS-PAGE
héheren Auflosung gewahrleisten. Eine Verbindung von 2D-SDS-PAGE und
BAC-Elektrophorese wiurde ein breites Spektrum der Auftrennung
gewahrleisten. Zunachst erfolgt eine 2D-SDS-PAGE zur Auftrennung der im
TX114/Harnstoff/Detergenz-System |6slichen Proteine. Nach der Abtrennung
der darin unléslichen Proteine erfolgt deren Elektrophorese durch das fur sehr
hydrophobe Proteine geeignete BAC-System. Bei ausschliellicher Trennung
der PM-Proteine durch die BAC-Elektrophorese nimmt die Wahrscheinlichkeit
erheblich zu, einzelne Proteinfraktionen (hydrophile Proteine) nicht oder nicht
ausreichend zu trennen.
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4.2.3 Gelfarbung

Die Anfarbung der Proteine im Gel erfolgte durch Silberfarbung nach Blum et al.
(1987). Die Silberfarbung ist das empfindlichste Protein-Farbeverfahren;
radioaktive Markierung oder Nachweis spezifischer Proteine durch
Laseranregung z.B. des GFP (Richards et al., 1999a) sind zwar sensitiver, aber
keine direkten Farbeverfahren. Die untere Nachweisgrenze der Silberfarbung
liegt bei ca. 0,1 ng Protein/Spot (Goérg et al. 2001). Dieses Limit wurde in
eigenen Untersuchungen nicht erreicht. Gut erkennbar waren ca. 10 ng (Abb.
32) ; 5 bis 1 ng stellten die untere Grenze der Unterscheidbarkeit zum
Hintergrund dar. Die hohe Sensitivitat der Silberfarbung stellte sicher, dal} eine
maximale Anzahl von PM-Proteinen nachgewiesen werden konnten. Die
Sensitivitat war abhangig vom Alter der Farbelésung und beeinfluldte die
Sensitivitat durch Kontrastabnahme. Nur frische Silberfarbe-Losung (AgNOs-
Lsg.) erzeugte eine konstrastreiche Schwarzbraun-Farbung der Proteine. Ein
Nachteil der Silberfarbung war der geringe dynamische Bereich der Farbung:
Wahrend Proteine geringerer Konzentration (low copy-Proteine) gerade
angefarbt wurden, waren hoher konzentrierte Proteine haufig bereits stark
uberfarbt. Diese bildeten grof’e Hofe und Uberdeckten umliegende Proteine
(Abb. 18 A). Dies fuhrte wiederholt zu Positionierungsproblemen einzelner
Proteine der jeweiligen TX114-Phasen (Abb. 4 A, B) innerhalb der 2D-Karte als
Referenzsystem (Abb. 6). Eine Klarung erlaubte in diesen Fallen erst die
erneute 2D-SDS-PAGE der gleichen Probe in geringerer Konzentration. Eine
Alternative zur Silberfarbung mit den genannten Limitationen sind die von
Molecular Probes entwickelten Fluoreszenz-Farbstoffe SYPRO Ruby (-Orange,
-Red). SYPRO Ruby ermdglicht eine lineare Anfarbung von Proteinen uber
mindestens drei Konzentrations-GréRenordnungen, Uberfarbungseffekte treten
nicht auf (Patton, 2000). Diese sind aber gegenuber Silberfarbung etwa 20x
weniger empfindlich und sehr teuer, da auf Basis von Platinmetallen. Zusatzlich
bendtigen sie zur Fluoreszenz und dem Scannen/Imaging der Gele eine
Anregung durch Laser und ein entsprechendes Scanner-System. Ein
entsprechendes System stand nicht zur Verfugung. (Eine Gegenuberstellung
der Silber/Fluoreszenz-Farbung ist zu finden in: Lopez et al., 2000).

4.2.4 Triton X114-Phasen und 2D-SDS-PAGE-Auswertung

Pryde (1986) entwickelte die Triton X114-Zweiphasen-Verteilung zur Trennung
und Anreicherung hydrophober und hydrophiler PM-Proteine. Die
Partitionierung mit TX114 erlaubt z.B. eine differenzielle Abtrennung sehr
hydrophober Proteine (Wissing et al., 2000); den Nachweis von Veranderungen
der Hydrophobizitatseigenschaften von GPIl-verankerten Proteinen (Kunze et al,
1997; Gouin et al. 1996) und der Identifizierung membrangebundener
Rezeptoren (Hoa et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden beide Triton-
Phasen berlcksichtigt, da die Detergenz-Phase auch hydrophile Proteine
anreichern kann; umgekehrt auch membran-integrale Proteine in die wassrige
Phase verteilt sein kdnnen (Pryde und Philips, 1986). Auch wenn z. B. der
Nitrat-Transporter aufgrund seiner vorherzusagenden transmembranen
Domanen eine hohe Detergenz-Bindungskapazitat erwarten lafdt, wurden beide
TritonX114-Phasen fur die Konstruktion der 2D-Protein-Verteilungskarten (2D-
Protein-Patterns) bertcksichtigt (Abb. 5 A, B). Die unterschiedlichen
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Hydrophobizitat der PM-Proteine zeigte der Vergleich der 2D-Gele der beiden
TX114-Phasen. Gegenuber dem Referenzgel (Abb. 3) lagen zwei vollig
unterschiedliche Proteinmuster vor: hydrophobe und hydrophile Proteine waren
scharf gegeneinander abzugrenzen. Die Wiederfindung und Zuordnung der
Proteine der beiden Phasen im Referenzgel war durch Proteine mit
amphiphilem Verhalten erleichtert, da sie in beide Phasen verteilt waren. Mehr
als 30 solcher Proteine traten mit unterschiedlichen Quantitdten in beiden
Phasen auf, wie z.B. das als NR identifizierte Protein WP104/DP101 (Abb. 24)
oder die Proteine WP85/86 mit den homologen DP-Proteinen DP75/76. Diese
amphiphilen Proteine sind in Abb. 6 kenntlich durch Ubereinanderliegende
Spots von WP und DP. Aus der GroRe der Spots geht gleichzeitig ihre
ungeféahre quantitative Verteilung in den Phasen hervor. Uber ein Auftreten von
Proteinen mit amphiphilem TX114-Verhalten bei der lIsolierung von Ca?*-
abhangigen Phosphoproteinen aus synaptischen Membranen berichten auch
Perrone-Bizzozero et al. (1988). Ein weiteres Problem war das horizontale
Verschmieren nicht punktformig fokussierender Spots. Besonders ausgepragt
trat es bei Proteinen hoher Molekulargewichte und Lage des IEPs in den
Randbereichen des pH-Gradienten auf (Abb. 4 B) und verhinderte eine genaue
Bestimmung von Lage und Anzahl der darin enthaltenen Proteine. Dies ist ein
typisches Problem bei der Auswertung von 2D-Gelen und erzwingt bei allen 2D-
Analytikprogrammen ein Nacheditieren der vom Programm durchgefihrten
Spot-Detektion (mundl. Mittlg. B. Schone, Bio-Rad Deutschland). Im manuellen
Nacheditieren der Gele als digitale Images kann jedoch nur die Anzahl unsicher
bestimmter Proteine verringert werden. Dieser system-immanente Fehler der
2D-Analytik kann durch Optimierung der 2D-Bedingungen lediglich verkleinert,
aber nicht vollig aufgehoben werden.

Bei der Konstruktion einer Proteinverteilungskarte der einzelnen TX114-Phasen
(Abb. 5 A, B) trat ein weiteres Problem der 2D-Analytik auf: die Set-zu-Set-
Variationen der Position der Proteine. Dies waren geringe horizontale
Verschiebungen der IEPe, bedingt durch das Non-Equilibrium der
Tragerampholyte. In der 2. Dimension kam es zu geringen vertikalen
Verschiebungen durch leicht variierende Acrylamid-Gradienten der SDS-
Gradientengele, die ebenfalls manuell hergestellt wurden. Diese Variationen der
Protein-Positionen in Richtung der X- und Y-Achse erforderten eine
zeitaufwendige Bearbeitung zum Zuordnen der Proteinpostionen.

Das 2D-Spot-Quantifizierungs-Programm von Biotech-Fischer konnte nicht zum
quantitativen Vergleich der Spots eingesetzt werden. Denn das Programm setzt
identische Protein-Positionen voraus; dies wird selbst im IPG-IEF kaum
erreicht. Die Gele mufdten daher graphisch entzerrt und die als Markerproteine
ausgewahlten amphiphilen Proteine zur Deckung gebracht werden. Der in der
nachfolgenden Abbildung 43 gezeigte Ausschnitt macht die Verschiebung der
Protein-Positionen von zwei Gelen der wassrigen TX114-Phase deutlich.
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Nach Korrektur der Proteinpositionen konnten die Proteine zur Deckung
gebracht und fortlaufend nummeriert werden. Die (sehr teuren) zur Proteom-
Analyse eingefuhrten 2D-Analyseprogramme wie z.B. PDQuest, Melanie,
Phoretix2D etc. ermitteln und korrigieren die auch zwischen den
hochstandartisierten IPG-Dalt-Gelen stets auftretenden
Positionsverschiebungen. Dies erfolgt anhand eines algorhitmischen
Vergleiches der Spot-Topographie um die Positionen von als Referenzspots
festgelegten  Proteinen. Bis zum Erreichen der hdchstmoglichen
Ubereinstimmung zweier Gele bzw. Gel und Referenzgel werden die digitalen
Images der Gele bis zur Kongruenz gezerrt (sog. ,Matching“ der Spots). Ein
solches Programm stand nicht zur Verfugung, daher wurde das spot-matching
durch Uberlagerung der falschfarbigen Gel-Images mithilfe eines Graphik-
Programmes (Corel Photo-Paint 8) durchgeflhrt. Die Gele wurden damit als
digitale Images solange durch das Verzerren eines Uber das Gel gelegten
Maschennetzes verzogen, bis die Proteine von Gel zu Gel identische
Positionen einnahmen (Abb. 43). Vergleichsgele, deren TX114-Phasen
zusatzlich mit nicht-TX114-verteilten PM-Proteinen versetzt waren (,Spiking"
der Proben), gewahrleisteten eine zusatzliche Absicherung der Zuordnung und
richtigen Lokalisation. Die graphische Nachbearbeitung der 2D-Gele war sehr
zeitaufwendig, erlaubte aber eine dem IPG-IEF  vergleichbare
Reproduzierbarkeit durch Trager-Ampholyt-IEF zu erzielen. Dadurch konnten
die Proteine der Plasmamembran von Chlorella mit den o.g. Vorteilen des
Trager-Ampholyt-IEF in einer 2D-Karte zusammengefal3t und eingeteilt nach
Detergenz-Bindungskapazitat, kartiert werden.

4.3. In vivo **S-Methionin markierte Plasmamembran-Proteine

Um NOgs™-induzierbare Proteine der Plasmamembran aufzufinden, wurden
Algen nach N-Verarmung in Gegenwart der radioaktiven Aminosaure >°S-
Methionin mit NO3 induziert. Mit der zuvor erstellten 2D-Kartierung der Proteine
der TX114-Phasen war die wichtigste Voraussetzung zu ihrer Auffindung erfullt:
Eine individuelle Erfassung qualitativer und quantitativer Veranderungen von
PM-Proteinen. Die Markierung von Proteinen mit dem radioaktiven Schwefel-
Isotop *S ist eine seit langem in der Analytik etablierte Protein-
Nachweismethode. **S-Methionin wird bei der de novo-Synthese von Proteinen
einem unmarkierten Methionin gleichwertig eingebaut; durch autoradio-
graphischen Nachweis konnen die de novo-synthetisierten Proteine mit sehr
hoher Empfindlichkeit detektiert werden. Damit sind spezifische Ursache-
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Wirkungsbeziehungen auf Proteinebene zu verfolgen; daneben wird die *°S-
Markierung zur Verbesserung von Visualisierung und Lokalisierbarkeit von
Proteinen im IPG-IEF zur Proteomanalyse eingesetzt (Westbrook et al., 2001).

4.3.1 Induktionsbedingungen und Einbau des **S-Methionins

Die fur die NOs-Induktionsexperimente gewahlten Bedingungen: Anzucht der

Algen in NH;*-NL, 12 h N-Verarmung, 3h NOs™-Induktion (Clarkson, 1986;

Stohr, 1988; Hole et al., 1990, Aslam et al., 1993) stellten sicher, dal

e keine NHs-bedingte Reprimierung eines 2zu induzierenden Nitrat-
Aufnahmesystems (-Transporters) bzw. von weiteren gleichartig regulierten,
Nitrat-induzierten Proteinen vorliegt;

e die lag-Phase des Nitrat-Aufnahmesystems nach NOgs™-Induktion
uberschritten und damit

¢ de novo-synthetisierte Proteine in einer zur Autoradiographie ausreichenden
Menge gebildet werden.

Uber den Einbau des **S-Methionins in die PM-Proteine kann die durchgefiihrte
Szintillationszahlung der Praparationsschritte keinen Aufschlu geben.
Dennoch gibt die in den einzelnen Schritten gemessene Radioaktivitat
Aufschlufd Uber die Verhaltnisse der Proteinkonzentrationen in Mikrosomaler
Fraktion und PM. Das angebotene *°S-Methionin wurde im Verlauf der
dreistundigen Inkubation annahernd vollstandig von den Algen inkorporiert
(Abb. 7; im Algenpellet wurden 96 % der je Ansatz eingesetzten Radioaktivitat
gemessen), was dem am gleichen Algenstamm von Stohr (1988) ermittelten
Wert von 92 uCi im Algenpellet von 100 uCi total je Ansatz nahekommt. Auf
membrandse Zellbestandteile (Mikrosomales Pellet) entfielen 2 % der
ursprunglichen Aktivitat. Der Anteil der Radioaktivitat der neugebildeten, in oder
an der PM lokalisierten Proteine war sehr gering: In der PM waren nur 0,007 %
der urspriinglich eingesetzten Aktivitit des *°S-Methionins wiederzufinden.

Die im Algen- wie auch im Mikrosomalen Pellet gemessene Radioaktivitat durfte
zu einem erheblichen Teil durch freies **S-Methionin verursacht sein. Obwohl
der Anteil der PM am Mikrosomalen Pellet durchschnittlich ca. 10 % (Kap.
3.1.1) betrug, war der Einbau von %*S-Methionin in neu synthetisierte Proteine
der PM damit fast 30fach kleiner als theoretisch zu erwarten. Des weiteren sind
Verunreinigungen durch die in PM-Vesikel eingeschlossenen
cytoplasmatischen Proteine mit einem Volumenanteil von ca. 3 % zu erwarten
(Pupillo und Del Gross, 1981), die die Radioaktivitat in Richtung héheren
Wertes verschieben durften. Dennoch gibt das Einbauverhaltnis Aufschlufld Gber
die zur Erflullung der physiologischen Funktionen der PM ausreichenden
Proteinkonzentrationen. Da Lipide die Hauptkomponente der PM bilden, sollten
mit dem *°S-Einbau (neben den von Vesikeln umschlossenen
cytoplasmatischen Proteinen und freiem *°S-Methionin) lediglich PM-inserierte
und -assoziierte Proteine reprasentiert sein. lhr Mengenverhaltnis gegenuber
cytoplasmatischen Proteinen hoher Konzentration (,high abundant®) wie z.B.
der Rubisco geht dabei aus der geringen Radioaktivitat hervor. Die an der
lasmamembran vermittelten Prozesse wie z.B. Wasseraufnahme (Frangne et
al., 2001), Aminosaure-, Peptid- und Zuckeraufnahme (Langhans et al., 2001),
Interaktion zwischen Cytoskelett/Zellwand, sowie Signalperzeption und
-Transduktion (Wang et al, 2001) werden mit weniger als dem
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Zehntausendsten Teil des von den Algen aufgenommenen und zur
Proteinsynthese metabolisierten **S-Methionins gesteuert.

4.3.2 Auswertung der Radiographien der 3°S-markierten Proteine

Die Stickstoff-Quellen-spezifisch >°S-markierten Proteine der TX114-Phasen
wurden durch Falschfarbung ihrer Autoradiographien (rot, grun, blau)
identifiziert (Abb. 10; Abb. 13). Ein solches Verfahren wird bei verschiedenen
2D-Analytikprogrammen wie z.B. Z3 (www.2dgels.com) und Delta2D
(www.decodon.com) angewandt (Schrattenholz, 2001). Das Verfahren erlaubt,
mehrere Autoradiographien in einer einzigen Abbildung parallel zu betrachten.
Unterschiede in der Signalstarke zwischen den Proteinen sind farblich auffallig
und konnen sofort spezifisch zugeordnet werden. Der Nachteil des zur
Darstellung von Intensitatsunterschieden sehr gut geeigneten Verfahrens war
die fehlende Quantifizierbarkeit. Die Auswertung beruht auf einem subjektiven
Kriterium: Die Abschatzung zwischen reiner Farbe (rot-grin-blau) und ihren
durch Mischung hervorgehenden Farben. Klassifiziert wurde das Ja/Nein der
NOs- bzw. NH4'-Induzierbarkeit entsprechend der starken bzw. schwachen
Zunahme von Signalstarke und Farbreinheit. Daher wurden als spezifisch NO3'-
bzw. NH4"-induziert nur Proteine bezeichnet, die den reinen Farbton oder nur
eine geringe Beimischung anderer Farbe(n) zeigten. Das Verfahren ist somit
auf qualitative und subjektiv, halbquantitative Aussage beschrankt. Durch
Integralbildung Uber Flache und Intensitat des Proteinspots (Radiographie) ist
eine vergleichende quantitative Aussage mdglich. Werkzeuge dazu sind in den
2D-Analytikprogrammen implementiert. Die Quantifizierung durch das BASys-
Programm 2D von Biotech-Fischer war aus dem oben genannten Zwang zur
Positionsidentitat nicht moglich. Unabhangig von der Quantifizierung muf® die
Signifikanz der auftretenden Unterschiede der autoradiographischen Signale
definiert werden. Dies bedingt, zumindest im Grenzbereich nur geringer
Unterschiede der Signalstarke, wiederum das subjektive Kriterium eines
Schwellenwertes.

Bei der quantitativen Auswertung zukinftiger Experimente sollten daher
folgende Punkte berucksichtigt werden:

e Die Autoradiographien sollten auf Material aus der gleichen Zellzahl
beruhen; zumindest aber auf gleichen PM-Proteinmengen. Bei der geringen
Zahl der NO3z- bzw. NH;-induzierten PM-Proteine scheint die
induktionsbedingte Proteinzunahme von rund 5 % (30 von 651 Proteinen)
vernachlassigbar. Gleiche Radioaktivitat sollten nicht eingesetzt werden.
Dadurch wirden Proteine im Ansatz mit der starksten Radioaktivitat (NOg3™ -
Ansatz: de novo-Proteine und N-Metabolismus-hochgeregelte Proteine)
quantitativ unterreprasentiert.

e Es sollte ein radioaktiver Marker (radioaktive Tinte o. &.) von gleicher
Signalstarke auf allen Gelen sein (identischer Referenzwert fir die Intensitat
eines Spots auf allen Gelen).

e Die Signifikanz einer Zunahme der Signalstarke kann durch ein bekanntes
NOj™-induziertes Protein beurteilt und festgelegt werden. Dazu kann z.B. die
PM-gebundene Nitrat-Reduktase in Chlorella dienen; das Protein DP # 101
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wurde immunologisch als NR nachgewiesen (s. Kap. 3.5) und zeigte nach
NOj™-Induktion die starkste quantitative Radioaktivitatszunahme der Proteine
der Detergenz-Phase (Abb. 13).

4.3.3 Trennleistung und ,,low-abundant“-Proteine

Rund ein Drittel aller nachgewiesenen Plasmamembran-Proteine aus der
wassrigen und Detergenz-Phase des TritonX114-Systems war **S-Methionin
markiert: 196 von 651 Proteinen (Abb. 9 und 12). Zur Gewahrleistung der
wesentlichen Membranfunktionen werden ca. 500 Proteine bei Arabidopsis
thaliana und ca. 750 Proteine bei Nicotiana tabacum geschatzt (Masson und
Rossignol, 1995). Uber eine Trennleistung der 2D-SDS-PAGE in vergleichbarer
GrolRenordnung wird berichtet: mehr als 650 Proteine in Saccharomyces
cerevisiae (Norbeck und Blomberg, 1996); 400-500 Proteine in Rinder-Oocyten
(Goff et al., 2001). Rouquie et al. (1997) trennten 400 (Trager-Ampholyte) bzw.
600 Proteine (IPG) aus Nicotiana tabacum auf. Damit ist die Anzahl der
getrennten PM-Proteine von Chlorella saccharophila gut zwischen diesen
Werten anzusiedeln. Die groRe Zahl von **S-Methionin markierten Proteinen,
die unabhangig von der N-Quelle auftraten, ist auf den turn-over (Synthese und
Degradation) der Proteine zuruckzufuhren. Dieser unterliegt der Protein-
individuellen Zeitabhangigkeit, die Anzahl der *S-markierten Proteine nimmt
entsprechend mit zunehmender Versuchsdauer zu. Klerk und Van Loon (1997)
berichten nach 2D-SDS-PAGE der °S-Methionin markierten Proteine von
einem turn-over der Proteine in den ersten Blattern von Avena sativa, ohne
jedoch eine Zahl zu nennen. Von mehreren Hundert verschiedenen, durch turn-
over markierten Proteinen berichten Vavra und Manahan (1999) bei Haliotis
rufescens. Dariiberhinaus sind durch die Beta-Strahlung des *°S-Isotopes
selbst hervorgerufene Effekte denkbar, z.B. durch Radikalbildung oder DNA-
Strangbriche (Hu et al, 2001) ausgeldoste Veranderungen des
Zellmetabolismus.

Als nachteilig im Sinn der gro3en Zahl markierter Proteine mufd daher die lange,
insgesamt zwischen Induktion mit Nitrat und Aufbruch der Algenprotoplasten
verstrichene Zeit von 6 h bewertet werden. Bei zukunftigen Experimenten sollte
unter Berlcksichtigung der Aufnahmekinetik des Methionins gepruft werden, ob
eine zeitversetzte Gabe von >°S-Methionin erst nach bereits begonnener Nitrat-
Induktion zur Markierung Nitrat-spezifischer Proteine ausreichend ist. Erst
unmittelbar zur Translation der Nitrat-spezifisch gebildeten mRNA
aufgenommenes %53-Methionin kdnnte die Zahl der durch turn-over markierten
Proteine einschranken und die Spezifitat der Zellantwort auf Nitrat erhdhen. Das
schnellere Verfahren des Zellaufbruchs durch eine Zellmihle bzw. French-
Press fuhrte zu einer starken Kontamination der PM  mit
Chloroplastenmembranen (grune PM) durch zu starkes Zerscheren der
Membranen bzw. passage-bedingter Erwarmung. Ganz abgesehen von den
erheblichen praktischen Schwierigkeiten, die diese Aufbruchverfahren bei
radioaktivem Arbeiten erzeugen (Undichtigkeiten, Abfall, Reinigung). Die
Protoplastierung erwies sich daher trotz des genannten Nachteils als das
geeignetste Verfahren zur PM-Gewinnung.

Die Zahl der aufgetrennten PM-Proteine scheint dennoch sehr begrenzt, wird
die GroRe des Proteoms von Chlorella als eukaryotische Zelle bericksichtigt.
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Zwar liegen zu dessen Grole keine Angaben vor, aber fur die vollstandig
durchsequenzierten Genome von Escherichia coli und Saccharomyces
cerevisiae wurde gezeigt, dafld nur 5 % der aus dem Genom vorherzusagenden
Proteine im 2D-Gel aufgetrennt wurden, bei einer zusatzlichen
Unterreprasentanz der hydrophoben Proteine (Wilkens et al., 1996). Auch bei
Plasmamembran-Proteinen ist zu berucksichtigen, dass in der 2D-SDS-PAGE
aus diesem Kompartiment stark bevorzugt (fast 80%) periphere und
vergleichsweise gut 16sliche Proteine aufgetrennt werden, wie dies fur PM aus
Arabidopsis thaliana gezeigt wurde (Santoni et al., 1999). Die Schwierigkeiten
bei der Erfassung von einzelnen PM-Proteinen geringer Konzentration oder
schlechter Solubilisierbarkeit wurden durch die hohe Sensitivitdt des
autoradiographischen Nachweises deutlich. 78 de novo gebildete Proteine und
damit ein gutes Drittel aller neugebildeten Proteine lagen unterhalb der
Nachweisgrenze der Silberfarbung. Diese Proteine wurden somit ausschlief3lich
durch ihre Radioaktivitat detektiert und reprasentieren damit die genannte
Proteingruppe der low abundant—Proteine. Auch eine geringe Detergenz-
Ldslichkeit einzelner Proteine flhrt zu einer quantitativen Unterbewertung. Die
geringe Konzentration verhinderte einerseits eine Isolierung dieser Proteine
(sieche Kapitel 4.4.2.1), andererseits wurde erst durch die *S-Markierung ihre
Existenz nachgewiesen. Dies zeigt noch einmal die Notwendigkeit der
vorgeschlagenen, kombinierten Protein-Fraktionierungsverfahren.
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4.4 Nitrat-induzierte PM-Proteine

Durch NOj3™ als Stickstoff-Quelle ausgeléste Veranderungen bei den Proteinen
der Plasmamembran werden unter zwei Aspekten erfal3t und diskutiert:
1.) qualitativ NO3z™-induziert; 2.) quantitativ NO3™-induziert.

Ad 1.) Ein als ,qualitativ NOs™-induziert" bezeichnetes Protein tritt nach Gabe
von NOj™ als Neubildung erstmals auf. Es ist de novo synthetisiert; in der
nicht induzierten Kontrolle fehlt das Protein.

Ad 2.) Ein als ,quantitativ NOs-induziert" bezeichnetes Protein zeigt nach Gabe
von NOj™ eine Zunahme der Proteinkonzentration. Das Protein ist bereits
in der Kontrolle vorhanden, liegt aber nach NOj;-Gabe in hoherer
Konzentration vor.

4.4.1 PM-Proteine der wassrigen Phase des TX114-Systems

Der Vergleich der Autoradiographien der *°S-markierten Proteine (Abb. 10)
zeigte insgesamt 14 Proteine, die, abhangig von der Stickstoff-Quelle, eine
Zunahme der Radioaktivitat aufwiesen (Zusammenstellung in Tab. 2). Aber
weder NO3", noch NH,* hat zur Synthese eines neuen, in der wassrigen Phase
angereicherten Proteins geflhrt. In der wassrigen Phase des TX114-Systems
sind periphere Proteine mit geringer Deterenz-Bindungskapazitat angereichert,
daneben koénnen auch PM-integrale Proteine (Pryde, 1986) sowie
Verunreinigungen durch I6sliche Proteine des Cytoplasmas enthalten sein
(Pupillo und Del Gross, 1981). Da keine de novo synthetisierten Proteine
auftraten, snd alle PM-peripheren, von der Stickstoff-Quelle beeinfluldten
Proteine konstitutiv.
Das quantitativ NO3™-induzierte Protein mit der hochsten Radioaktivitat war WP
#104 mit einem Molekulargewicht von 64,4 kDa. Dieses Protein wurde durch
immunologischen Nachweis als Nitrat-Reduktase identifiziert. Eine PM-
gebundene NR wurde am gleichen Objekt von Stdéhr et al. (1993)
nachgewiesen. Eine ausfuhrliche Erklarung zur NR in beiden TX114-Phasen
(Wassrige Phase als WP # 104; Detergenz-Phase als DP # 101) erfolgt in
Kapitel 4.6.
Eine ldentifikation der 14 NOs- bzw. NH4 -spezifisch in ihrer Konzentration
beeinflulten PM-Proteine durch MALDI-ToF-MS oder MS-MS wurde nicht
durchgefuhrt, da ein entsprechendes System nicht zur Verfigung stand. Eine
eindeutige Zuordnung zu bekannten Proteinen ist mit den jeweils bestimmten
Proteineigenschaften nicht moglich:

PM-peripher

durch NO3™ bedingte Konzentrationszunahme

Molekulargewicht

IEP (abzuschatzen auf £1pH-Einheit, da Tragerampholyt-IEF)
Dennoch wurde eine Eingrenzung auf mogliche Proteine mit gleichen oder
ahnlichen Eigenschaften versucht. Mit dem Internet-Werkzeug ,Tagldent®
wurde in der genomischen Datenbank Swiss-Prot (www.ExPASy.ch) nach
vorherzusagenden Proteinen gesucht, auf die die genannten Kriterien zutreffen.
Das Tagldent erlaubte eine Klassifizerung nach: Molekulargewicht; IEP;
Pflanze; Membranprotein. Eine Eingrenzung auf ,Plasmamembran-Protein“ war
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in Tagldent nicht mdglich, die Suche war daher auf alle membrandsen
Kompartimente ausgedehnt.

Nachweis Pfo(tjsif\s (II(EDIS) Mégliches Protein (Swiss-Prot)
# 34 89,0 (5) Eggeptor like protein kinase ZMPK1 precrs pl: 6.29, MW: 88,3
# 61 80.2 (5) Ethylene receptor pl: 6.53, MW: 82,9 kDa
’ Probable glutamate carboxypeptidase Il pl: 6.42, MW: 77,2 kDa
#100 62,1 (5) |Kinase associated protein phosphatase pl: 6.45, MW: 64,9 kDa
#104 64 4 (5) | Peptide transporter PTR2-B (Histidine). pl: 5.49, MW: 64,4 kDa
Silberfarbung 4 (5) Peptide transporter PTR2-A pl: 5.28, MW: 67,5 kDa
und #191 .
) : 41,3 (6 :6.19, MW: 43,
Autoradiographie (6) | ATP synthase A chain pl: 6.19, MW: 43,0 kDa
#207 | 384 (6)
# 138 55,7 (5) Hexokinase pl: 5.72, MW: 54,2 kDa
Autoradiographie # 137 54,5 (5) |Hexokinase pl: 5.72, MW: 54,2 kDa
# 155, 156 | 48,8 (6) Presenilin homolog pl: 4.74, MW: 49,3 kDa
#238 | 36,8(7)
Silberfarbung
und Auto- #109 * 60,2 (6) | H(+)/hexose cotransporter pl: 6.84, MW: 57,5 kDa
radiographie

Tabelle 2: Die quantitativ NO3 -induzierten Proteine der wéssrigen Phase des TX-114-
Systems und dazu aus Swiss-Prot vorhergesagte Proteine gleichen oder &hnlichen
Molekulargewichts und IEPes (Proteine gemél3 Tab. 1). Der IEP (pl) ist als geschétzter
Mittelwert angegeben; erlaubte Abweichung waren 2 pH-Einheiten, da das IEF auf
Trdgerampholyten basierte. Erlaubte Abweichung flir das Molekulargewicht: 5%.

* WP #109 zeigte im NH, -Ansatz eine Zunahme der Proteinkonzentration.

Tagldent ordnete den Proteinen der wassrigen Phase des TX114-Systems
verschiedene, aus genomischen Sequenzen hergeleitete Proteine zu.

89 kDa-Protein WP #34: Ein fur eine Rezeptor-artige Proteinkinase codierendes
Gen wurde von van der Knaap et al. (1999) in Oryza sativa beschrieben,
homologe Gene sind aus Zea mays (ZMPK1) und Arabidopsis thaliana bekannt.
Rezeptor-artige Proteinkinasen sind Ser-/Thr-phosphorylierend,
autophosphorylierend und Bestandteil von Signaltransduktionsketten. Ein
homologes Gen aus Nicotiana tabacum codiert fur eine Serin/Threonin-Kinase
mit einer einzelnen hydrophoben Domane (Ito et al., 1994). Dies wirde eine
geringe Detergenzbindungskapazitat und die Anreicherung in der wassrigen
Phase des TX114-Systems erwarten lassen. Das Protein WP # 34 kdnnte daher
eine Rezeptor-artige Proteinkinase darstellen.
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80,2 kDa-Protein WP # 61: Ein Ethylenrezeptor aus Lycopersicum esculentum
vermittelt Ethylen-gesteuerte Prozesse wie z.B. Fruchtreifung (Whitelaw et al.,
2002). Ethylenrezeptoren aus Arabidopsis thaliana haben Domanen mit Histidin-
Kinase-Funktion. Sie besitzen eine einzelne hydrophobe Doméane (Gamble et
al., 2002). Dies lalt ebenfalls eine Anreicherung Uberwiegend in der wassrigen
TX114-Phase erwarten, wie dies auch fur Protein WP # 61 zutrifft. Ein fUr eine
Glutamat Carboxypeptidase codierendes Gen ist aus Arabidopsis thaliana
beschrieben worden, die Funktion ist unklar (Helliwell et al., 2001).

62,1 kDa-Protein WP # 100: Das in unmittelbarer Nachbarschaft zum NR-
Protein WP # 104 (siehe Kapitel 4.6) fokussierende Protein WP # 100 zeigt
Ahnlichkeiten zu einer Kinase-assozierten Protein-Phosphatase. Die NR selbst
wird durch Protein-Kinasen, -Phosphatasen und 14-3-3 Proteine reguliert
(Kaiser und Huber, 2001). Unter der Annahme, dal® Protein WP # 100 eine
Phosphatase ist, konnte diese ein PM-NR assoziertes Protein der Blaulicht-
stimulierten Signaltransduktionskette (Stohr et al., 1995, Matschke et al., 1997)
sein.

64.4 kDa-Protein WP _# 104: Das Protein wurde immunologisch als NR
identifiziert und wird in Kapitel 4.6 beschrieben

41,3 kDa-Protein WP # 191: Die ATP Synthase (A chain) ist ein mitochondriales
Protein (Fontaine et al., 1995). Da das Two-Phase-Partioning sehr reine PM
isoliert (Larsson, 1985), durfte Protein # 191 nicht mit einer ATP Synthase
ubereinstimmen.

38.4 kDa-Protein WP # 207; 35,3 kDa-Protein WP # 246; 22,6 kDa-Protein WP
# 330; 36,8 kDa-Protein WP # 238: Diesen Proteinen konnte Kkein
hypothetisches Protein der Datenbank Swiss-Prot zugeordnet werden.
Mdglicherweise reprasentieren die Proteine bislang nicht bekannte Proteine.
Santoni et al., (2000) zeigten, daf viele PM-Proteine eine unbekannte Funktion
haben, oder fur entsprechende Proteine codierende Gene in genomischen
Datenbanken nicht enthalten sind.

PM-Proteine, die nicht durch Silber angefarbt, aber NO;-spezifisch eine
erhebliche Konzentrationszunahme zeigten (quantitativ NOs-induziert; intensive
Rotfarbung in der Abb. 10), waren:

55,7 kDa-Protein WP # 137; 54,5 kDa-Protein WP # 138; 48,8 kDa-Protein WP
# 155 und 156; 36,8 kDa-Protein WP # 238.

Den Proteinen WP # 137 und 138 entsprach eine Hexokinase. An Arabidopsis
thaliana wurde gezeigt, dald die Glucose phosphoryliernden Hexokinasen an der
Repression von Photosynthese-Proteine codierenden Genen beteiligt sind (Xiao
et al., 2000). Durch Hexokinase-abhangige Regulation werden Wachstums- und
Stress-abhangige Gene in Oryza sativa gesteuert (Ho et al., 2001). Nitrat ist als
Signal auch fir den C-Metabolismus wirksam, z.B. im Metabolismus von
organischen Sauren oder Starke (Scheible et al., 1997) und viele Nitrat-
regulierte Gene sind auch durch Zucker beeinflut (Koch, 1996). Die
Hexokinasen konnten somit Hinweise auf Nitrat-induzierte und den C-
Metabolismus beeinflussende Proteine an der PM von Chlorella saccharophila
sein und ein Beispiel fur eine koordinierte Regulation zwischen C- und N-
Metabolismus darstellen.

Den 48,8 kDa-Proteinen WP # 155 und 156 entsprach ein Presenilin. Dieses
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wird mit der Alzheimer-Erkrankung des Menschen in Verbindung gebracht;
bislang wurde nicht nach einem homologen Protein in Pflanzen gesucht.

Dem einzigen Protein, dass eine NH;'-spezifische Konzentrationszunahme
zeigte (60,2 kDa-Protein WP # 109), entsprach ein H+/Hexose-Cotransporter.
Ein solcher Transporter wurde fiir Chlorella kessleri beschrieben (Ubersicht in
Poa et al., 1998). Hexose-Transporter sind PM-integrale Proteine, daher ist eine
hohe Detergenzbindungskapazitat zu erwarten. Eine Ubereinstimmung mit dem
Protein # 109 der wassrigen Phase ist daher unwahrscheinlich. Eine mdgliche
Erklarung ist das von Pryde (1986) beschriebene Verhalten einiger integraler
Proteine, dennoch in der wassrigen TX114-Phase anzureichern. Sollte dies
auch fur WP # 109 als moglichen H+/Hexose-Cotransporter zutreffen, ware
dieses Protein ein weiterer Beleg flr eine an der PM vermittelte Verknupfung
von C- und N-Metabolismus. Da Chlorella saccharophila fakultativ Hexosen zur
Versorgung mit C-Skeletten aufnehmen kann, ist eine Verkipfung der
Expression der dafur bendtigten Gene mit ausreichender N-Versorgung zu
erwarten. In diesem Zusammenhang sind die Proteine # 48, 49, 58, 62 (Abb. 10)
zu erwdhnen, die bei N-Mangel stirker **S-markiert waren. Diese Proteine
wurden nicht identifiziert, eine Funktion als Rezeptorproteine fur alternative
Stickstoffquellen wie z. B. Aminosauren oder Harnstoff ist denkbar.

4.4.2 PM-Proteine der Detergenz-Phase des TX114-Systems
4.4.2.1 De novo NOs-induzierte PM-Proteine: Nitrat-Transporter?

Insgesamt 16 Proteine wiesen durch NOs™ (14 Proteine) bzw. NH;" (2 Proteine)
als Stickstoffquelle eine Zunahme der radioaktiven Markierung gegenuber der
Kontrolle auf (Abb. 13; Zusammenstellung in Tab. 1). Funf dieser Proteine
waren de novo NOj™-induziert (qualitativ NO3 -induziert).

Diese funf Proteine # 56, 57, 58; 172, 173 hatten eine hohe
Detergenzbindungskapazitat und entsprachen damit hydrophoben, PM-
integralen Proteinen. Den Proteinen gemeinsam war ein basischer |IEP von pH
8-9. Die Proteine # 56, 57, 58 hatten unterschiedliche isoelektrische Punkte,
aber das gleiche Molekulargewicht von 76,6 kDa. Dies galt auch fur die 45,9
kDa-Proteine # 172 und 173. Eine Sequenzierung konnte nicht durchgeflhrt
werden, da die Konzentration dieser Proteine sehr gering war (Tab. 1). Eine
praparative 2D-SDS-PAGE anderte dies nicht; die Konzentration war zur
Coomassie-Farbung zu gering (Abb. 33 und 34). Die Identifikation konnte somit
nicht erbracht werden. Das vermutliche Vorliegen eines Nitrat-Transporters wird
aber durch mehrere Eigenschaften der Proteine unterstitzt: NOs-induzierte de
novo-Synthese; Anreicherung in der Detergenzphase, stark basischer IEP. Die
Induktion der Nitrat-Transporter-Gene durch Nitrat ist vielfach belegt (z. B. Tsay
et al., 1993; Trueman et al., 1996; Quesada et al., 1997; Amarasinghe et al.,
1998). Ebenso der hohe Anteil hydrophober Domanen, der -wie der IEP- aus der
Aminosauresequenz der vorherzusagenden Proteinen abgeleitet werden kann.
Zum Vergleich mit bekannten Nitrat-Transportern sind in Tabelle 3
Molekulargewicht und IEP verschiedener Nitrattransporter zusammengestellt.
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Species Amino- Mol.- IEP
sauren Gewicht
Triticum aestivum (Yin et al., 2000) 507 54,70 8,53
Hordeum vulgare (Trueman et al., 1996) 507 54,67 8,39
Nicotiana plumbaginifolia Nrt2;1(Quesada et al., 1997) 530 57,46 9,21
Hordeum vulgare (Vidmar et al., 1999) 507 54,59 8,54
Arabidopsis thaliana (Nakamura et al., 1998) 527 57,76 9,04
Lotus japonicus (Forde, 2001) 530 57,62 9,18
Lycopersicon esculentum NRT2;1 (Ono et al., 1998) 530 57,41 9,33
Oryza sativa (Tanaka, 1998) 533 57,23 8,43
Arabidopsis thaliana NRT2-1(Filleur und Daniel-Vedele, 1999) 530 57,70 8,85
Chlamydomonas reinhardtii (Quesada et al., 1994) 546 59,13 8,87
Cylindrotheca fusiformis (Hildebrand und Dahlin 1999) 482 51,80 5,16
Thalassiosira weissflogii (Song und Ward, 2002) 445 47,46 8,49
Skeletonema costatum (Song und Ward, 2002) 487 52,25 7,42
Chlorella sorokiniana (Tischner et al., 2001) 625 67,44 9,00
Synechococcus sp. (Sakamoto et al., 1999) 534 58,15 8,13
Emericella (=Aspergillus) nidulans (Unkles et al., 2001) 497 53,73 9,12
Pichia angusta (Avila et al. 1996) 508 55,76 8,37

Tabelle 3: Auswahl bekannter, Nitrat-Transporter codierender Gene aus hbéheren und
niederen Pflanzen sowie Pilzen. Angegeben sind Anzahl der Aminosduren und
theoretisches Molekulargewicht sowie IEP. Fettgedruckt sind Hbchst- und Kleinstwert
des Molekulargewichtes der zu erwartenden Nitrat-Transporter-Polypeptide.

Allen vorherzusagenden Nitrat-Transportern in Tabelle 3 ist ein basischer IEP
von durchschnittlich pH 8,5 gemeinsam. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem
IEP von ca. pH 8 der Proteine # 56, 57, 58 und dem IEP von ca. pH 9 der
Proteine # 172, 173. Die Molekulargewichte der Nitrat-Transporter in Tabelle 3
streuen von 67,4 kDa bei Chlorella sorokiniana bis zu minimal 47,5 kDa bei der
marinen Diatomee Thalassiosira weissflogii. Die Molekulargewichte von 76,6
kDa der Proteine # 56, 57, 58 sowie 45,9 kDa der Proteine # 171, 172
uberschreiten bzw. unterschreiten jedoch die Molekulargewichte der bekannten
Nitrat-Transporter. Dennoch mul} dies noch kein Ausschlul3kriterium sein, da
das Molekulargewicht eines Nitrat-Transportes in Chlorella saccharophila nicht
bekannt ist. Welche gelelektrophoretischen Eigenschaften Nitrat-Transporter in
der 2D-SDS-PAGE haben, ist bislang nicht bekannt. Dies verwundert bei der
mehrfach gezeigten Expression von Nitrat-Transportern in Xenopus-Oocyten
(Lin et al., 2000; Liu et al., 1999; Zhou et al., 1998; Huang et al., 1996; Tsay et
al., 1993). Eine 2D-SDS-PAGE der Oocyten-PM-Proteine vor bzw. nach mRNA-
Injektion sollte das Transporter-Protein als theoretisch einziges de novo-Protein
nachweisen lassen. Fehlende Untersuchungen dazu sind moglicherweise in den
diskutierten Schwierigkeiten der 2D-SDS-PAGE von PM-Proteinen begrindet.
Die gelelektrophoretischen Eigenschaften der bekannten Transporter beruhen
daher bislang auf Vorhersagen.

Von gelelektrophoretischen Untersuchungen NOs-induzierter und %S-markierter
PM-Proteine berichten McClure et al. (1987), Dhugga et al. (1988), Ni und
Beevers ( 1994) und zuletzt Ageorges et al. (1996). Alle Untersuchungen
wurden an Zea mays durchgefuhrt. Plasmamembran-Proteine von 31, 40, 70,
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95, 165 kDa Molekulargewicht wiesen eine Zunahme der Konzentration nach
NOs" -Induktion auf. Doch auch die jungste 2D-SDS-PAGE-Analyse (Ageorges
et al., 1996) zeigte nur eine Zunahme der Konzentration bereits vorhandener
Proteine von 39 und 61 kDa. Die Autoren vermuten unter diesen Proteinen das
Vorliegen eines Nitrat-Transporters. Auch die von Stdhr (1988) aus der PM von
Chlorella saccharophila isolierten Proteine (22, 31, 48, 70, 140, 195 kDa)
zeigten nur eine Zunahme der Konzentration nach NOj-Induktion. Die in
vorliegender Untersuchung erreichte Spezifitdt (2D-SDS-PAGE; TX114-
Detergenzphase; de novo-Bildung; basischer |EP) wurde in keiner der
vergleichbaren  Untersuchungen erreicht. Die dadurch bestimmbaren
Eigenschaften der Proteine # 56, 57, 58 sowie # 172, 173 deuten -mit
Ausnahme des Molekulargewichtes- massiv auf induzierbare Nitrat-Transporter
von 45,9 und 76,6 kDa Molekulargewicht in Chlorella saccharophila hin.

4.4.2.2 Proteine mit NOs'-induzierter Konzentrationszunahme

Neun Proteine zeigten eine Zunahme der Konzentration (Haufigkeit) nach Gabe
von NO3, zwei Proteine nach Gabe von NH,". Die Proteine konnten durch
Silber angefarbt werden. Im Gegensatz zu den funf NOj™-spezifisch de novo-
gebildeten und als qualitativ_ NOs~ -induziert bezeichneten PM-Proteinen sind
diese 11 Proteine durch NOj; bzw. NH4 lediglich in der Konzentration
beeinflul3t. Diese 11 Proteine wurden, wie eingangs definiert, zur Abgrenzung
als quantitativ_induziert bezeichnet. Eine NOj-induzierte Konzentrations-
zunahme zeigte Protein # 87 von 67,8 kDa. Dieses Protein hatte einen
basischen |IEP (~pH 8) und wich damit vom Nitrat-Transporter in Chlorella
sorokiniana nur um ca. 1 pH-Einheit im IEP und 0,4 kDa im Molekulargewicht
ab. Auch die Proteine # 161 und 162 von 47,3 kDa und einem |IEP von ca. pH 9
zeigten eine NOs™-induzierte Konzentrationszunahme und basischen IEP. Diese
Proteine stimmten mit dem Nitrat-Transporter aus Thalassiosira weissflogii (47,5
kDa) in Molekulargewicht und IEP gut Gberein.

Gegen die Identifikation als Nitrat-Transporter spricht aber die Synthese dieser
Proteine in erheblich geringerer Konzentration im NH;" -haltigen Medium. NH;"
inhibiert die Nitrat-Transporter codierenden Gene z.B. in Chlamydomonas
reinhardtii (Galvan et al.,1996; Quesada und Fernandez, 1994). Das diese
Proteine einen NH,4 -insensitiven, konstitutiven Nitrat-Transporter reprasentieren
ist somit unwahrscheinlich. Allerdings wurde ein NH;'-insensitives Nitrat-
Aufnahmesystem in der Hefe Hansenula polymorpha nachgewiesen (Machin et
al., 2001). Auch in héheren Pflanzen wurde ein Nitrat-Transporter codierendes
Gen GmNRT1-2 aus Glycine max beschrieben, dass zumindest graduell bei
NH," als N-Quelle exprimiert wird (Yokoyama et al., 2001). Gilt dies auch fur
niedere Pflanzen wie Chlorella saccharophila, ware die fehlende NH4'-
Repression der Proteine # 161, 162 und 87 kein Ausschluf3kriterium.

Insgesamt liegen in Chlorella saccharophila somit vier mogliche Nitrat-
Transporter-Proteine vor. NOs-induziert de novo-synthetisiert die 45,9 kDa-
Proteine # 172, 173 und die 76,6 kDa-Proteine # 56, 57, 58. Die Neusynthese
deutet auf induzierbare Nitrat-Transporter hin. Sowie die 47,3 kDa-Proteine #
161, 162 und das 67,8 kDa-Protein # 87 mit einer NOs™-induzierten Zunahme der
Proteinkonzentration. Die Zunahme der Proteinkonzentration deutet auf
konstitutive Nitrat-Transporter hin.
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Bei NH4" als N-Quelle zeigten die Proteine # 204 und 205 (38,0 und 37,3 kDa;
IEP ca. pH 4) eine Zunahme der Konzentration. Eine Suche mdglicher Proteine
mit dem bereits genannten Swiss-Prot-Tool ,Tagldent* brachte keine Hinweise
auf PM-integrale Proteine. Die aufgefundenen Proteine ahnlichen IEPs und
Molekulargewichts waren Thylakoidmembran-Proteine. Diese sind in der PM
nicht enthalten. Zu erwartende Ammonium-Transporter weichen in IEP und
Molekulargewicht erheblich von Protein # 204 und 205 ab (z.B. Arabidopsis
AtAMT1;3 Ammonium-Transporter: pH 6.54; 55,75 kDa. Aus: Gazzarrini et al.,
1999). Denkbar ist das Vorliegen proteolytischer Abbauprodukte eines
grolReren Transporter-Proteins.

Eine Reihe experimenteller Untersuchungen sollte sich anschlieRen. Zur
Klarung eines externen Nitrat-Sensing sollten Phosphorylierungsexperimente
an der PM mit **P-ATP durchgefiihrt und die Proteine durch eine 2D-SDS-
PAGE aufgetrennt werden. Dies wirde auch zeigen, ob und welche der hier
aufgefiihrten %S-markierten Proteine Bestandteile von
Signaltransduktionsketten sind oder einer Regulation durch
Phosphatasen/Kinasen unterliegen. Insbesondere die Regulation der als DP #
101 nachgewiesenen PM-NR und ihrer vermuteten Rolle als Blaulicht-Rezeptor
konnte dadurch auf Proteinebene verfolgt werden.

Der schnellste Ansatz zur Bestimmung der gelelektrophoretischen
Eigenschaften des oder eines Nitrattransportes ware eine Xenopus-Oocyten-
Expression. Dazu koénnte die mRNA eines beliebigen Nitrat-Transporters
dienen. Interessant ware zunachst, inwieweit sich vorhergesagte und
tatsachliche gelelktrophoretische Eigenschaften decken. Die vergleichende 2D-
SDS-PAGE der Xenopus-Proteine sollte die erstmalige Identifikation und
Ansequenzierung eines Transporters durch MS-MS oder MALDI-ToF-MS
erlauben. Die Isolierung des Transporter-Proteins sollte  mdgliche
Regulationsmechanismen, Isoformen und Substratspezifitdten zuganglich
machen. Diese sind bei der Vielzahl der mittlerweile beschriebenen
Aufnahmekinetiken und Nitrat-Transporter-codierender Gene zu erwarten, die
teilweilse Uberlappende Kinetiken zeigen und eine komplexe Regulation ahnlich
der NR erwarten lassen.

4.5 Photoaffinitatsmarkierung mit '“C-DNPA

Zur |dentifizierung von Transporterproteinen konnen Substratanaloga
eingesetzt werden, die stabil am gesuchten Protein binden und daran detektiert
werden konnen. Voraussetzungen dazu sind eine moglichst hohe Spezifitat des
Analogons und die Ausbildung einer stabilen, kovalenten Bindung an das
Zielprotein.  Verschiedene, als ,Cross Linking Agents® bezeichnete
Substanzklassen wie etwa Acylhalide, Isothiocyanate und Arylazide erlauben
durch Aktivierbarkeit (z.B. durch Photolysis) und hohe Reaktivitat der
entstehenden Produkte eine kovalente Bindung (Findlay und Evans, 1987).
Glogau (1994) zeigte eine kompetitive Hemmung der Nitrataufnahme (K; = 1,6
MM) von Chlorella saccharophila durch das Arylazid 2,6-Dinitrophenylazid
(DNPA). DNPA ist photolysierbar und zerfallt bei Bestrahlung mit Licht (364 nm)
unter Abspaltung von N3 in ein reaktives Nitren. Das Nitren kann mit unmittelbar
benachbarten Lysinresten unter kovalenter Bindung reagieren (,nearest
neighbour interaction). Zum Nachweis des DNPA wurde in vorliegender
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Untersuchung ein '“C-markiertes DNPA eingesetzt. Bei diesem war der
Benzolring mit dem radioaktiven Kohlenstoff-Isotop 'C substituiert. Der
Nachweis der DNPA-markierten Proteine erfolgte durch Radiographie.
Zielsetzung bei diesen Experimenten war die in situ Markierung des Nitrat-
Transporters an der PM. Eine Inkubation der PM mit dem Nitratanalogon '*C-
DNPA sollte die Nitrat-Bindungsstelle des Transporters zunachst reversibel mit
“C-DNPA besetzen. AnschlieRende Photolysis sollte das '*C-DNPA kovalent
und irreversibel an der Nitrat-Bindungsstelle binden. Der Zerfall des DNPA war
photometrisch durch Verschiebung der Absorptionsmaxima zu beobachten und
war nach 10 min Belichtung (364 nm) abgeschlossen (Abb. 14).

Durch 50 pM ™C-DNPA im Reaktionsansatz war der Nachweis DNPA-
markierter PM-Proteine in einem vertretbaren Zeitraum der Expositionsdauer
der Filme (21-28 d) méglich. Eine zehnfach hohere C-DNPA-Konzentration
zeigte bei kurzerer Expositionsdauer zwar das gleiche Muster markierter
Proteine. Dies fuhrte aber zu einem sehr hohen Hintergrundsignal und
beeintrachtigte bzw. verhinderte die Erkennung der Proteinbanden (Abb. 15).
50 uM "C-DNPA entsprach dem fast Vierzigfachen des von Glogau (1994)
bestimmten K; der Hemmung der Nitrataufnahme. Eine geringere '“C-DNPA-
Konzentration (5; 0,5 pyM DNPA) reichte aber zu einem Radioaktivitats-
Nachweis nicht mehr aus (Abb. 15). Die zum autoradiographischen Nachweis
bendtigte C-DNPA-Konzentration von 50 uM fiihrte zu einer groRen Zahl
DNPA-markierter Proteine von 17; 23; 26; 36; 38; 38,5; 40; 43; 45; 47; 53; 58;
64; 75 und 112 kDa Molekulargewicht im SDS-Gel. Zum Teil entsprach das
Muster der Markierung der Quantitatsverteilung der silbergefarbten Proteine im
SDS-Gel (17, 36, 40 kDa-Protein; Abb. 16). Dies deutete auf sehr unspezifische
“C-DNPA-Bindung hin und verhinderte die Eingrenzung eines méglichen Nitrat-
Transporters. Auch nach Hydrophober Interaktions-Chromatographie (HIC) von
PM-Proteinen verringerte sich die Anzahl *C-DNPA-markierter Proteine nicht.
Die 'C-DNPA-markierten Proteine der HIC-Fraktionen waren durch
Autoradiographie (Film-Exposition) nicht nachweisbar. Die Autoradiographie
einer hochempfindlichen Phospho-Imager-Platte zeigte eine Vielzahl von sehr
schwach markierten Proteinen (Abb. 17). Lange Praparationszeiten und
dadurch mogliche Proteolysis sowie die durch HIC zerstorte in situ-Struktur der
PM-Proteine vor "C-DNPA-Markierung sind mégliche Ursachen der schwachen
und unspezifischen Markierungen. Die HIC der radioaktiv markierten Proteine
konnte nicht im Isotopenlabor durchgefuhrt werden, da die bendtigte Anlage
(FPLC-System) dort nicht zur Verfligung stand. Die PM-Proteine mufdten
deshalb zunachst solubilisiert und nicht-radioaktiv durch HIC getrennt werden.
Erst die HIC-fraktionierten Proteine konnten mit *C-DNPA radioaktiv markiert
werden. Die Proteine lagen dann aber nicht mehr in Vesikeln vor, sondern
waren in Detergenzmicellen solubilisiert. Die geringe Spezifitat der
Proteinmarkierung war hauptsachlich durch die niedrige spezifische
Radioaktivitdt des '*C-DNPA von 6 mCi/mMol bedingt. Um DNPA-markierte
Proteine autoradiographisch nachzuweisen, mufdte die niedrige spezifische
Radioaktivitdt durch eine hohere DNPA-Konzentration ausgeglichen werden.
Um dennoch einen Nitrat-Transporter in der PM einzugrenzen, wurde eine 2D-
SDS-PAGE der "C-DNPA-markierten Proteine durchgefiihrt.

Das DNPA beeinflute die Stabilitit des pH-Gradienten. Bei 50 uM "“C-DNPA
im Reaktionsansatz war der neutrale pH-Bereich (pH 6-8) gestaucht. Hohere
“C-DNPA-Konzentrationen (250, 500 uM) filhrten zu einer stark abnehmenden
Trennleistung des IEF und Proteinverlusten (Abb. 18). Wechselwirkungen von
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{iberschiissigem “C-DNPA mit den Trager-Ampholyten oder eine nachtragliche
kovalente Bindung von nicht vollstandig gespaltenem '“C-DNPA kénnten die
Pufferungskapazitat des IEF herabgesetzt haben. Die Fallung der Proteine zur
Entfernung  des  ungebundenen  ™C-DNPA  verhinderte  den
autoradiographischen Nachweis der Proteine nach 2D-SDS-PAGE. Obwohl
DNPA kovalente Bindungen ausbildet, scheint die DNPA-Markierung mit
organischen Ldsungsmitteln (in der Chloroform-Methanol-Féallung bzw. 50%
Ethanol-Losung (v/v) der Silberfarbung) entfernbar. Die Lipophilie des stark
apolaren DNPA koénnte eine mogliche Ursache sein. Daher wurde die 2D-SDS-
PAGE in Gegenwart des (iberschiissigen '“C-DNPA durchgefilhrt und die
Beeinflussung des pH-Gradienten in Kauf genommen.

Die "C-DNPA-Markierung der Proteine war jedoch von der Orientierung der
PM-Vesikel abhangig. @ Wurden inside-out-Vesikel —mit freigelegter
cytoplasmatischer Seite der PM mit “C-DNPA inkubiert, wurden hauptsachlich
die mit I, Il und IV bezeichneten Proteine von 71, 64, 45 kDa markiert (Abb. 20
A). Deren DNPA-Bindungsstelle war somit auf der cytoplasmatischen Seite.
Das 64 kDa-Protein Il konnte der PM-NR zugeordnet werden. Bei den
morphologisch richtig orientierten right-side-out-Vesikeln wurde ein 75 kDa-
Protein DNPA-markiert (Abb. 20 B).

Die Markierung der genannten Proteine wurde aber durch NO3™ nicht beeinfluf3t
(Abb. 20 C, D). Ein 500facher NO3-Uberschuss im Reaktionsansatz reichte
nicht aus, um eine Anlagerung des Nitrataufnahme-Hemmstoffs *C-DNPA an
der moglichen Nitrat-Bindungsstelle zu verhindern. Trotz des NO;™-
Uberschusses fiihrte die anschlieRende Photolysis unverdndert zu einer
kovalenten Bindung des 'C-DNPA an den gleichen Proteinen. Eine
Kompetition lag somit nicht vor und hat zwei mogliche Ursachen. 1. Es liegt am
Protein fur Nitrat bzw. DNPA ein unterschiedlicher Bindungsort vor. 2. Die
Affinitat des DNPA zur Nitrat-Bindungsstelle ist gegenuber NOs; sehr viel
gréRer. Dies ist unwahrscheinlich, da keine strukturelle Ubereinstimmung
zwischen DNPA-Nitrogruppen (NOz) und NOj3™ als eigentlichem Transporter-
Substrat vorhanden ist. Daruberhinaus a3t die groRe Zahl markierter Proteine
auf der cytoplasmatischen PM-Seite nicht eine entsprechende Zahl Nitrat-
bindender Proteine erwarten. Vermutlich sind daher bevorzugt solche Proteine
markiert, wo eine Peptidschlaufe oder der C-Terminus in das Cytoplasma ragt
und besonders exponiert ist. Dies ist z.B. bei PM-gebundenen Kinasen oder
durch sie regulierte Proteine zu erwarten und wird durch die Markierung der
PM-NR mit DNPA bestatigt. Fur die PM-NR wird die Beteiligung an einer
Signaltransduktionskette vermutet (Matschke et al., 1997).

Durch die fehlende NOs-Kompetition vor Photolysis und unveranderter '*C-
DNPA-Markierung bei allen nachgewiesenen Proteinen ist das Vorliegen eines
Nitrat-Transporters unwahrscheinlich. Damit ist auch das 75 kDa-Protein || mit
14C—DNPA-BindungssteIIe im periplasmatischen Raum nicht als madglicher
Nitrat-Transporter anzusehen. Auch eine Sensorfunktion dieses Proteins fur
NO; ist auszuschlieRen, da der NOj;-Uberschuss das DNPA vor seiner
Photolyse und kovalenten Bindung hatte verdrangen mussen.

Zur Auftrennung der C-DNPA-markierten Proteine nach Hydrophobizitéts-
eigenschaften wurde eine TX114-Fraktionierung durchgeflihrt. Die damit
notwendige Chloroform-Methanol-Fallung zur Extraktion der Proteine aus den
TX114-Phasen verhinderte aus 0.g. Grinden eine Auftrennung in der 2D-SDS-
PAGE. Daher wurden die TX114-Phasen in einer einfachen SDS-PAGE
getrennt. Die Molekulargewichte der autoradiographischen Signale von SDS-
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PAGE und 2D-SDS-PAGE stimmten bis auf vier Proteine Uberein. Diese vier
Proteine waren im 2D-SDS-PAGE nicht aufgetreten (Abb. 21, graue Pfeile).
Dass gerade diese fehlenden Proteine Nitrat-Transporter sind, ist
unwahrscheinlich, da auch hydrophile Proteine der wassrigen TX114-Phase
fehlten. Diese Phase enthielt auch das von allen PM-Proteinen am starksten
“C-DNPA-markierte 53 kDa-Protein. Dieses Protein wurde in der 2D-SDS-
PAGE nicht gefunden; Ursachen hierfur und mdgliche Strategien zur
Gewinnung sind in Kapitel 4.2.2 besprochen.

Die geringe spezifische Radioaktivitat des DNPA und die fehlende Kompetition
mit Nitrat verhinderten eine Eingrenzung eines Nitrat-Transporters der PM
durch DNPA-Markierung. Die fehlende NO3;-Kompetition der DNPA-Markierung
steht im Widerspruch zu Glogau (1994), der eine Kompetition durch Messung
der in vivo-Nitrataufnahme zeigte. Es sollte daher sowohl die Hemmung der
NOjs-Aufnahme durch DNPA, als auch die NOjs-Kompetition durch
Aufnahmemessungen mit einer lonen-sensitiven Elektrode Uberpruft werden.
Die DNPA-Synthese sollte mit einer Ausgangsverbindung mit hdherem ™C-
Anteil durchgefuhrt werden. Die Nachweis-Empfindlichkeit ist von der
spezifischen Radioaktivitat abhangig. So hatte das zur 35S—Markierung der PM-
Proteine eingesetzte *°S-Methionin eine spezifische Radioaktivitat von 1215
Ci/mMol. Der Nachweis der *S-Methionin-Markierung war dadurch rund
200.000 fach empfindlicher.

DNPA scheint aber ein geeignetes Werkzeug zur Bestimmung der
Proteinorientierung in der PM zu sein. Die unterschiedliche Markierung bei
right-side-out- bzw. inside-out-Vesikeln zeigte dies. Sollte eine rein
unspezifische nearest-neighbour-DNPA-Bindung vorliegen, wuirden damit
bevorzugt aus der PM in das Cytoplasma ragende Peptidstrukturen
nachgewiesen werden koénnen. Dies ist denkbar als eine gemeinsame
Eigenschaft der grol’en Zahl der durch DNPA nachgewiesenen Proteine. Die
PM-NR ist ein DNPA-markiertes Protein. Modglicherweise ist ein erheblicher
Anteil der DNPA-markierten Proteine an Signaltransduktionskaskaden beteiligt.
Eine Ubersicht Uber Verfahren der Photoaffinitatsmarkierung zur ldentifikation
und Lokalisation von an Signaltransduktionprozessen beteiligten PM-Proteinen
gibt Dorman (2001). Durch Anheftung von Arylaziden an DNA und eine
Photolyse nach Bindung von Polymerase-Proteinen konnten die am Aufbau von
DNA-Polymerase-Transkriptionskomplexen beteiligten Polymerasen in Hefen
identifiziert werden (Tate et al., 1998).
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4.6 Plasmamembran-gebundene Nitrat-Reduktase

Zur Untersuchung der %5S-markierten Proteine, die nach NOjs-Induktion eine
hdhere Proteinkonzentration zeigten (quantitativ NOs*-induziert), wurde ein
immunologischer Nachweis der PM-gebundenen Nitrat-Reduktase (PM-
NR)(Stohr et al., 1993; Tischner et al., 1989) durchgefuhrt. NO3™ induziert die
NR-Synthese (Daniel-Vedele und Caboche, 1996). Unter nicht optimierten 2D-
SDS-PAGE-Bedingungen wurden drei Proteine mit den Molekulargewichten
67,3; 64,4 und 58,9 kDa durch den NR-AK immunologisch nachgewiesen.
Daneben traten im basischen pH-Bereich des |IEF schwacher detektierte
Polypeptide mit 71 kDa Molekulargewicht auf (Abb. 23). Dieses Protein-
Verteilungsmuster der PM-NR entsprach dem von Stohr (1993) gezeigten
Western Blot der PM-NR am gleichen Objekt nach 2D-SDS-PAGE. Die von
Stohr (1993) bestimmten Molekulargewichte wichen von den vorliegend
bestimmten ab, und waren 64, 60 und 55 kDa. Dies liegt innerhalb der
10 %igen Streuung bei der Molekulargewichtsbestimmung in SDS-Gelen
(Weber und Osborn, 1969).

Die fur Plasmamembran-Proteine optimierte 2D-SDS-PAGE fihrte zum
Nachweis des einzigen, NOs-induzierten Polypeptids der PM-NR. Die unter
nicht optimierten 2D-SDS-PAGE-Bedingungen getrennten drei NR-Polypeptide
von 67,3; 64,4 und 58,9 kDa erwiesen sich als Uberlagerungen jeweils
mehrerer Polypeptide gleichen Molekulargewichts (Abb. 25, NR-Blot). Die vier
schwersten vom NR-Antikorper detektierten (NR-AK-antigenen) Polypeptide
von 67,3 kDa waren in der Detergenz-Phase des TX114-Systems angereichert
(DP # 75; 76; 77; 78). In geringer Konzentration traten DP # 75 und 76 auch in
der Wassrigen Phase auf (darin als WP # 85 und 86). Diese Polypeptide der
NR verhielten sich somit amphiphil (Abb. 25, Silberfarbungen WP, DP). Der
Vergleich des NR-Western-Blot mit den Autoradiographien der **S-markierten
Proteine zeigte aber ausschliel3lich das 64,4 kDa Protein DP # 101 (WP # 104)
als sowohl NR-AK-antigen, als auch durch NOs™ induziert **S-markiert (Abb. 25,
358, vertikaler Pfeil). Damit war das 64,4 kDa Protein DP # 101 das einzige NOs3’
-induzierte und NR-AK-antigene Polypeptid. Die ebenfalls vom NR-AK
detektierten Polypeptide von 67,3 und 58,9 kDa waren nicht radioaktiv markiert.

Die NR unterliegt einer vielfaltigen Regulation: Genexpression, katalytische
Aktivitat und Degradation des Proteins (Kaiser und Huber, 2001). Der von Stohr
(1993) vermutete sukzessive Zerfall des 95 kDa-PM-NR-Monomers von
Chlorella saccharophila in Fragmente von 67, 64 und 55 kDa scheint nicht
zutreffend. Waren die NR-Polypeptide von 67,3; 64,4 und 58,9 kDa
Degradationsprodukte eines gemeinsamen NR-Monomers, so mufdten alle
durch Degradation entstandenen Polypeptide radioaktiv markiert sein. Da nur
das 64,4 kDa-Polypeptid radioaktiv markiert ist, kann auch nur dieses
Polypeptid ein mdgliches Bruchstlick einer neu synthetisierten NR darstellen.
Das 64,4 kDa Polypeptid zeigt damit eine Regulation der NR-Aktivitat auf
transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene durch Proteinneusynthese
und nachfolgender Degradation. Eine Regulation der NR-Aktivitat auf
transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene wird fur die NR in Chlorella
vulgaris gezeigt (Cannons, 2001; Cannons und Cannon, 2002). Die nicht neu
synthetisierten (keine *°*S-Markierung) NR-Polypeptide von 67,7 und 59,8 kDa
lassen vermuten, dass diese einem anderen, hohermolekularen Polypeptid der
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NR enstammen, einen langsamen turn-over haben und einer
posttranslationalen Regulation der NR unterliegen. In hoheren Pflanzen
(Nicotiana tabacum) liegen mehrere NR-codierende Gene vor (Scheible et al.,
1997), was das Auftreten dieser Polypeptide erklaren konnte. Die ausbleibende
Neusynthese nach NOgs™-Induktion geht moglichweise auf eine stark verzogerte
Degradation zurtck. Abbau und Halbwertszeit der cytosolischen NR scheinen
von Phosphorylierungszustand und Bindung von 14-3-3-Proteinen abhangig zu
sein; eine Aktivierung der NR fuhrt zu einer erhdhten Stabilitat (Kaiser und
Huber, 2001).

Es ist nicht bekannt, ob das native 234 kDa-Holoenzym der PM-NR in Chlorella
saccharophila (Stéhr, 1993) ein Homodimer darstellt, oder ob verschiedene
Monomere daran beteiligt sind. In Nicotiana tabacum scheint die PM-NR von
einem einzelnen Gen codiert zu sein (Wienkoop et al., 2001; Mol.-Gewicht nicht
angegeben), die native PM-NR in Nicotiana tabacum hat ein Molekulargewicht
von ca. 200 kDa (Stohr et al., 2001). Welche der gezeigten NR-Polypeptide
oder -Fragmente vermutlich die PM-NR in Chlorella saccharophila konstituieren,
ergibt sich aus der Verteilung der Polypeptide in der TritonX114-Fraktionierung.
Die Polypeptide von 67,3 und 58,9 kDa waren in der TX114-Detergenzphase
erheblich starker angereichert (Abb. 25, DP+WP Silberfarbung). Die PM-NR ist
uber einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker in der PM verankert und tritt in
der TX114-Detergenzphase auf (Stdéhr, 1995a). Somit stellen die nicht-
radioaktiven Polypeptide von 67,3 und 58,9 kDa mit hoher Wahrscheinlichkeit
Polypeptid-Bruchstliicke der PM-NR dar und deuten eine gegenuber der
I6slichen NR abweichende Regulation an. Die vermutete Beteiligung der PM-
NR an Signaltransduktionsprozessen (Matschke et al., 1997) unterstitzt diese
Annahme. Das radioaktiv markierte Polypeptid von 64,4 kDa (DP # 101/WP #
104) war in der wassrigen TritonX114-Phase starker angereichert. Die
cytoplasmatische NR ist -als Verunreingung in PM-Vesikeln eingeschlossen-
verstarkt in der wassrigen TX114-Phase zu erwarten. Dies wirde auch den
hoheren Anteil des 64,4 kDa-Polypeptides in dieser Phase erklaren. Damit
scheint dieses Polypeptid ein Fragment der ldslichen, cytoplasmatischen NR in
Chlorella saccharophila darzustellen.

Nicht auszuschliel3en ist eine Kreuzreaktivitat des NR-Antikorpers mit weiteren
Proteinen der PM. Bei alteren Seren ist zu berlucksichtigen, dass
mdglicherweise nur ein durch SDS-Gelektrophorese bis zur Homogenitat
gereinigtes Protein zur Immunisierung eingesetzt wurde. Darin kdnnen weitere
Proteine gleichen Molekulargewichts enthalten sein, die dann ebenfalls antigen
wirken und Kreuzreaktionen des Serums auslosen. Zu den NR-AK-detektierten
Polypeptiden wurde eine Suche von Proteinen gleichen Molekulargewichtes
und isoelektrischen Punktes mit dem Swiss-Prot Suchwerkzeug ,Tagldent®
durchgefuhrt. Sowohl fur die 67,3 wie auch die 64,4 kDa-Polypeptide wurden
Gene fur Peptid-Transporter der Plasmamembran gefunden (PTR2-A pl: 5.28,
MW: 67,5 und PTR2-B (Histidin-Transporter) pl: 5.49, MW: 64,4 kDa), die fast
identische gelelektrophoretische Eigenschaften zeigen.

Die gezeigte Herkunft der NR-Polypeptide von unterschiedlichen NR-
Monomeren und die zu vermutende unterschiedliche Regulation lassen in
Chlorella saccharophila zwei NR-codierende Gene fir PM-NR und NR [Cytosol]
erwarten. Dass die PM-NR, abgesehen vom GPI-Anker, aus den gleichen
Monomeren aufgebaut ist wie die cytoplasmatische NR scheint aufgrund der
gezeigten Ergebnisse unwahrscheinlich. Von der Phosphorylierung/
Dephosphorylierung der NR und nachfolgender Mg?*/Polyamine-abhangiger
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Bindung eines 14-3-3-Proteins an der phosphorylierten NR berichten Lillo und
Appenroth (2001). Zur Klarung der NR-Holoenzym-Struktur und der Regulation
der verschiedenen, gezeigten NR-Polypeptidfragmente sollten deren *P-
Phosporylierbarkeit und immunologisch, eine Interaktion mit 14-3-3-Proteinen
durch hochauflésende 2D-SDS-PAGE geprift werden. Eine Regulation der PM-
NR durch Degradation scheint auch deshalb unwahrscheinlich, weil die
vermutete Funktion als Blaulichtrezeptor (Matschke et al., 1997) eine schnelle
Signaltransduktion erfordert. Moglicherweise wird dies Uber mitogen-aktivierte
Protein-Kinasen (MAPK) vermittelt. Diese sind bekannt fur eine Aktivierung
durch extrazellulare Stimuli (Baudouin et al., 2002). Ein immunologischer
Nachweis von phosphorylieten MAPKn (Antikorper gegen MAPK von New
England Biolabs/Transduction labs, USA) nach Blaulichtpulsen bzw. Nitrat-
Induktion sollte dartber Aufschlul® geben.

4.7 Immunologischer Nachweis eines Nitrat-Transporters

Ein Nitrat-Transporter in Chlorella saccharophila sollte durch immunologischen
Nachweis (Western Blot) identifiziert werden. Zur Herstellung eines Nitrat-
Transporter-spezifischen Antikorpers mufdten zunachst geeignete Antigene zur
Kaninchen-Immunisierung ausgewahlt werden. Da Uber die
Aminosauresequenz eines Nitrat-Transporters in Chlorella saccharophila keine
Informationen vorlagen, wurde auf die aus den Genen bekannter Nitrat-
Transporter (Beispiele in Tab. 3) abzuleitenden Aminosauresequenzen
zuruckgegriffen. Um innerhalb der Nitrat-Transporter phylogenetisch mdglichst
hoch konservierte Regionen zu erfassen, wurden Nitrat- und Nitrit-Transporter
hdherer und niederer Pflanzen bertcksichtigt, daneben solche aus Aspergillus
(Emericella) nidulans und Escherichia coli. Die in Algen und Pflanzen
vertretenen Nitrat-Transporter, sowie die aus A. nidulans und E. coli
beschriebenen (CRNA und NarK) gehoren zur Familie der Major Facilitator
Superfamily (MFS) der Membrantransporter (Trueman et al., 1996). Die Nitrat-
und Nitrit-Transporter wurden innerhalb der MFS von Poa et al. (1998) als
Gruppe der Nitrat-Nitrit-Transporter (NNP) zusammengefasst. Durch ein
Alignment der Aminosauresequenzen der NNP nachgewiesen, bestehen
zwischen NarK, CRNA und den pflanzlichen Nitrat-Transportern gemeinsame,
hoch konservierte Aminosauresequenzen: Das Motiv A-G-(w,l)-G-N-M-G tritt
ubergreifend auf und scheint an der Substrat-Erkennung beteiligt (Trueman et
al., 1996). Zur Peptidsynthese und nachfolgenden Kaninchen-Immunisierung
wurden aus einem Alignment von NNP-Aminosauresequenzen die drei am
hochsten konservierten Regionen ausgewahlt, u.a. das obige Motiv (Abb. 26).
Damit sollte sichergestellt werden, das mit einem auf Proteinvorhersagen
beruhenden Antikorper auch solche Transporter detektiert werden, deren
Aminosauresequenz nicht im Alignment bertcksichtigt war. Somit sollte auch
ein Nitrat-Transporter in Chlorella saccharophila durch diesen Antikorper
detektiert werden kdnnen.

Die Synthese der aus den ausgewahlten, hochkonservierten Regionen
ermittelten Peptide von 10 bzw. 15 Aminosauren Lange sowie die
Immunisierung der Kaninchen wurde von Herrn M. Benli der Fa. BioScience
durchgefuhrt. Die Peptide enthielten einen hohen Anteil lipophiler Aminosauren,
diese waren als Bestandteile der Consensus-Bereiche unvermeidlich. Uber
Schwierigkeiten beim Auflésen der Peptide zur Immunisierung wurde von Fa.
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BioScence nicht berichtet. Dort fihrten aber Probleme in der Tierhaltung und
Ausfall der immunisierten Tiere vor dem 2™ Bleeding zu Verzdgerungen und
unvollstindiger Serum-Gewinnung. Gewonnen wurden drei 1% Bleeding-
Immunseren: Serum # 29, # 58, # 119, einschlie3lich der Pra-Immunseren. Nur
Serum # 58 lag auch als 2" Bleeding vor und war nach 2. (Boost-) Injektion
entnommen. Die Seren # 58 und # 29 zeigten eine konzentrationsabhangige
Immunreaktion auf das Peptid 1-Antigen und enthielten damit Peptid1-
spezifische Antikorper (Abb. 27). Eine Affinitdts-chromatographische
Aufreinigung der gewonnenen Seren mithilfe der Peptide wurde auf Empfehlung
von Herrn M. Benli der Fa. BioScience nicht durchgefihrt. Dies sollte
vermeiden, die Antikorper-Fraktion der hochsten Spezifitat durch eine zu feste
Bindung an das immobilisierte Peptid und eine dann erforderliche Elution unter
madglicherweise denaturierenden Bedingungen zu verlieren. Peptide 2 und 3
wurden im Dot Blot nicht spezifisch detektiert und hatten somit keine
Immunreaktion in den Kaninchen ausgeldst. Dies konnte durch die schlechte
Laslichkeit der lipophilen Peptide bedingt sein. Diese bereiteten auch in der
Auflésung fur die Dot Blots Schwierigkeiten und kénnten bei der Immunisierung
der Kaninchen unbemerkt als Prazipitat vorgelegen haben.

Ein mit den Seren # 29 und # 58 geprobter Western-Blot von PM-Proteinen
zeigte eine Reihe von Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts (Abb. 28).
Da diese, wie auch bei dem nicht gezeigten Serum # 119, ebenfalls vom Pra-
Immunserum detektiert wurden, sind die Markierungen als unspezifische
Kreuzreaktionen der Seren anzusehen. Ein 17 kDa-Protein wurde nur von
Serum # 29, nicht aber vom Pra-Immunserum detektiert und stellt damit das
einzige Protein dar, das erst nach Immunisierung detektiert wurde. Somit war
der Antikorper gegen dieses Protein durch Immunsierung induziert. Ob es sich
dabei um ein Fragment eines Nitrat-Transporters handelt, konnte nicht geklart
werden. In der 2D-SDS-PAGE der NOs-induziert *°*S-markierten Proteine lag
ein de novo synthetisiertes Protein entsprechenden Molekulargewichtes weder
in der wassrigen Phase, noch in der Detergenz-Phase des TX114-Systems vor.
Dies spricht gegen das Vorliegen eines moglichen Nitrat-Transporter-
Fragmentes. Der Nachweis eines Nitrat-Transporters durch die hergestellten
Antiseren gelang in Chlorella saccharophila somit nicht.

Serum # 29 detektierte ein 64 kDa-Protein, das eine NOgs™-induzierte
Konzentrationszunahme zeigte. Das Protein wurde nur in Plasmamembranen
gefunden, die durch Chloroplasten- bzw. Thylakoidmembranen grun gefarbt
waren. Diese Verunreinigung trat nach Zellaufbruch mit einer Zellmahle auf,
und ist vermutlich auf starkes Zerscheren der membranaren (mikrosomalen)
Fraktion bzw. Erwarmung zurlckzufihren. Bei Aufbruch der Zellen durch eine
Zellmuhle lieferte das PEG/Dextran Two-Phase-Partioning stets grunlich
gefarbte PM (reine PM ist durch Lipide gelb gefarbt). Das Fehlen des 64 kDa-
Proteins in nicht verunreinigter PM (Blot nicht gezeigt) lal’t es als einen
Bestandteil des Chloroplasten vermuten. Da zur Immunisierung Regionen
ausgewahlt wurden, die auch in Nitrit-Transportern konserviert sind, konnte mit
dem 64 kDa-Protein ein Nitrit-Transporter des Chloroplasten vorliegen. Das
Gen Nar1 in Chlamydomonas reinhardtii codiert fur ein integrales Protein der
Chloroplasten-Hullmembran, das am Nitrit-Transport beteiligt ist (Rexach et al.,
2000). In Cucumis sativus codiert das NITR1-Gen fur einen Nitrit-Transporter
von 67,6 kDa (Takahashi und Sigiura, 2001). Nar1 wird als Bestandteil eines
Gen-Clusters mit weiteren Genen fur die NO3™ -Assimilation in Chlamydomonas
reinhardtii co-exprimiert (Galvan und Fernandez, 2001). Das NOj™-induzierbare
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64 kDa-Protein kénnte somit ein maoglicher Nitrit-Transporter in Chlorella
saccharophila sein.

Serum # 29 detektierte dartiberhinaus in der 2D-SDS-PAGE die ebenfalls vom
NR-AK detektierten Proteine von 67,3; 64,4 und 58,9 kDa. Sowohl Pra-
Immunserum, als auch Immunserum reagierten mit diesen Proteinen. Dies
deutet auf ein Immunglobulin, dass bereits vor Immunisierung vorhanden war
und Affintdt zur NR besitzt. Uber nicht-induzierte, kreuzreaktive Antikdrper
gegen pflanzliche Proteine liegen keine Angaben in der Literatur vor.

Uber den immunologischen Nachweis eines Nitrat-Transporters ist bislang nur
zweimal berichtet worden. Von einem Antikorper gegen das NrtA-Protein des
Nitrat-Aufnahmesystems von Synechococcus sp. (Cyanobakterium) berichten
Sonoda et al. (1997). Das funktionelle Nitrat-Transportsystem in
Synechococcus sp. wird von vier Genen codiert: NrtA, NrtB, NrtC, NrtD. NrtA
codiert dabei flr das Nitrat-bindende Protein. Der funktionelle Nitrat-Transporter
gehort zur Familie der ATP-binding cassette-Superfamilie der aktiven
Transporter (Omata, 1995). NrtA weicht damit strukturell von den protonen-
cotransportierenden NRT1 und NRT2-Nitrat-Transportern der Nitrat-Nitrit-Porter
(Poa et al., 1998) ab. Der zweite immunologische Nachweis eines Nitrat-
Transporters beruht auf unveroffentlichten Ergebnissen von Hansen, Dunn und
Forde. Das Antiserum gegen das Hordeum vulgare NRT2-Polypeptid zeigte
nach NOs™-Induktion von N-verarmten Wurzeln eine mit der NRT2-
Genexpression correspondierende Zunahme immunreaktiven (,cross-reacting)
Proteins (berichtet in Forde und Clarkson, 1999). Daraus geht nicht die Anzahl
und das Molekulargewicht des oder der nachgewiesenen Proteine hervor. Das
Antiserum gegen das Hordeum wvulgare NRT2-Polypeptid wurde
freundlicherweise von Herrn Brian Forde zur Verfigung gestellt und
gelelektrophoretisch getrennte PM-Proteine in Chlorella saccharophila damit
geprobt.

Das Antiserum gegen das Hordeum vulgare NRT2-Polypeptid markierte PM-
Proteine von 67; 64; 59 und 55 kDa Molekulargewicht der Detergenz-Phase des
TX114-Systems. Die intensivste Markierung zeigten aber zwei Proteine von 43
und 41 kDa Molekulargewicht der wassrigen Phase. Daneben ein 64 kDa-
Protein mit schwachem Signal. In beiden TX114-Phasen gemeinsam wurde ein
22 kDa-Protein markiert (Abb. 29). Das Antiserum detektierte ebenfalls die mit
dem NR-AK nachgewiesenen NR-Polypeptide von 67, 64 und 59 kDa. Auch
Serum # 29 flhrte zur Detektion dieser Proteine (nicht gezeigt). Damit wurde
bei allen aus Kaninchen gewonnenen Seren die NR detektiert. Das unterstutzt
die 0. g. Vermutung, dass die Nitrat-Reduktase stets mit schwachem Signal
auch durch ein konstitutives, nicht erst durch Immunisierung induziertes
Immunglobulin detektiert wird. Alternativ ware die Kreuzreaktivitat der Seren
durch Erkennen des gleichen Proteinmotivs zu erklaren. Beide Proteine (NR
und Nitrat-Transporter) verfligen Uber eine Nitrat-Bindungsstelle. Ist die
Erkennung des Nitrat-Bindungsstellen-Motivs den verschiedenen Antiseren
gemeinsam, kdnnte dies im Western Blot durch eine mdgliche Kompetition der
Antikérper-Bindung gegen einen Nitrat-Uberschul? gepriift werden.

Zur Lokalisation der zunachst durch SDS-PAGE getrennten Proteine im 2D-
SDS-PAGE-Elektropherogramm wurden NH4*-ernéhrte Algen 24 h Stickstoff-
verarmt und mit NOs. induziert. Nach 2 und 4 h NOgs™-Induktion wurden die
Algen aufgebrochen, die extrahierten PM-Proteine nach 2D-SDS-PAGE durch
Elektrotransfer auf NC-Folie Ubertragen und mit dem Nitrat-Transporter-
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Antiserum (Hordeum vulgare) geprobt. Im Western Blot der 2D-SDS-PAGE
fehlte z.B. das 55 kDa-Protein des SDS-PAGE Western Blot. Das 55 kDa-
Protein war in der Detergenz-Phase angereichert, was auf ein hydrophobes
Protein hindeutet. Da es im IEF nicht fokussierte, konnten keine weiteren
Informationen zu einer mdglichen Ubereinstimmung mit den 3°S-markierten,
NOs™-induzierten Proteinen gewonnen werden. Das NRT2-Polypeptid in
Hordeum vulgare hat ein (vorherzusagendes) Molekulargewicht von 54,7 kDa
(Trueman et al. 1996). Ob mit dem 55 kDa-Protein ein Nitrat-Transporter
homologen Gewichts in Chlorella saccharophila detektiert wurde, muften
weitere Experimente mit den unter Kapitel 4.2.2 genannten Strategien der
Elektrophorese klaren.

Die Western Blots der 2D-SDS-PAGE zeigten 6 Proteine, deren Konzentration
durch die NO3™ -Induktion beeinflul3t war. Dass diese Proteine einen moglichen
Nitrat-Transporter darstellen, ist sehr unwahrscheinlich, da sie ausschlief3lich in
der wassrigen Phase des TX114-Systems angereichert waren. Die Proteine I,
[l und IV wurden de novo gebildet und zeigten nach 2 h NO3™-Induktion ein
Konzentrationsmaximum, nach 4 h hatte die Konzentration wieder deutlich
abgenommen. Die Proteine | und VI waren ebenfalls de novo gebildet, traten
aber erst 4 h nach NOjs-Induktion auf. Protein V zeigte eine starke
Konzentrationszunahme nach 4 h (Abb. 31). Ubereinstimmend vom Hordeum
vulgare-NRT2-Antiserum detektiert und durch *°S-Markierung nachgewiesen
(Abb. 10) waren: Protein Il (55,7 kDa, WP # 138); Protein IV (48,1 kDa, WP #
150); Protein V (43,3 kDa, WP # 187). Die Markierung dieser Proteine durch
das Hordeum vulgare-Antiserum deutet auf strukturelle Ahnlichkeiten zwischen
NRT2 und den markierten Proteinen hin. Es lagen keine Informationen vor Uber
den (die) zur Immunisierung ausgewahlten Bereich(e) der Aminosauresequenz
des Hordeum vulgare-NRT2. Damit waren Ruckschlisse auf ahnliche oder
homologe Aminosauresequenzen der Proteine |-Vl moglich gewesen. Sollten
die Immunglobuline des Antiserums an einer Sequenz mit regulatorischer
Funktion far Aktivitat oder Degradation binden, wirde dies eine gleichartige
Regulation dieser Proteine vermuten lassen. Beispiele fur Regulationen sind
Phosphorylierung und Bindung von 14-3-3-Proteinen. Die Halbwertszeit des
NR-Proteins wird dartber beeinflullt (Kaiser und Huber, 2001), ebenso die von
H+-ATPasen (Finnie et al., 2000). Da bei den Proteinen Il, Ill und IV nach 4 h
die Konzentration bereits wieder abgenommen hatte, scheint eine Regulation
durch Degradation dieser Proteine vorzuliegen. Mogliche Ursache ist eine
Feedback-Repression nach Anhaufung von Stickstoff-Assimilationsprodukten in
der Zelle wie z. B. Glutamin. Glutamin scheint an der Feedback-Regulation der
Nitrat-Aufnahme und —Assimilation beteiligt (Hoff et al., 1994; Quesada et al.,
1997). Mit dem Hordeum vulgare-NRT2-Antiserum wurden eine Reihe von
Proteinen detektiert wurden, doch ist die geringe Spezifitat des Immunserums
deutlich. Ebenso wie bei den mithilfe eines Alignments verschiedener Nitrat-
Transporter hergestellten Immunseren wurde weder ein distinktes Protein
detektiert, noch wurden bevorzugt integrale Proteine der Detergenz-Phase des
TX114-Systems detektiert. Der immunologische Nachweis eines Nitrat-
Transporters ist nicht zweifelsfrei zu fuhren. Die mit den verfugbaren
Immunseren detektierten Proteine mussten samtlich ansequenziert werden; bei
der erheblichen Zahl der detektierten Proteine ware dies sehr aufwendig und
wulrde nicht notwendigerweise einen Nitrat-Transporter nachweisen. Dies ist
nicht im Sinne einer spezifischen Detektion und erklart vermutlich, warum
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bislang keine Berichte Uber einen immunologischen Nachweis eines Nitrat-
Transporters vorliegen.

4.8 Praparative 2D-SDS-PAGE und ansequenzierte Plasmamembran-
Proteine

Eine Vielzahl verschiedener Plasmamembran-Proteine war durch eines oder
mehrere der nachfolgenden Nachweisverfahren detektiert worden:

Durch NOj3™ induziert de novo-synthetisiert (erstmals auftretend; qualitativ
induziert) oder in der Protein-Konzentration zunehmend (quantitativ
induziert)

'“C-DNPA-markiert

Antikorper detektiert

Mit der 2D-SDS-PAGE lag ein fur alle Proteine gleichermalien geeignetes
Verfahren zur Anreicherung vor. Die hohe Trennleistung der 2D-SDS-PAGE
(sieche Kap. 4.3.3) sollte daher zur mikropraparativen Gewinnung von
Plasmamembran-Proteinen in einer zur Ansequenzierung ausreichenden
Menge und Reinheit ausgenutzt werden. Die zur N-terminalen
Ansequenzierung durch Edman-Abbau erforderliche Proteinmenge war 1-5
pmol Protein. Daher wurde ein Kriterium gesucht, das ein Vorliegen dieser
Proteinmenge in einem durch 2D-SDS-PAGE isolierten Proteinspot anzeigt.
Eine Konzentrationsreihe eines 94 kDa Proteins (100 — 0,1 pmol je Geltasche)
wurde durch SDS-PAGE getrennt und die Proteinbanden durch Silberfarbung
im Gel bzw. nach elektrischem Transfer auf Polyvinyldifluorid- (PVDF-)
Membran, durch Coomassie-Brillant-Blue angefarbt. Ein Vergleich der
Nachweis-Empfindlichkeit von Silber- und Coomassie-Brillant-Blue-Farbung
zeigte, dall die Coomassie-Brillant-Blue-Farbung ca. 50fach weniger
empfindlich ist (Abb. 32). Die in einer Proteinbande von 470 ng oder 5 pmol
eines 94 kDa-Proteins enthaltene Proteinmenge wurde durch Coomassie
gerade noch angefarbt. Die Anfarbung einer Proteinbande (oder eines Spots
gleicher Flache) auf PVDF-Membran durch Coomassie-Brillant-Blue
gewahrleistete das Vorliegen von mindestens 5 pmol eines Proteins von 94 kDa
oder geringerem Molekulargewicht.

Zur praparativen Gewinnung wurde die 2D-SDS-PAGE in den fur IEF und SDS-
PAGE eingesetzten Volumina malstablich vergroRert (,large scale®). Fur das
IEF der 1. Dimension wurden anstelle der 1,5 mm-Gelstabe solche von 3,2 mm
und schlieBlich von 6 mm Durchmesser hergestellt. Nach 2D-SDS-PAGE von
450 pg PM-Protein in 3,2 mm-IEF-Gelstaben wurden nur wenige Proteine durch
Coomassie-Brillant-Blue angefarbt (Abb. 33). Obwohl damit bereits die
zehnfachen Proteinmenge im Vergleich zu den silbergefarbten Gelen eingesetzt
wurde. Erst mit 1500 ug PM-Protein (6 mm-IEF-Gelstabe) wurde eine grofRere
Zahl von Proteinen in Spots mit mehr als 5 pmol Protein angereichert.
(Nachweis durch Coomassie-Brillant-Blue-Farbung, Abb. 34). Durch
praparatives IEF wurden insgesamt acht Proteine zur Ansequenzierung
ausgewahlt und isoliert, die eines oder mehrere der eingangs genannten
Kriterien des Nachweises erfilllten (**S-Markierung, '*C-DNPA-Markierung,
immunologischer Nachweis, siehe Kapitel 3.8.1). Die Leseweite der
Ansequenzierung betrug maximal 30 Aminosauren; die ermittelten
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Peptidsequenzen wurden durch Alignment mit Proteinen der Datenbank Swiss-
Prot (www.expasy.ch) verglichen. Ein Algorithmus (z. B. nach Altschul und
Erickson, 1985) sucht darin nach Aminosaure-Paarungen, bis deren Anzahl
nicht mehr durch zusatzliche Ausdehnung Uber nicht gepaarte Lucken oder
Paarung ahnlicher Aminosauren vergroliert werden kann. Bei den so
erhaltenen High Scoring Segment Pairs (HSPs) eines Alignments muf} ihre
statistische Signifikanz beachtet werden. Ob ein gegebenes Alignment eine
hohe statistische Signifikanz besitzt und die Wahrscheinlichkeit einer zufalligen
Ubereinstimmung hoch oder niedrig ist, kann aus den Werten von Score,
Length und Expect eingeschatzt werden: Je grolier die Werte von Score und
Length eines HSPs und je kleiner Expect, umso wahrscheinlicher ist das
Vorliegen einer Homologie (stark vereinfacht; ausfuhrliche Darstellung unter
BLAST in www.expasy.ch; stochastisches Modell in: Karlin und Altschul, 1990).

Das Protein Nr. 8 (durch NOs quantitativ starker >°S-markiertes 32,8 kDa
TX114-WP-Protein WP # 260 / DP # 227) wurde als einziges der
ausgeschnittenen Proteine in der apparativ maximal mdglichen Abbaulange von
30 Aminosauren ansequenziert. Die Aminosauresequenz zeigte 100% ldentitat
zu einem 33,7 kDa-Porin F aus Pseudomonas fluorescens, das
Molekulargewicht stimmte mit einer Abweichung von 0,9 kDa Uberein. Bei dem
HSP des 30 AS langen Sequenzabschnitts lag ein Expect value von 27 vor,
was eine hohe Wahrscheinlichkeit der Homologie belegt. Damit besitzt Chlorella
saccharophila mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Porin, dass durch NO3™ als N-
Quelle in seiner Proteinkonzentration zunimmt.

In Bakterien bilden Porine Kanalproteine in der auf’eren Membran (Outer
membrane pore forming protein oder Outer membrane porin), die die
Permeabilitat der Zellen flr hydrophile Antibiotica beeinflussen (De et al., 2001;
Chevalier et al., 2000; Lee et al., 1996). In Saccharomyces cerevisiae treten
Porine in der Mitochondrien-Membran als mengenmafig haufigstes Protein auf
(Krimmer et al., 2001) und bilden darin spannungsabhangige Anionenkanale
(VDACs). Diese dienen dem Metabolit-Transport (Antos et al., 2001), dem
Transport von Atmungskettensubstraten (Szczechowicz et al.,, 2001) und
scheinen an der Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts und der
osmotischen Stabilisierung beteiligt zu sein (Sanchez et al., 2001). In hoheren
Pflanzen treten Porin-artige Kanale in peroxisomalen Membranen als
unspezifische Transportsysteme von Metaboliten auf (Reumann, 2000). In
Cucumis sativus sind Porine in den Membranen von Glyoxisomen,
Peroxisomen und Mitochondrien enthalten (Corpas et al., 2000). Daneben
treten Aquaporine auf, die eine bidirektionale Passage von Wasser durch die
Plasmamembran von Pflanzen erlauben (Hakman und Oliviusson, 2002). Diese
molekularen Wasser-Kanale erlauben eine Anpassung an veranderliche
osmotische Bedingungen durch schnelle und spezifische Diffusion von Wasser
und treten in Pflanzen, Algen, Pilzen und Bakterien auf (Ringler et al. 1999).
Daneben scheinen Aquaporine zumindest in Chara spec. auch relativ grof3e
ungeladene organische Moleklle zu transportieren (Steudle, 1997) und auch an
der Aufnahme von Kohlendioxid, Ammonium und Mikrondhrstoffen wie
Borsaure beteiligt (Tyerman et al., 2002) zu sein.

Die hohe Homologie und statistische Signifikanz des HSP zwischen vorliegend
nachgewiesenem Porin und Porin F aus Pseudomonas fluorescens spricht fur
das Vorliegen eines Porins im Sinne eines VDAC in Chlorella saccharophila.
Ein immunologischer Nachweis mit einem Antikérper gegen ein Aquaporin in
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Nicotiana tabacum gelang nicht, was fir das Vorliegen eines Porins spricht. Flr
ein Porin in Algen liegt bislang nur ein indirekter Nachweis vor. Durch
elektrophysiologische Charakterisierung eines lonenkanals im Flagellum der
einzelligen Grunalge Spermatozopsis similis wurde dieser als typisch fur Porin-
artige Kanale beschrieben (Hill et al., 2000). Es liegen keine Untersuchungen
zu einer moglichen Beeinflussung eines Porins oder Aquaporins durch NO3
vor. Ob das Porin in Chlorella saccharophila an der NO3s-Aufnahme beteiligt ist,
missen weitere Untersuchungen kliren. Von einem Cu®*-regulierten
Kanalprotein (OprC) der auf’eren Membran von Pseudomonas aeruginosa
berichten Yoneyama und Nakae (1996) eine Derepression unter Anaerobiosis
und Gegenwart von NOs3". Vorliegend wurde erstmals ein direkter Nachweis
eines Porins in Algen erbracht.

Die Alignments der Aminosauresequenzen der ansequenzierten Proteine Nr. 1-
7 zeigten gegenuber dem Porin um mehr zehn Zehnerpotenzen grolere
Expect-Values und deutlich kleinere Scores. Gleichzeitig erhohten die kurzeren
Aminosauresequenzen die Wahrscheinlichkeit einer zufalligen Homologie bei
sehr viel geringerer statistischer Signifikanz. Die durch Alignment gewonnenen
HSPs zu ahnlichen oder homologen Sequenzen wurden nachfolgend auf ihre
Wahrscheinlichkeit gepruft. Die jeweiligen High Scoring Segments Pairs der
Alignments ergaben fur:

Nr. 1 (durch NOs quantitativ starker %S-markiertes 23,2 kDa TX114-DP-
Protein # 263) ein in Swiss-Prot eingetragenes, aber nicht spezifiziertes
Wasserstref3-induziertes Protein in Oryza sativa von 37,7 kDa. Der
Expect-value = 1663 und der niedrige Score von 21,9 Bits zeigten die
geringe statistische Signifikanz des HSP, auch stimmten die
Molekulargewichte nicht Uberein. Die Identitdt des Chlorella
saccharophila-Proteins konnte somit nicht geklart werden.

Nr. 2 (14C-DNPA-markiertes 45 kDa-Protein IV (TX114-WP # 184-187) ein
HSP zu einer Transposase aus Pyrococcus furiosus. Transposasen
ermoglichen innerhalb des Genoms ein Verschieben von Transposons,
mobilen Elementen (Turkotte und Bureau, 2002). Da Transposasen
Kernproteine sind, kann keine Uberstimmung zu dem ansequenzierten
PM-Protein vorliegen.

Nr. 3 ("*C-DNPA markiertes Protein C (58,9 kDa; homolog zu TX114-DP #
110/112 bzw.WP # 118, 119) ein Polyadenylat-bindendes Protein aus
Xenopus laevis. Polyadenylat-bindende Proteine sind evolutionar
konservierte Proteine, die an den PolyA-Schwanz von mRNA binden
(Gray, 2000). Auch bei diesem Protein ist eine Homologie
auszuschlief3en, da ein Auftreten an der PM nicht zu erwarten ist.

Nr. 4 (NR-AK detektiertes, durch NOs quantitativ starker *°S-markiertes
TX114-DP-Protein # 101/WP 104) einen ATP Binding Cassette (ABC-)
Transporter aus Agrobacterium tumefaciens. Daneben, mit geringerer
Signifikanz, ein  nifA-regulatorisches  Protein aus  Rhizobium
leguminosarum. Das Protein WP # 104 / DP # 101 wurde immunologisch
als PM-NR identifiziert (siehe Abb. 25). Der in Agrobacterium
tumefaciens  nachgewiesene  ABC-Transporter ist zwar ein
transmembranes Protein, dient aber vermutlich der Glucose- und
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Nr.

Nr.

Nr.

Galactose-Aufnahme (Kemner, 1997). Obwohl ABC-Transporter z.B. in
Synechococcus sp. Strain PCC7943 der Nitrat- und Nitritaufnahme
dienen (Kobayashi et al., 1997; Omata, 1995), ware die
Ubereinstimmung zwischen Protein WP # 104 / DP # 101 und einem
ABC-Transporter nur in einem Nitrat-Bindungsmotiv zu vermuten. Da
aber eine Homologie zu einem Glucose-Transporter vorliegt, scheint dies
unwahrscheinlich. NifL inhibiert in Stickstoff-fixierenden Bakterien
(z.B. Azotobacter vinelandii, Klebsiella pneumoniae) oder Algen (z.B.
Herbaspirillum seropedicae) die Aktivitat des nif-spezifischen
Transkriptionsaktivators nifA (Monteiro et al., 2001; Schmitz et al., 2002).
NifL besitzt eine N-terminale Bindungsstelle fir FAD. FAD Ubermittelt als
Redox-sensitiver Cofaktor die Signaltransduktion des internen
Sauerstoff-Status”™ (Schmitz et al., 2002). Die NR ist ein FAD- (sowie
Molybdan-Pterin und Cytochrom b 557) enthaltendes Protein (Barber et
al., 2001). Ubereinstimmungen zwischen NR und NifL ergeben sich
daher anhand des FAD. Obwohl unwahrscheinlich ist, dass der FAD-
NifL-Komplex unter den Bedingungen der SDS-Elektrophorese stabil ist,
konnte die Homologie des als NR identifizierten Proteins mit NifL durch
das FAD bedingt sein.

5 (NR-AK-detektierte 67,3 kDa TX114-DP-Proteine DP # 75, 76) ein
»four wheel drive“-Protein aus Drosophila melanogaster. Die vom four
wheel drive-Gen codierte Phosphatidylinositol 4-Kinase (Pl 4-Kinase) in
D. melanogaster wird zur Synthese des regulatorischen Membran-
Phospholipid 2 (PIP2) bendtigt. Die Pl 4-Kinase phosphoryliert Actin an
Tyrosinresten und wird zur Ausbildung interzellularer Bricken wahrend
der Meiosis benotigt (Brill et al., 2000). Die Detektion der Proteine DP #
75, 76 erfolgte durch den NR-AK. Auch wenn die PM-NR Uber einen
GPI-Anker in der PM inseriert (Stohr, 1993), erklart dies nicht die
Detektion einer Phosphatidylinositol-phosphorylierenden Kinase durch
den NR-Antikorper. Daher scheint die Homologie zu einer Pl 4-Kinase
unwahrscheinlich. Zu einem four wheel drive-Protein in Pflanzen wurden
keine Hinweise in der Literatur gefunden.

6 (Basisches 73,4 kDa-Protein DP # 66) Das Protein war nicht, wie
zunachst angenommen, das einen maoglichen Nitrat-Transporter
darstellende DP-Protein # 57 von 76,6 kDa (Konzentration zu gering). Es
wurde dennoch zur Ansequenzierung ausgewahlt, da es in
Molekulargewicht und basischem [EP sehr ahnlich war. Die
Ansequenzierung gelang nicht, da vermutlich ein blockierter N-Terminus
vorlag. Hinweise auf eine mdogliche Identitat des Proteins konnte nicht
gewonnen werden.

7 ("*C-DNPA-markiertes 91 kDa-Protein homolog zu TX114-DP-Protein
DP # 29) eine putative Isomerase aus Sinorhizobium meliloti. Protein-
Disulfid-lsomerasen sind an der Faltung von Proteinen beteiligt
(Sargsyan et a., 2002). Das Molekulargewicht putativen Isomerase aus
Sinorhizobium meliloti betragt 32,2 kDa. Hinweise auf Trimerisierung, die
ein hoheres Molekulargewicht in Chlorella saccharophila erklaren
konnten, wurden nicht gefunden. Damit scheint eine Homologie des
vorliegenden Proteins zu einer Isomerase unwahrscheinlich.
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Die Alignments der Proteine 1-7 lieferten im Alignment zu Proteinen der Swiss-
Prot-Datenbank keine statistisch signifikanten High Scoring Segment Pairs.
Keiner der erhaltenen Hinweise auf ahnliche Proteine wurde durch die
verfugbaren Informationen zu Funktion, Lokalisation oder
gelelektrophoretischen Eigenschaften unterstitzt. Bei den nur kurzen
Aminosaure-Abschnitten sind die Homologien in hohem Mal} zufallig moglich;
fur alle durch HSP ermittelten moglichen Proteine lagen Ausschlul3kriterien vor.
Das Fehlen eines HSPs von hoher statistischer Signifikanz kann aber auch
bedeuten, dal’ ein entsprechendes homologes Protein in der Datenbank fehit.
In HUllmembran-Proteinen von Trichoderma reesei fanden Lim et al. (2001)
zwolf Proteine, deren MS-MS bestimmte Aminosauresequenz keinem Protein
der Datenbank zugeordnet werden konnte. Fehlende Datenbank-Eintrage
konnen daher das Fehlen einer ahnlichen oder homologen Sequenz erklaren,
durften vorliegend aber nur untergeordnete Bedeutung haben. Das
problematische Upscaling des IEF bis zum mikropraparativen Mal3stab stand im
Vordergrund. Zwar konnte in den 6mm-Gelstaben gegenuber silbergefarbten
Gelen eine ca. 30fach grolere Proteinmenge aufgetrennt werden. Die ca.
50fach geringere Nachweis-Empfindlichkeit der Coomassie-Brillant-Blue-
Farbung wurde aber noch nicht kompensiert. Durch Silberfarbung an der
unteren Nachweisgrenze detektierte Proteine fehlten. Die NOj™-induziert de
novo gebildeten und nur durch Autoradiographie nachgewiesenen Proteine der
TX114-Detergenzphase (z.B. DP # 56, 57, 58) konnten nicht isoliert werden.

Die Trennscharfe zwischen den einzelnen Proteinspots war in den ,large scale“-
2D-Gelen deutlich geringer. Die Proteine waren im IEF schlierenférmig getrennt
und Uberlappten bei eng benachbartem IEP. Haupursache dafir war vermutlich
eine zu hohe Temperatur wahrend des IEF. Bei unzureichender Kuhlung
erwarmten sich die groflen Gelstabe im elektrischen Feld durch den erheblich
schlechteren ~ Warmetransport bis hin zu einer Gasblasenbildung
(Wasserdampf), teilweise unter Zerrei’en des Gelstabes. Das im Verhaltnis zur
Oberflache groRere Volumen in den 6 mm-Gelstaben war fur die Warmeabfuhr
im Vergleich zu den 1,5 mm-Gelstaben erheblich unglnstiger. Obwohl die
Glasrohren durch vollstandiges Eintauchen in der Rotophorkammer gekuhit
waren, war die Kihlung der Gelstabe Uber die gesamte Dauer des IEF
problematisch. Zu Beginn des IEF flie3en hohere Strome und erfordern starkere
Kldhlung, bei nachlassender Warmeentwicklung im weiteren Verlauf des IEF
neigte aber der Harnstoff gleichbleibender Kuhlung (Kihlraum) zum
Auskristallisieren. Daher wurde das IEF bei Raumtemperatur durchgefihrt,
unter zunachst niedriger Spannung. Trotzdem scheinen die 6 mm-Gelstabe fur
einen ausreichend schnellen Warmeabtransport bereits zu gro3. Der Gelstab-
Durchmesser von 6mm stellte die Grenze der Handhabbarkeit dar: Ein noch
grolierer Durchmesser des IEF-Gelstabes der 1. Dimension konnte nicht mehr
unbeschadigt in den 2,5 mm messenden Zwischenraum des SDS-Gels (2.
Dimension) eingebracht werden. Zur praparativen Gewinnung von PM-
Proteinen scheint ein malstablich vergroflertes Gelstab-IEF daher nicht
geeignet. Auch die haufig parallele Elution weiterer Aminosauren mit jedem
Zyklus des Edman-Abbaus zeigte, dass die Proteine nicht ausreichend getrennt
vorlagen. Obwohl das Trager-Ampholyt-IEF sehr gute Ergebnisse der
silbergefarbten Gele im kleinen Malistab ermdglichte, war das malistabliche
Vergrolern nur im Fall des Porins erfolgreich. Die Vorteile des IPG-IEF
hinsichtlich pH-Stabilitat und der damit verbundenen, hoheren Beladungs-
kapazitat (siehe Kapitel 4.2.1) durften flr eine praparative Gewinnung von PM-
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Proteinen besser geeignet sein und sollten bei zuklnftigen Praparationen
ausgenutzt werden.

4.9 Molekularbiologische Untersuchungen

Durch einen molekularbiologischen Ansatz sollte versucht werden, einen Nitrat-
Transporter in Chlorella saccharophila auf genomischer Ebene zu identifizieren.
Dazu wurde eine PCR mit degenerierten Primern durchgefuhrt. Als Primer
dienten 1.) die von Quesada (1997) zur ldentifikation eines Nitrat-Transporters
in Nicotiana tabacum eingesetzten Primer. Diese beruhten auf den am
hdchsten konservierten Sequenzen zwischen Nitrat-Transportern einer hdheren
Pflanze (Hordeum vulgare) und einer niederen Pflanze (Chlamydomonas
reinhardtii). Mit einem Primerpaar der nachfolgend als PNT AB,C...-G
bezeichneten Primer gelang die Sequenzierung eines Nitrat-Transporters in
Chlorella sorokiniana (Tischner et al., 2001). Aus dem zunachst verfigbaren
Sequenzabschnitt des Nitrat-Transporters in Chlorella sorokiniana wurden 2.)
mithilfe der Primer-Software Oligo 2.0 weitere, mit dem Prefix PENRTF bzw.
PENRTR bezeichnete Primer ausgewahlt. Zusatzlich wurden die Primer P1-3
synthetisiert, die den hoch konservierten und zur Immunisierung der Kaninchen
ausgewahlten Aminosauresequenzen entsprachen (siehe Kap. 2.14.2). Diese
waren weitgehend identisch zu den PNT-Primern.

Die fur die PCR eingesetzte RNA wurde nach Logemann et al. (1987) prapariert
und war, wie die rRNA-Banden zeigten, intakt (Abb. 36). Durch Reverse
Transkriptase- (RT-) PCR mit den nach Quesada et al. (1997) synthetisierten
Primern wurden keine PCR-Produkte bis zur Bildung einer sichtbaren DNA-
Bande angereichert (Abb. 37). Da dies auch unter niedrig stringenten
Bedingungen (42 °C) nicht gelang, die ein starkeres Mismatching erlauben
(Ibelgaufts, 1990), wurde eine RT-PCR mit oligo-dT-Primern durchgefuhrt.
Damit wurde zunachst die gesamte mRNA in cDNA umgeschrieben, und die
nachfolgenden PCR-Experimente mit dieser cDNA durchgefuhrt. Die PCR mit
den PNT-Primern nach Quesada et al. (1997) fuhrte wiederum nicht zur
Gewinnung von PCR-Produkten der -gemal} der Primer-Karte- zu erwartenden
Molekulargewichte (Abb. 35 und 38). Auch variierte Annealing-Temperaturen
beeinflulten das Ergebnis nicht. Mit einer Primer-Paarung von P1 (forward) und
PNTG (reverse) wurden drei Produkte (ll, Ill, 1V) in erheblicher Menge generiert.
Das Produkt Ill entsprach der zu erwartenden GroRRe eines Nitrat-Transporter-
Fragmentes dieser Primer-Paarung (Abb. 39). Eine PCR mit den Primern
PENRT-F/R erzeugte ebenfalls mehrere Produkte in erheblicher Menge (Abb.
40); die PENRT-F/R Primer beruhten auf den Sequenzinformationen des Nitrat-
Transporters in Chlorella sorokiniana. Von den erzeugten Produkten |, V, VI, VII
entsprach nur Produkt | der zu erwartenden GroRRe. Die Produkte V, VI, VI
wurden trotzdem zur Ansequenzierung isoliert, da sie als einzige Produkte der
jeweiligen Primerpaarung gebildet wurden (VI, VII) bzw. auch bei hdherer
Temperatur (=Stringenz) auftraten (I). Die mit den PCR-Produkten transfizierten
Escherichia coli-Zellen zeigten nach EcoR1-Verdau das Vorliegen jeweils
einzelner Produkte (Abb. 41). Mit den durch Ansequenzierung gewonnenen
Basensequenzen der Produkten [-VII wurden in Aminosauresequenzen
ubersetzt und mithilfe des BLASTp-Internet-Tools ein Alignment auf homologe
Sequenzen in der Datenbank Swiss-Prot durchgefuhrt. Das Alignment wurde
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mit Aminosauresequenzen durchgeflhrt, da innerhalb des degenerierten
Basencodes unterschiedliche Tripletts gleiche Aminosauren codieren kdnnen.
Dies erlaubte gleichzeitig langere Leseweiten bei Uberbriickung eines in der
Ansequenzierung nicht zweifelsfreien Tripletts. Damit lag zwar eine geringere
Stringenz der Suchbedingungen vor, diese erlaubte aber eine groflere Zahl
moglicher, ahnlicher Proteine im Alignment einzubeziehen.

Die PCR-Produkte I, V, VI, VIl zeigten High Scoring Segment Pairs (HSPs) mit
hoher Wahrscheinlichkeit der Homologie. Die Produkte I, lll und IV HSPs
zeigten solche von niedriger Wahrscheinlichkeit (Kap. 3.9.3). Zur Beurteilung
der Aussagekraft und Signifikanz der High Scoring Segment Pairs dienen die
Werte von Score und Expect. Je kleiner der Wert fur Expect und je grof3er der
Score, desto wahrscheinlicher ist das im HSP gepaarte Protein ein Homologon.
Die Alignments ergaben fur die PCR-Produkte Il, V, VI, VII:

PCR-Produkt Il (Primerpaar P1-PNTG): Extensin-artiges Protein. Extensin-
artige Proteine sind am Aufbau der Zellwand von Chlamydomonas
reinhardtii, Volvox carteri, Nicotiana alata, Vigna unguiculata beteiligt (Bosch
et al., 2001; Wdssner et al., 1994; Arsenijevic et al., 1997). Daneben treten
sie in Pollen von mono- und dicotylen Pflanzen auf (Stratford et al., 2001).
Mit hoher Wahrscheinlichkeit wurde ein Gen fur ein am Aufbau der Zellwand
von Chlorella saccharophila beteiligtes Extensin-artiges Protein identifiziert.
In der Literatur liegen bislang keine Hinweise auf ein Extensin-artiges
Protein einer Chlorella spec. vor.

PCR-Produkt V (Primerpaar PENRTF1-PNTG): Putative RNA-Helicase A
aus Arabidopsis thaliana. In Arabidopsis scheint eine RNA-Helicase A eine
Rolle in der Nukleinsauren-Entwindung innerhalb vaskularer Zellen zu
spielen (Wei et al., 1997). RNA-Helicase A bindet in humanen HelLa-Zellen
an F-Actin des Zellkernskeletts und ist beteiligt an der Transkription, der
RNA-Prozessierung und dem RNA-Transport (Zhang et al., 2002). In der
Literatur wurden keine Hinweise auf eine RNA-Helicase A in Algen
gefunden.

PCR-Produkt VI (Primerpaar PENRTF3-PENRTR10): Wahrscheinliches
Hitzeschock-Protein aus Ralstonia solanacearum. Hitzeschock-Proteine
werden durch Hitze und osmotischen Strel® induziert und haben
thermoprotektive Wirkung (Park und Bong, 2002). In Arabidopsis thaliana
hat das At-HSP17-6A-Gen Chaperon-Funktion (Sun et al.,, 2001). Der
Nachweis eines Hitzeschock-Proteins ist neben Chlorella vulgaris und
zofingiensis (Maki et al., 2000; Shen und Kun, 1997) vorliegend auch fur
Chlorella saccharophila gegeben.

PCR-Produkt VII (Primerpaar PENRTF3-PENRTR20): Hypothetisches
Protein aus Homo sapiens. Dieses Protein lag als nicht spezifiziertes Protein
in der Datenbank Swiss-Prot vor; die HSPs von geringerer Homologie
ergaben Hinweise auf nicht miteinander verwandte Proteine, wie z.B. solche
aus dem Cytomegalie-Virus der Ratte; Zellwandoberflachen-Protein; Mucin.
Mit dem PCR-Produkt VII liegt vermutlich ein bislang nicht in Swiss-Prot
vorhandenes Protein vor.
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Die Alignments der PCR-Produkte 1, Ill, IV zeigten erheblich geringere
Homologien in den HSPs:

PCR-Produkt | (Primerpaar PENRTF1-PNTG): virale RNA-abhangige RNA-
Polymerase. Doppelstrangige RNA ruft in Tieren wie Pflanzen nach
Erkennung ein sequenzspezifisches, posttranskriptionelles Gen-Silencing
hervor (Lee et al.,, 2002). Doppelstrang-RNA-Viren sind im Getreidepilz
Fusarium graminearum mit dessen Hypovirulenz assoziert (Chu et al.,
2002). Im Chlorella-Stamm NC64A wurden 42 Viren bestimmt, die diese
Alge infizieren konnen (Zhang et al., 2001). Moglicherweise ist mit dem
PCR-Produkt | ein Gen aus einem Chlorella-infizierenden Virus amplifiziert
worden.

PCR-Produkt Ill (Primerpaar P1-PNTG): Homeo Box D9 aus Homo sapiens.
Hier lag, wie bei PCR-Produkt VII, keine Spezifikation des HSP-Proteins vor.
Daher liegt mit dem Produkt Il vermutlich ebenfalls ein bislang nicht in
Swiss-Prot vorhandenes Protein vor.

PCR-Produkt IV (Primerpaar P1-PNTG): Putative Ser/Thr-Proteinkinase aus
Streptomyces coelicolor. Ser/Thr-Proteinkinasen sind an der Signal-
Transduktion und der Regulation metabolischer Prozesse beteiligt (Supori
und Munshi, 1998). Phosphorylierung von PM-Proteinen in Chlorella
saccharophila sind durch Matschke et al. (1997) belegt; mit dem vorliegend
ansequenzierten PCR-Produkt liegt ein Hinweis auf eine Ser/Thr-Kinase als
daran beteiligtes Protein vor.

Die Alignments der ansequenzierten PCR-Produkte I-VIl zeigten Homologien zu
mehreren, bislang nicht aus Chlorella bzw. Grunalgen beschriebenen
Proteinen. Homologien zu einem bekannten Nitrat-Transporter lagen nicht vor.
Die verschiedenen zur PCR eingesetzten Primer waren, obwohl gegen
hochkonservierte Regionen von Nitrat-Transportern gerichtet, nicht spezifisch in
der Amplifikation der gezeigten Produkte. Durch PCR mit der vorliegend
ebenfalls eingesetzten Primerpaarung (PNTC-PNTG; nach Quesada et al.,
1997) wurde von Tischner und Koltermann (2001) zunachst ein Fragment eines
Nitrat-Transporters in Chlorella sorokiniana amplifiziert. Mit dem PCR-Fragment
als Sonde, wurde schliellich ein full length clone des gesamten Gens in einer
Chlorella sorokiniana cDNA-library identifiziert und sequenziert. Dieser Nitrat-
Transporter zeigte eine Homologie von 55 % zu anderen, bekannten Nitrat-
Transportern. Die phylogentische Verwandtschaft zwischen Chlorella
saccharophila und Chlorella sorokiniana ist moglicherweise zu gering, um mit
der gleichen Primerpaarung auch in Chlorella saccharophila ein Nitrat-
Transporter amplifizieren zu kénnen. Die gegenuber Chlorella sorokiniana gute
Protoplastierbarkeit von Chlorella saccharophila zeigt deren abweichenden
Aufbau der Zellwand: Sporopollenin fehlt, es liegt anstelle eines Trilayer nur ein
Monolayer mit geringem Gehalt an Pectin vor (Yamada und Sakagudi, 1982).
Chlorella sorokiniana und C. vulgaris zeigen einen hohen Grad der
Ubereinstimmung des Syntheseverhaltens von Chlorophyllen und Carotinoiden
nach  Stickstoff-Verarmung und  anschlieBender  Volimedium-Kultur.
Demgegenuber zeigen C. saccharophila und C. elipsoidea zwar untereinander
Ubereinstimmendes Verhalten, weichen darin aber signifikant von der
erstgenannten Gruppe ab (Skoda, 1997). Eine molekulare Phylogenie der
Gattung Chlorella innerhalb der Chlorophyta unter Einbeziehung von 18S
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rRNA-Sequenzen und biochemischen, physiologischen und ultrastrukturellen
Merkmalen zeigte, dal} die unter Chlorella zusammengefaliten Taxa Uber die
beiden Klassen Trebouxiophyceae und Chlorophyceae verteilt sind. Chlorella
vulgaris, kessleri, lobophora und sorokiniana bilden eine eigenstandige
Merkmalsgruppe gegenuber Chlorella saccharophila, luteoviridis, elipsoidea etc.
(Huss et al. 1999).

Die genannten phylogenetischen Unterschiede koénnten eine von Chlorella
sorokiniana abweichende Sequenz des Nitrat-Transporters in Chlorella
saccharophila erklaren, was eine ldentifizierung verhinderte. Der sehr guten
Eignung von  Chlorella  saccharophila  zur  Protoplastierung  und
Charakterisierung von Plasmamembran-Proteinen steht mdglicherweise ein zu
C. sorokiniana erheblich abweichendes Genom gegenuber. Die Ergebnisse der
Untersuchungen von C. saccharophila und die in der Literatur beschriebenen
Unterschiede innerhalb der Gattung Chlorella deuten darauf hin.
Untersuchungen anhand einer reprasentativen cDNA-library von C.
saccharophila sollten eine molekularbiologische Charakterisierung und
detailierte Aussagen zu phylogenetisch unterschiedlichen Entwicklungen
erlauben. Damit wirden Gen-spezifische Sonden aus hoheren und niederen
Pflanzen eingesetzt und unter milden Stringenzbedingungen, auch sehr
heterologe Gene in Chlorella saccharophila identifiziert werden konnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

1. Zur Auftrennung von Plasmamembran-Proteinen aus  Chlorella
saccharophila wurde eine hochaufldsende zweidimensionale SDS-
Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) mit Tragerampholyten etabliert. Um den
hohen Bedarf an Plasmamembran-Proteinen zu decken, wurde ein
Verfahren zur Massenkultur von Chlorella saccharophila eingefiihrt. Die 2D-
SDS-PAGE erlaubte die Auftrennung von insgesamt 651 Plasmamembran-
Proteinen.

2. Die Hydrophobizitats-Eigenschaften der Plasmamembran-Proteine wurden
durch eine TritonX114-Zweiphasenverteilung bestimmt. 367 Proteine waren
in der wassrigen Phase, 284 Proteine waren in der Detergenz-Phase des
TritonX114-Systems angereichert. Die reproduzierbare 2D-SDS-PAGE
erlaubte die Konstruktion einer zweidimensionalen Protein-Verteilungskarte
(1. Dimension: IEF; 2. Dimension: SDS-PAGE) der in den Phasen des
TX114-Systems enthaltenen Plasmamembran-Proteine.

3. Nach Induktion von Stickstoff-verarmten Chlorella saccharophila mit Nitrat
bzw. Ammonium in Gegenwart von 3°S-Methionin waren 196
Plasmamembran-Proteine radioaktiv markiert. 21 Plasmamembran-Proteine
zeigten eine Zunahme der Proteinkonzentration durch die Gabe von Nitrat-
Stickstoff; drei Proteine durch Ammonium-Stickstoff. Durch Nitrat induziert,
wurden sechs Plasmamembran-Proteine de novo gebildet. Diese Proteine
waren hydrophob und in der Detergenzphase des TX114-Systems
angereichert. Sie hatten Molekulargewichte von 76,6; 67,8 und 45,9 kDa
und reprasentieren aufgrund ihrer  Hydrophobizitdt und den
gelelektrophoretischen  Eigenschaften mit hoher Wahrscheinlichkeit
Polypeptide eines Nitrat-Transporters in Chlorella saccharophila.

4. Hochaufldsende 2D-SDS-PAGE von *°S-markierten Plasmamembran-
Proteinen und immunologischer Proteinnachweis der Plasmamembran-
gebundenen Nitrat-Reduktase (PM-NR) zeigten, dass nur ein einzelnes 64,4
kDa Polypeptid der PM-NR (Polypeptide von 67,3; 64,4 und 58,9 kDa) durch
Nitrat induziert wird.

5. Durch Photoaffinitatsmarkierung mit 2,6-Dinitrophenylazid (DNPA), einem
“C-substituierten Hemmstoff der Nitrat-Aufnahme, wurden Plasma-
membran-Proteine der Molekulargewichte 17; 23; 26; 36; 38; 38,5; 40; 43;
45; 47; 53; 58; 64; 71; 75 und 112 kDa markiert. Das 64 kDa-Protein wurde
als PM-gebundenen Nitrat-Reduktase identifiziert. Die Markierung zeigte
eine  Abhangigkeit von der morphologischen Orientierung der
Plasmamembran-Vesikel. An right side out-Vesikeln der Plasmamembran
wurde fast ausschliel3lich ein hydrophiles 75 kDa-Protein markiert. Die
geringe spezifische Radioaktivitat des DNPA verhinderte einen Nachweis
eines Nitrat-Transporters.

6. Aus einem Alignment der Aminosaure-Sequenzen verschiedener Nitrat-

Transporter codierender Gene wurden drei hochkonservierte Regionen
ausgewahlt und dazu homologe Peptide synthetisiert. Mit diesen Peptiden
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wurden drei Kaninchen zur Gewinnung eines Antiserums immunisiert. Nur
ein Antiserum markierte Plasmamembran-Proteine von 17 und 64 kDa.
Hinweise auf einen spezifisch detektierten Nitrat-Transporter lagen nicht vor.
Mit einem Antiserum gegen einen Nitrat-Transporter in Hordeum vulgare
wurden Plasmamembran-Proteine der Molekulargewichte 67; 64; 59; 55; 48;
43, 41, 22 kDa detektiert. Plasmamembran-Proteine, die nach Nitrat-
Induktion eine Konzentrationszunahme zeigten, waren ausschlie3lich in der
wassrigen Phase des TritonX114-Systems angereichert.

7. Durch eine praparative 2D-SDS-PAGE wurden Plasmamembran-Proteine
angereichert und ansequenziert. Ein 32,8 kDa-Protein der TritonX114-
Detergenz-Phase zeigte hohe Homologie zu einem Porin aus Pseudomonas
fluorescens.

8. Nach RT-PCR einer mit Nitrat-induzierten Transkripten angereicherten
mRNA wurde eine PCR mit degenerierten, Nitrat-Transporter-spezifischen
Primern durchgeflhrt. Amplifizierte Basensequenzen hatten Homologien zu
folgenden Proteinen: Hitzeschock-Protein; putative RNA-Helicase A;
Extensin-artiges Protein; putative Ser-/Thr-Kinase.

AUSBLICK

Das primare Ziel der vorliegenden Untersuchung, die Identifikation und
Ansequenzierung eines Nitrat-Transportes in der Plasmamembran von
Chlorella saccharophila durch proteinbiochemische und molekularbiologische
Techniken, wurde nicht erreicht. Die Grinde dafur liegen in den erheblichen
Schwierigkeiten, die  hydrophobe Plasmamembran-Proteine in  der
zweidimensionalen Gelelektrophorese bereiten, daneben auch im Fehlen eines
spezifischen, funktionellen oder immunologischen Nachweises des Nitrat-
Transporterproteins. Die erstmalige Identifizierung eines Nitrat-Transporter
codierenden Gens durch Unkles et al. (1991) liegt bereits mehr als zehn Jahre
zuruck. Bis heute ist aber trotz der hohen Zahl der mittlerweile bekannten,
Nitrat-Transporter codierenden Gene (Ubersicht in Galvan und Fernandez,
2001) keine Proteinbiochemische Charakterisierung des isolierten Proteins
veroffentlicht. Die mit dem Nachweis des Nitrat-Transporterproteins
verbundenen Schwierigkeiten und Limitierungen sind in vorliegender
Untersuchung deutlich geworden. Die gewonnenen Kenntnisse schufen aber
eine Reihe von methodischen Grundlagen zur vergleichenden Untersuchung
und teilweise praparativen Darstellung von Plasmamembran-Proteinen. Die
vorliegend etablierte, hochauflosende zweidimensionale Gelelektrophorese
(2D-SDS-PAGE) hat sich als geeignetes Werkzeug zur Auftrennung auch
hydrophober Plasmamembran-Proteine erwiesen. Mehrere der
nachgewiesenen Proteine sind sehr wahrscheinlich Nitrattransporter-
Polypeptide. Isoelektrischer Punkt, Molekulargericht, Nitrat-induzierte Protein de
novo-Synthese und Hydrophobizitat deuten auf einen induzierbaren Nitrat-
Transporter in Chlorella saccharophila hin. Die geringe Haufigkeit in der
Plasmamembran reichte zu einer Ansequenzierung jedoch noch nicht aus.
Hinweise auf Extensin-artige Proteine als Zellwand-Bestandteile von Chlorella
saccharophila liegen erstmals vor; ebenso auf ein ansequenziertes Porin als
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Kanalprotein in der Plasmamembran. Wie am Beispiel der PM-NR
nachgewiesen, erlaubt die 2D-SDS-PAGE Aussagen zu einer unterschiedlichen
Regulation einzelner Polypeptide, auch in einem Set von Protein-
Abbauprodukten. Die vorliegend erarbeiteten Verfahren sind auch fir
cytoplasmatische Proteine adaptierbar; bestehende Opimierungsmaoglichkeiten
wurden deutlich gemacht.

Die Kombination von 2D-SDS-PAGE mit einer BAC-SDS-PAGE zur
Solubilisierung auch sehr hydrophober PM-Proteine sollte zur vollstandigen
Erfassung aller Plasmamembran-Proteine etabliert werden. Intrinsische
Proteine wie z. B. der Nitrat-Transporter stehen dabei im Vordergrund; gerade
die schlechte Ldslichkeit dieser Proteine bietet sich zu ihrer Anreicherung an.
Ein Vergleich von 35S—Methionin-markierten, Nitrat-induzierbaren Proteinen mit
32P_ATP-phosphorylierten Proteinen in der 2D-SDS-PAGE sollte einen
besseren Einblick in die durch Nitrat ausgeldsten Prozesse an der
Plasmamembran geben. Nitrat-induzierte, Kinase/Phosphatase-vermittelte
Signaltransduktionsprozesse sollten auf diese Weise untersucht werden,
beteiligte Proteine sind durch die Radioaktivitat mit hoher Sensitivitat
nachzuweisen und sollten ansequenziert werden konnen. Die auch fur den
Nitrat-Transporter vermutete Regulation durch den Phosphorylierungsstatus
(Orsel et al., 2002) konnte als weiteres Kriterium zu seiner ldentifikation
herangezogen werden. Eine leistungsfahige 2D-Analysesoftware sollte zur
qualitativen und quantitativen Auswertung zur Verfugung stehen. Zur
molekularbiologischen Identifikation des Nitrat-Transporters sollte eine cDNA-
library von Chlorella saccharophila angelegt werden. Die Suche konnte dann
mit einer gegenuber PCR-Primern erheblich langeren, heterologen Nitrat-
Transporter-Sonde unter gering stringenten Bedingungen durchgefuhrt werden.

Die zweidimensionale gelelektrophoretische Proteintrennung erlaubt die
Erfassung von post-translationalen  Modifikationen;  Protein-Isoformen,
Neusynthese und Degradation zeigen gegenuber der molekularen Genetik den
in vivo-Zustand der codierten Proteine. Die 2D-SDS-PAGE ist somit ein nicht
substituierbares Gegenstuck zur molekularen Genetik. Die Verbindung von
hochauflésender Protein-2D-SDS-Gelelektrophorese mit dem Screening
genomischer Microarray-cDNA-Banken |al3t eine Fllle von neuen Einblicken in
das Auftreten und die Regulation von Plasmamembran-Proteinen und die von
ihnen vermittelten Prozesse erwarten.
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