Studien zur Expression und Lokalisation von
P-Typ ATPasen aus Dunaliella bioculata

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten
der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Sandra Schénberg
aus Witzenhausen

Gottingen 2001



D7
Referent: Prof. Dr. Gerhard Thiel
Korreferent: PD Giselbert Hinz

Tag der miindlichen Priifung: 3.5.2001



Zur Erinnerung an meinen Vater



Abkiirzungen

Grundsatzlich werden die international {iblichen Abkiirzungen der SI-Einheiten ver-
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1 Einleitung

1.1  Transportsysteme in biologischen Membranen

Bei Transportvorgangen iiber Zellmembranen lassen sich aktive und passive Prozesse
unterscheiden. Passiver Transport erfolgt immer entlang eines Gradienten, der vom
Konzentrationsverhaltnis des Stoffes zwischen beiden Membranseiten und bei gelade-
nen Teilchen (z. B. Ionen) zusatzlich von der elektrischen Potentialdifferenz abhangt.
Er erfolgt durch Ionenkandle, die kleinere polare Molekiile im gedffneten Zustand hin-
durch diffundieren lassen oder durch Carrier, die die Diffusion von Teilchen begiinsti-
gen.

Aktive Prozesse konnen auch entgegen einen solchen Gradienten transportieren. Die
dazu benotigte Energie kann durch die Spaltung energiereicher Verbindungen wie z. B.
ATP gewonnen werden.

Die kontrollierte Verteilung von Ionen im Intra- und Extrazellularraum ist essentiell fiir
viele physiologische Prozesse in Organismen, wie pH-Homdostase, Ca®-vermittelte
Signaltransduktion, Wachstum, Zellvolumen-Regulation, Aufbau und Aufrechterhaltung
des Membranpotentials sowie der Ausbildung von Aktionspotentialen.

1.2 P-Typ ATPasen

Adenosintriphospatasen (ATPasen) stellen die grof3te Gruppe aktiver Transportsyste-
me in Zellen dar. Die Hydrolyse von ATP setzt Energie frei, die dafiir verwendet wird,
Ionen gegen einen Konzentrationsgradienten {iber Membranen zu transportieren
(PEDERSEN & CARAFOLI 1987).

Eine klassische Einteilung von PEDERSEN & CARAFOLI (1987) unterscheidet F-Typ,
V-Typ und P-Typ ATPasen. Wahrend F-Typ und V-Typ ATPasen fast ausschlief3lich Pro-
tonen transportieren, befordern die verschiedenen Vertreter der P-Typ ATPasen eine
Vielzahl von Kationen.

Die Klasse der P-Typ ATPasen unterscheidet sich von anderen ATPasen fundamental
in Struktur und Reaktionsmechanismus. Durch Ubertragung der y-Phosphatgruppe
des hydrolysierten ATP auf einen spezifischen Aspartylrest im aktiven Zentrum der
Enzyme entsteht ein Acylphosphatintermediat, dem die P-Typ ATPasen ihren Namen
verdanken. Die durch diese Phoshorylierung bedingte Konformationsanderung er-
moglicht es dem Enzym, das Kation auf der anderen Seite der Membran freizusetzen.
Diese funktionalen Fahigkeiten sind in der Aminosdureabfolge einer jeden P-Typ
ATPase festgelegt und spiegeln sich in konservierten Aminosauremotiven wider
(AXELSEN & PALMGREN 1997, GREEN & MAC LENNAN 1989). Ubereinstimmende Vor-
hersagen zur Protein-Sekundarstruktur eukaryontischer P-Typ ATPasen (SERRANO et
al. 1990, WACH et al. 1992) und die Ubereinstimmung mit elektronenkristallographi-
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schen Daten einer H*-ATPase und Ca#-ATPase aus Neurospora crassa zeigen, daR das
Protein aus zwei hydrophoben Domdnen und zehn Transmembransegmenten auf-
gebaut ist (AUER et al. 1998, ZHANG et al. 1998).

P-Typ ATPasen werden nach ihrer Substratspezifitdt und phylogenetischen Verwandt-
schaft in fiinf Gruppen eingeteilt: Typ I ATPasen umfassen die Schwermetallpumpen,
Typ II ATPasen die Ca?-, Na*/K*- und H*/K*-ATPasen, Typ III ATPasen H*- und
Mg?*-ATPasen, Typ IV ATPasen die Phospholipidpumpen und die Typ V ATPasen
setzen sich aus ATPasen ohne definierte Substratspezifitdt zusammen (AXELSEN &
PALMGREN 1997).

Wahrend die P-Typ Na*/K*- und H*/K*-ATPase sich aus einer a-Untereinheit und
glycosylierten B-Untereinheiten zusammensetzt, bestehen die Typ IIA und IIB
Ca?*-ATPasen sowie die Typ III H*-ATPasen aus nur einem einzigen Polypeptid.

1.3 Protonen-ATPasen

Die P-Typ H*-ATPase ist die primare Ionenpumpe der Plasmamembran von Pilzen und
Pflanzen (PORTILLO 2000). Die Schliisselfunktion der H*-ATPase ist die Erzeugung
eines elektrochemischen Protonen-Gradienten iiber der Membran (SZE 1985, KASEI &
MUTO 1990). Dieser wird, analog zum Natriumgradienten in tierischen Zellen, durch
energetische Kopplung zur Aufnahme (Cotransport) von Zuckern und Aminosduren
oder zur Abgabe (Antiport) von Ca? und Na* genutzt. H*-ATPase ist fiir die intrazel-
luldre pH-Regulation und die Aktivierung der meisten Ionen- und Metabolit-Trans-
porte durch die Plasmamembran verantwortlich.

Das Enzym besteht aus einem einzelnen Polypeptid von 100 - 105 kDa und transpor-
tiert Protonen mit einer 1:1 Stochiometrie zu hydrolysiertem ATP (PALMGREN &
AXELSEN 1998).

Die H*-ATPase hoherer Pflanzen wird von einer Multigenfamilie kodiert. 11 H*-ATPase
Gene wurden im Genom von Arabidopsis identifiziert, 7 in Tomate und 9 in Tabak
(MORSOMME & BOUTRY 2000, OUFATTOLE et al. 2000). Auf Grund ihrer Sequenz-
Identitdt werden die Gene der H*-ATPase in zwei Subfamilien klassifiziert. Die zwei
Subfamilien reprdsentieren die am starksten exprimierten Gene der H*-ATPase in
Pflanzen.

Unterschiede in gewebespezifischer Expression (DE WITT et al. 1996, HARPER et al.
1994), asymmetrischer Verteilung innerhalb der Zelle (DE WITT & SUSSMAN 1995,
JAHN et al. 1998) und den katalytischen Eigenschaften (MORIAU et al. 1999) der
einzelnen Isoformen sind gefunden worden. Bis zu drei Isoformen der H*-ATPase mit
verschiedener Kinetik konnen in einer Zelle nebeneinander vorkommen (MORIAU et
al. 1999, LUO et al. 1999). Die physiologische Relevanz dieses Phanomens ist bis
jetzt ungeklart (PORTILLO 2000).
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Zusdtzlich zur gewebe- bzw. entwicklungsspezifischen Expression erfolgt die tran-
skriptionale Kontrolle der pflanzlichen H*-ATPase vermutlich durch eine Vielzahl von
Umweltfaktoren.

So fiihren der Anstieg von Glucose in der Zelle (RAO et al. 1993, VANEMA et al.
1995, GHISLAIN et al. 1992), osmotischer Stress (CURTI et al. 1993, BARBAKOV et
al. 2000), niedrige pH-Werte (SUROWY & BOYER 1991), Dunkelheit (HARMS et al.
1994) und verschiedene Hormone (FRIAS et al. 1996) zu erhdhter Expression und
verstarkter katalytischer Aktivitat des Enzyms.

Neben der transkriptionalen Kontrolle des Enzyms wird von LUKASZEWICZ (1998)
eine translationale Regulation der ATPase vermutet. So besitzen die meisten pflanz-
lichen H*-ATPasen einen ungewdhnlich langen 5’-untranslatierten Bereich (Leader-
Sequenz), der einen kurzen offenen Leserahmen (5 - 13 Codons) enthalt. Die Analy-
se der Leader-Sequenz mit dem B-Galactosidase-Gen als Reporter zeigte, dal} sie die
Aktivierung der Translation durch den Mechanismus translationaler Reinitiation be-
einfluBt.

Die funktionale Diversitat der H*-ATPase wirft die Frage auf, ob die verschiedenen
Isoformen neben gewebespezifischen Expressionsmustern auch unterschiedliche sub-
zelluldre Lokalisationen in der Zelle besitzen konnten. Die Lokalisation der Vielzahl
verschiedener Isoformen der H*-ATPasen aus Arabidopsis, Tabak und Tomate wird
zwar auf Grund von Sequenzhomologien zu bereits molekularbiologisch charakteri-
sierten H*-ATPasen in der Plasmamembran vermutet, wurde aber immunocytologisch
oder mit Reportergenen in nur wenigen Fallen belegt (DE WITT et al. 1996, MORIAU
et al. 1999). Dagegen wurden zwei H*-ATPasen aus der marinen Goldalge
Heterosigma akashiwo, die groRte Ahnlichkeiten zu P-Typ H*-ATPasen hoherer
Pflanzen und Protozoen zeigen, immunocytologisch in intrazellularen Membranen
nachgewiesen (WADE et al. 1994). Es kann daher nicht grundsatzlich ausgeschlossen
werden, daRR P-Typ H*-ATPasen auch in anderen Membranen vorkommen.

1.4 Calcium-ATPasen

Ca?*-Ionen sind in allen Eukaryonten wichtige sekundare Botenstoffe (second mes-
senger) (BERRIDGE 1995, CLAPHAM 1995, SANDERS et al. 1999). Sie spielen eine
elementare Rolle bei Signaltransduktions-Vorgangen, der Kontrolle und Genexpressi-
on vieler Proteine und scheinen auch einen Einflu® auf die Protein-Prozessierung im
sekretorischen Stoffwechsel zu haben (GILL et al. 1996, SANDERS et al. 1999).
Voraussetzung fiir diese Funktionen ist eine niedrige Konzentration an freien
Ca?*-Ionen im Cytosol der Zelle. In Pflanzen wird der Influx der Ca*-Ionen ins Cyto-
plasma {iber Kanale aus intrazellularen Speichern geleitet, wie dem Endomembran-
system und der Vakuole. Die Wiederherstellung einer niedrigen Calciumkonzentration
im Cytosol geschieht durch biochemische Pufferung und intrazelluldre Sequestrie-
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rung in ER, Golgi, Mitochondrien, Chloroplasten und Vakuole, sowie durch den Ex-
port von Ca*-Ionen gegen die elektrochemische Potentialdifferenz iiber die Plasma-
membran (SANDERS et al. 1999).

Da die Konzentration an freien Ionen in den Organellen wesentlich hoher ist als im
Cytoplasma, sind fiir den Efflux der Ca®*-Ionen aus dem Cytosol energieabhangige
Transportsysteme die Voraussetzung (SANDERS et al. 1999). Neben den Ca?*/H*-Anti-
portern im Tonoplasten, die geringe Affinitat zu Ca?*-Ionen besitzen (HIRSCHI et al.
1996), spielen die hochaffinen P-Typ Ca#-ATPasen der Plasmamembran und des
Endomembransystems eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Calcium-
homdoostase (KREIMER et al. 1985, JOHNSON et al. 1995, SANTELLA & CARAFOLI
1997).

1.4.1 Lokalisation pflanzlicher Ca**-ATPasen

Die pflanzlichen Ca?*-ATPasen werden aufgrund ihrer Proteinsequenz-Identitdten in
zwei Untergruppen gegliedert (AXELSEN & PALMGREN 1998; EVANS & WILLIAMS
1998, SANDERS et al. 1999, GEISLER et al. 2000):

1. Typ IIA Ca?*-ATPasen

Sie sind den tierischen Ca#-ATPasen des Sarkoplasmatischen und Endoplas-
matischen Retikulums dhnlich und lassen sich durch Calmodulin nicht
stimulieren (ER-Typ-Homologe).

2. Typ IIB Ca*-ATPasen
Ahneln den tierischen durch Calmodulin stimulierbaren plasmamembranstindigen
Ca#*-ATPasen (PM-Typ-Homologe).

Allerdings entsprechen nicht alle pflanzlichen Ca?-ATPase-Homologe diesen Kri-
terien (BUSH et al. 1995, BONZA et al. 1998, EWANS & WILLIAMS 1998).

So kommen pflanzliche Typ IIA Ca?-ATPasen nicht ausschlieRlich im Endo-
plasmatischen Retikulum vor. Ein Beispiel ist LCA aus Lycopersicon esculentum
(WIMMERS et al. 1992). Die Ca?*-ATPase wurde durch Immunodedektion in Membran-
fraktionen sowohl in der Plasmamembran als auch im Tonoplasten lokalisiert und
besitzt in den verschiedenen Membranen unterschiedliche Molekularmassen, die ver-
mutlich durch alternatives SpleiRen bedingt sind (FERROL & BENNETT 1996). Auch
ECA/ACA3 aus Arabidopsis ist trotz sequenztypischer Merkmale fiir ER-standige
Ca?*-ATPasen, nicht im ER nachweisbar (HONG et al. 1999, LIANG et al. 1997).

Den pflanzlichen Typ IIB Ca?-ATPasen wurden aufgrund von biochemischen Merk-
malen eine Lokalisation in der Plasmamembran zugesprochen (CARAFOLI 1991). So
wurde die Stimulierbarkeit der Ca?-ATPase durch Calmodulin als Indiz einer Plasma-
membranlokalisation gewertet. Obwohl pflanzliche Calmodulin-stimulierbare
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Ca?*-ATPasen in ihrer Proteinsequenz groRe Ahnlichkeiten zu tierischen Plasmamem-
bran-ATPasen besitzen, sind, mit zwei Ausnahmen, alle klonierten pflanzlichen

Typ IIB ATPasen in Endomembranen lokalisiert worden (ASKERLUND 1996,
MALMSTROM et al. 1997, HWANG et al. 1997, HONG et al. 1999).

Die Isoform ACA1lp der Ca®-ATPasen ACA1 aus Arabidopsis (HUANG et al. 1993,
HARPER et al. 1998) wurde mit Hilfe von Membranfraktionierung und Immuno-
detektion mit dem polyklonalen Antikorper anti-AC1 in der inneren Hiillmembran
von Plastiden gefunden (HUANG et al. 1993). Die Lokalisation der Isoformen BCA1lp
aus Brassica oleracea wird aufgrund von Sequenzvergleichen mit einer vakuoldren
ATPase in der Vakuolen-Membran vermutet (MALMSTROM et al. 1997). ACA2p, der
Isoform von ACA2, wurde zuerst mittels Immunodetektion in Membranfraktionen
eine Lokalisation im ER zugeschrieben, die durch C-terminale Fusion des Proteins
mit GFP optisch bestatigt werden konnte (HARPER et al. 1998, HONG et al. 1999).
Die ersten klonierten plasmamembranstandigen Ca?*-ATPasen sind die Isoformen
At-ACA8 aus Arabidopsis (BONZA et al. 2000) und SCA1 aus der Sojabohne (CHUNG
et al. 2000). Auch sie besitzen wie alle bisher klonierten pflanzlichen Typ IIB
Ca?*-ATPasen, im Gegensatz zu tierischen Plasmamembran-Ca?-ATPasen, eine Calmo-
dulin-Bindungsstelle am N- und nicht am C-Terminus (MALMSTROM et al. 1997,
HARPER et al. 1998, BONZA et al. 2000).

Calmodulin-stimulierbare pflanzliche Ca?*-ATPasen der Endomembranen und der
Plasmamembran haben dhnliche biochemische Merkmale und lassen sich nur schwer
voneinander unterscheiden (ASKERLUND & SOMMARIN 1996, ASKERLUND 1996,
HWANG et al. 1998). Als biochemische Unterscheidungsmerkmale werden mittler-
weile auch das Molekulargewicht der ATPasen und die Hemmbarkeit durch Fluo-
reczin-Derivate herangezogen (BONZA et al. 1998). Plasmamembranstdandige
Ca?*-ATPasen haben ein hoheres Molekulargewicht als die der Endomembranen
(THOMSON et al. 1993, ASKERLUND & SOMMARIN 1996, ASKERLUND 1996, HWANG
et al. 1998) und lassen sich durch Fluoreczin-Derivate schneller hemmen (THOMSON
et al. 1993, BUSH & WANG 1995, ASKERLUND & SOMMARIN 1996).

Pflanzliche Typ IIA und Typ IIB Ca#-ATPasen kdnnen gleichzeitig nebeneinander im
selben Membransystem auftreten (EVANS & WILLIAMS 1998, GEISLER et al. 2000,
HONG et al. 1999, SANDERS et al. 1999). Diese Verteilung steht im Gegensatz zu
tierischen Zellen, in denen Typ IIA und Typ IIB Ca®-ATPasen entweder im Endo-
membransystem oder der Plasmamembran gefunden wurden (BRANDT & VANAMAN
1998). Es ist zur Zeit noch unklar, welche Rolle unterschiedlich regulierbare
Ca#*-ATPasen in derselben Membran haben. Fiir das ER werden funktional getrennte
Domanen mit rdumlich und funktional verschiedenen Ca?-Speichern vermutet
(GOLOVINA & BLAUSTEIN 1997).
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1.5  Signalsequenzen und topogene Signale

In eukaryontischen Zellen hat sich ein komplexes Proteintransport- und Sekretions-
system entwickelt. Der groRRte Teil des Intermedidrstoffwechsels sowie die fiir
Wachstum und Fortbestand der Zelle erforderliche Proteinsynthese findet im Cytosol
statt. Die Proteinsynthese der meisten Exportproteine und ebenso die der meisten
Membranproteine erfolgt dagegen am Endoplasmatischen Retikulum. Alle Proteine
der eukaryontischen Zelle, die tiber den sekretorischen Transportweg an ihren Be-
stimmungsort gebracht werden, miissen zundchst durch die Membran des ER trans-
portiert oder, im Falle von integralen Membranproteinen, in diese inseriert werden.
AnschlieRend konnen sie durch Transportvesikel in die verschiedenen Kompartimen-
te des exocytotischen Transportweges, der Plasmamembran oder in den extrazellula-
ren Raum gelangen.

Signalsequenzen nehmen eine Schliisselrolle in der Zielsteuerung (Targeting) und
der Membraninsertion von sekretorischen- und Membranproteinen in das ER ein
(MARTOGLIO & DOBBERSTEIN 1998).

Signalsequenzen befinden sich im allgemeinen am N-Terminus der zu transportieren-
den Proteine (Praproteine) und haben eine Lange von 15 - 50 Aminosauren (VON
HEIINE 1986). Sie werden meistens noch wahrend der Membranpassage auf der
trans-Seite der ER-Membran durch eine membrangebundene Signalpeptidase ab-
gespalten (MARTOGLIO & DOBBERSTEIN 1998). Jedoch sind mittlerweile auch
C-terminale Signalsequenzen bekannt (KATAY et al. 1995).

Obwohl die Primarstruktur der Signalsequenzen nicht konserviert ist, konnen
drei charakteristische Bereiche unterschieden werden: ein positiv geladener
N-Terminus (N-Region), ein 7 - 16 Aminosduren langer zentraler hydrophober
Bereich (H-Bereich) und eine polare C-terminale Region (C-Bereich), die die
Signalpeptidaseschnittstelle definiert. Die Gesamthydrophobizitat ist fiir die
Funktion einer Signalsequenz von entscheidender Bedeutung (CHOU & KENDALL
1990, VON HEIINE 1985).

Bei Membranproteinen, die meist keine Signalsequenzen besitzen, iibernimmt ge-
wohnlich der Bereich der ersten Transmembrandomane die Funktion einer Signal-
sequenz (KLEINIG & SITTE 1999). Diese sogenannten Signalbereiche sind Oberflachen-
strukturen, die sich durch Faltung eines Proteins ausbilden und fiir das entsprechende
Protein charakteristisch sind. Sie unterscheiden sich von Signalsequenzen vor allem
durch einen langeren hydrophoben Bereich (20 - 30 Aminosduren) und das Fehlen
einer Signalpeptidaseschnittstelle. Offensichtlich sind die Komponenten der Transport-
maschinerie in der Lage, hydrophobe Signalsequenzen variabler Lange und Amino-
saurezusammensetzung zu erkennen. Wie dieses Prinzip in der Zelle realisiert wird, ist
bisher nur ansatzweise bekannt (ZHENG & GIERASCH 1996).
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Signalsequenzen besitzen multiple Funktionen und enthalten spezifische Informa-
tionen, um die unterschiedlichen Funktionen des Targeting und der Membraninser-
tion sowie ihre Aufgaben nach Entfernen vom eigentlichen Protein auszufiihren. Sie
konnen zwischen den verschiedenen Transportwegen in das ER auswahlen, vermit-
teln die Translokation des N- oder C-Terminus eines Proteins durch die Membran und
sind fiir die Lokalisation eines Proteins in der Membran, im Lumen oder im Cytoplas-
ma verantwortlich.

Der durch die Signalsequenz initiierte Transportprozel3 ins ER kann cotranslational
oder posttranslational erfolgen. Signalsequenzen bringen Proteine entweder zu dem
co- oder zu dem posttranslationalen Translokationsapparat in der Membran. Beim
cotranslationalen Mechanismus gelangen die Proteine wahrend des Syntheseprozes-
ses an den membrangebundenen Ribosomen durch die Membran. Dagegen werden
Proteine beim posttranslationalen Prozeld erst nach ihrer Fertigstellung im Cytosol
zur Membran gebracht. Studien, in denen die Signalsequenzen von Proteinen ausge-
tauscht wurden, zeigten, daR allein die Signalsequenzen dariiber entscheiden, wel-
cher Weg gewahlt wird (FELDHEIM & SCHEKMAN 1994, NG et al. 1996). Cotranslatio-
nal transportierte Proteine besitzen offensichtlich hydrophobere Signalsequenzen als
posttranslationale Transportsubstanzen.

Unklarheit besteht zudem dariiber, wie die Proteine aus dem ER zu den verschie-
denen Endomembranen dirigiert werden und ob diesbeziigliche Erkenntnisse aus
Hefen und Saugetierzellen auf Pflanzen ubertragbar sind (GEISLER et al. 2000).

Die zu transportierenden Proteine enthalten per se keine Transportsignale. Bekannt
sind von ER-residenten Membranproteinen topogene Sequenzen, die fiir die Zuriick-
haltung dieser Proteine im ER verantwortlich sind. Diese topogenen Signale sind
bestimmte Sequenzenmotive oder Strukturen, die den Bestimmungsort in der Zelle
festlegen. Solche Signale ermdglichen das richtige Adressieren der Proteine an ihrem
Entstehungsort an freien oder membrangebundenen Ribosomen in Richtung Bestim-
mungsort, haufig auch das Zuriickhalten am Bestimmungsort. Einige dieser topoge-
nen Signale sind bekannt. So ist die H/KDEL-Sequenz in tierischen und pflanzlichen
Zellen die Riickhaltesequenz fiir Gsliche Proteine im ER.
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Signal Bedeutung

Signalsequenz 15 - 30 AS lang, mit positiver N-, hydrophober H- und
unspezifischer C-Region; zum Transfer in das ER

K/H/RDEL, K/H/RDEL, Zuriickhaltung loslicher Proteine im ER-Lumen tierischer,
H/DDEL-Sequenz pflanzlicher und Hefe-Zellen

NLS Ein oder mehrere Cluster basischer AS. Transport
in den Zellkern

R/KILL Vermutlich Riickhaltesignale fiir Membranproteine im ER

KXKXX-, XXRR-Sequenz Riickhaltesignale fiir Membranproteine im ER

Tab. 1: Beispiele topogener Signale fiir Transport und Kompatimentierung
von Proteinen

Bei tierischen Typ IIA Ca#-ATPasen wurden zwei verschiedene ER-Targeting- bzw.
Retentionssignale entdeckt, die fiir die ER-Assoziation dieser Proteine verantwort-
lich sein konnten (JACKSON et al. 1990, MAGYAR 1990). Das tierische C-terminale
ER-Retentionssignal der Typ I Proteine mit der Consensus-Sequenz (K/X)(K/X)KXX-
Stop findet sich auch in den pflanzlichen Typ IIA Isoformen ECA1 und ECA2 von
Arabidopsis und in LCA aus Tomate wieder, ist aber nicht bei der 0sCA-ATPase aus
Reis und ECA3 aus Arabidopsis vorhanden (GEISLER et al. 2000).

Das Motiv KXKXX scheint trotzdem ein konserviertes ER-Retentionssignal phylo-
genetisch unterschiedlicher Organismen zu sein, da es sowohl in Hefe (TOWNSLEY &
PELHAM 1994) als auch in Pflanzen und Tieren vorkommt und als solches erkannt
wird (HONG et al. 1999).

Das im ersten Transmembransegment tierischer Ca?*-ATPasen lokalisierte Motiv
R/KILL wird als weitere Signalsequenz fiir die Zuriickhaltung der Proteine im
ER/SER diskutiert (MAGYAR 1990, EVANS & WILLIAMS 1998). Es kommt in tierischen
Typ IIA aber nicht IIB Ca?*-ATPasen vor und ist auch in den meisten pflanzlichen
Homologen im ersten Transmembransegment konserviert, wie ein multiples
Alignment von GEISLER et al. (2000) zeigte.

Immunofluoreszenzuntersuchungen mit rekombinanten tierischen Chimaren aus Typ
ITA Ca*-ATPasen und einer plasmamembranstandigen Typ IIB Ca?-ATPase zeigten,
dalR innerhalb des ersten Transmembransegmentes der SER-ATPase Signalsequenzen
fiir eine ER-Retention vorhanden sind und auch die ersten beiden Transmembranseg-
mente der plasmamembranstandigen ATPase ein Targeting zur Plasmamembran ver-
mittelten (FOLETTI et al. 1995).
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1.6 Translationsinitiationsstelle

Vergleiche der Basensequenzen in nachster Umgebung tatsachlicher Startcodons
lassen bei Eukaryonten in der Regel Riickschliisse auf das als Translationsstartcodon
genutzte ATG zu (KOZAK 1987, LUTCKE et al. 1987).

In eukaryontischen Systemen gibt es im Gegensatz zu prokaryontischen keine purin-
reichen Sequenzen auf der 5’-Seite der mRNA, um zwischen Start- und internen
AUG-Codons zu unterscheiden. Eukaryonten benutzen meistens das am ndchsten
zum 5’-Ende der mRNA liegende AUG als Startstelle. Die 40S-Untereinheit der Ribo-
somen lagert sich vermutlich an die CAP-Struktur am 5-Ende eukaryotischer mRNAs
an und sucht nach einem AUG-Codon, indem es sich schrittweise in 3‘-Richtung be-
wegt. Mehrere Initiationsfaktoren sind notwendig, damit sich die 60S-Untereinheit
mit dem Komplex aus Initiator-tRNA, mRNA und 40S-Untereinheit zu einem 80S-
Initiationskomplex verbindet. Dabei ist weitgehend unbekannt, welchen genauen
Einflul} die um das Startcodon befindlichen Basen haben, da nicht immer das erste
AUG-Codon auf der mRNA als Startsignal fungiert. Dennoch wurden durch Vergleiche
zahlreicher, hauptsachlich tierischer Transkripte statistisch signifikante Ungleich-
verteilungen bestimmter Basen in nachster Umgebung tatsdchlicher Startcodons ge-
funden (KOZAK 1987, KOZAK 1996). Diese Gewichtung wurde in dahnlicher Form von
LUTCKE et al. (1987) fiir pflanzliche Transkripte ermittelt. Wahrend bei tierischen
Transkripten die vier Basen CACC vor dem Methionin und die Base G an Position +4
relativ zum A des AUG nach dem Startcodon fiir eine effektive Initiation der Trans-
lation entscheidend sind, wird fiir pflanzliche Transkripte den Basen G und C an Po-
sition +4 und +5 requlatorische Funktionen in der Translationsinitiationseffizienz
zugeschrieben (LUTCKE et al. 1987).

1.7  Das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) als
Reportergen

Die Probleme der subzelluldren Lokalisationsbestimmung konnen durch den Einsatz
von Immunofluoreszenztechniken oder rekombinanten Reportergenen geldst werden,
die sich durch einfache biochemische oder histochemische Methoden nachweisen
lassen. Reportergene, wie 3-Galactosidase (LacZ) (HELMER et al. 1984, TERRI et al.
1989), B-Glucuronidase (GUS) (JEFFERSON 1987, JEFFERSON et al. 1987), Chlor-
amphenicol-Acetyltransferase (CAT) (SEED & SHEEN 1988) und Luziferase (LUC)
(GALLIE et al. 1989, MILLER et al. 1992, OW et al. 1986) benotigen jedoch exogene
Substrate, Co-Faktoren oder Antikorper, um nachgewiesen werden zu kdnnen.

Eine Alternative zu diesen Reportergenen ist das Griin Fluoreszierende Protein - GFP.
Es stammt aus der Tiefseequalle Aequorea victoria, deren Fahigkeit zur Biolumi-
neszenz erstmals 1962 beschrieben wurde (SHIMOMURA et al. 1964). Fiir die Bio-
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lumineszenz ist unter anderem das 26,9 kDa schwere Griin Fluoreszierende Protein
verantwortlich (PRASHER et al. 1992). Das eigentliche Fluorophor des GFP bildet
sich autokatalytisch aus der Tripeptidsequenz Ser®>-Tyr®¢-Gly®” innerhalb der 238
Aminosauren umfassenden Polypeptidkette und benotigt keine exogenen Substrate
oder Co-Faktoren (CHALFIE et al. 1994, HEIM & TSIEN 1996, PRASHER et al. 1992).
Der Wildtyp des GFP besitzt zwei ausgepragte Anregungsmaxima bei 396 nm und
475 nm, welche zur Emission derselben Wellenldnge von 508 nm fiihren. Die Ent-
wicklung von GFP-Varianten mit veranderten Anregungs- und Emissionsspektren
durch Mutagenese im Bereich der chromophoren Gruppe und Codonoptimierung fiir
unterschiedliche Expressionssysteme fiihrte zu signifikanten Steigerungen der Trans-
lationshaufigkeit und Fluoreszenzintensitdt des Proteins (DELAGRAVE et al. 1995;
EHRIG et al. 1995; HEIM et al. 1994; HEIM et al. 1995; SIEMERING et al. 1996).
GFP-Varianten, deren Anregungsmaxima in den langerwelligen Bereich verschoben
sind (red shifted GFP), sind ideal fiir standardisierte Argon Laser Anregung
(DELAGRAVE et al. 1995).

Die Verwendungsmoglichkeiten des GFP als Reportergen sind vielseitig. Da die
Fahigkeit zur Fluoreszenz nach N- oder C-terminaler Fusion mit anderen Proteinen
nicht beeinflulRt wird und die Eigenschaften des fusionierten Fremdproteins auch in
heterologen Systemen erhalten bleiben, (CHALFIE et al. 1994, GU et al. 1997,
HEINLEIN et al. 1995, WANG & HAZELRIGG 1994) kann es fiir in vivo Studien iiber
Genexpression, Protein-Transport, Protein-Protein-Interaktionen und die Lokalisa-
tion einzelner Proteine in lebenden Zellen eingesetzt werden (KAETHER & GERDES
1995). Der Gebrauch von GFP-Reportergenen mit unterschiedlichen Emissionswellen-
langen macht eine simultane Lokalisation verschiedener Proteine in einer Zelle
maglich.

In Pflanzen wurde Wildtyp-GFP mit Hilfe des Kartoffel-Virus-X-Expressionssystemes
(BAULCOMBE et al. 1995 ) oder des Tabak-Mosaik-Virus (HEINLEIN et al. 1995) zur
Expression gebracht. Der Einsatz von rekombinanten GFP-Proteinen in Chloroplasten
(KOHLER et al. 1997a), Mitochondrien (KOHLER et al. 1997b), Strukturen des Cyto-
skeletts (HEINLEIN et al. 1995) und des Zellkerns (GREBENOK et al. 1997) haben
dabei neue Einblicke in verschiedene zelluldre Prozesse von Pflanzen ermdglicht. In
diesen Experimenten wurde GFP als virale mRNA in groRen Mengen exprimiert und
konnte im Mikroskop lokalisiert werden. Jedoch konnte wenig oder gar keine griine
Fluoreszenz nach Transfektion in isolierten Zellen und ganzen Pflanzen von
Arabidopsis, Tabak- und Gersteprotoplasten eruiert werden (HASELOFF et al. 1995,
HU & CHENG 1995, REICHEL et al. 1996, SHEEN et al. 1995). Erst durch Auffinden
und Beseitigen eines kryptischen Introns innerhalb der GFP-Sequenz, das groRe
Ahnlichkeit zu pflanzlichen Introns zeigte (HASELOFF et al. 1997) und einer Opti-
mierung der Codon-Gewichtung (CHIU et al. 1996, PANG et al. 1996, REICHEL et al.
1996), konnten erhohte Expressionsraten, eine verbesserte Proteinfaltung wahrend
des post-translationalen Reifungsprozesses (CORMACK et al. 1996, CRAMERI et al.
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1996) und eine verstdrkte subzelluldre Fluoreszenz in transfizierten Pflanzen er-
reicht werden (HASELOFF & SIEMERING 1998).

1.8  Zwei P-Typ ATPasen aus Dunaliella bioculata

Aus der einzelligen, zellwandlosen und extrem salztoleranten Griinalge Dunaliella
bioculata wurden molekularbiologisch bisher zwei putative P-Typ ATPasen charakte-
risiert, eine Ca?*-ATPase und eine H*-ATPase.

DBCA1 (Dunaliella bioculata Calcium ATPase 1) ist eine putative Ca?*-ATPase
(RASCHKE 1996, RASCHKE & WOLF 1996), DBPMA1 (Dunaliella bioculata Plasma-
membran ATPase 1) eine putative H*-ATPase (WOLF 1993, WOLF et al. 1995).

Die Gesamtlange der cDNA-Sequenz von DBCA1 umfaRRt 3692 bp. Das langste offene
Leseraster kodiert fiir ein Protein aus 1111 Aminosauren mit einer kalkulierten Mo-
lekiilmasse von 114 kDa. Das erste Startcodon im richtigen Leseraster befindet sich
an Position 48 - 50. Weitere ATG-Tripletts sind an Position 96 - 98 und

117 - 119 zu finden. Die Primarstruktur von DBCA1 weist alle Aminosdurereste auf,
die fiir den Calcium-Transport (S)ER-stdndiger Enzyme essentiell sind. So wurde
DBCA1 wegen ihrer Ahnlichkeit zu Calcium-translozierenden ATPasen aus dem (S)ER
tierischer Organismen (70 % Ahnlichkeit, 54 % Identitit) (RASCHKE 1996) in der
Klasse der P-Typ ATPasen eingeordnet. Auch AXELSEN & PALMGREN (1997) ordneten
DBCA1 den P-Typ IIA ATPasen zu. Aufgrund von Southernblot-Analysen wird ver-
mutet, dald im Genom von Dunaliella bioculata weitere Isoformen der Ca#-ATPase
vorkommen (RASCHKE 1996).

Die Peptidsequenz der H*-ATPase DBPMA1 weist 17 definierte Regionen auf, die cha-
rakteristisch fiir Protonen-translozierende ATPasen sind (SERRANO 1988, GREEN
1989, SERRANO 1989, WACH et al. 1992) und anderen P-Typ ATPasen dagegen fehlen
(WACH et al. 1992). Die Gesamtlange der cDNA umfal3t 4678 bp. Das langste offene
Leseraster der Nukleinsduresequenz kodiert fiir ein Polypeptid aus 1131 Aminosau-
ren mit einer kalkulierten Molekiilmasse von 123 kDa. Zwei ATG-Tripletts befinden
sich im ldngsten offenen Leserahmen der Nukleinsduresequenz, die als Translations-
start interpretiert werden kdnnten. Sequenzvergleiche zeigten, daR das Protein Ahn-
lichkeit zu H*-ATPasen aus héheren Pflanzen hat (58 - 61 % Ahnlichkeit, 47 %
Identitat) (WOLF 1994) und zur Primarstruktur der plasmamembranstandigen
H*-ATPase aus Dunaliella acidophila (WEISS & PICK 1996) 78 % Identitdt und 87 %
Ahnlichkeit aufweist. Von AXELSEN & PALMGREN (1997) wurde DBPMA1 den Typ IIIA
ATPasen zugeordnet. Southernblot-Analysen mit genomischer DNA aus Dunaliella
bioculata zeigten, dald das Gen von DBPMA1 (pmal) in einfacher Kopie vorliegt und
keine weiteren Isoformen besitzt (WOLF 1993, WOLF et al. 1995).
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1.9  Zielsetzung

Immunocytologische Nachweise der subzellularen Lokalisation der beiden ATPasen
DBCA1 und DBPMA1 aus Dunaliella bioculata wurden bisher nicht durchgefiihrt.

Die Ergebnisse von GEISLER et al. (2000), HONG et al. (1999), SANDERS et al.
(1999) und WADA et al. (1994) zeigen jedoch, dal® Riickschliisse auf die Lokalisa-
tion von P-Typ Ca?*-und H*-ATPasen in Pflanzen aufgrund ihrer biochemischen Merk-
male und Sequenzhomologien nicht uneingeschrankt gezogen werden kdnnen.

GFP stellt ein geeignetes Markerprotein zur subzelluldaren Lokalisationshestimmung
von ATPasen dar. Die Expression rekombinanter Proteine hat den Vorteil, dal? GFP
direkt sichtbare Fluoreszenz zeigt, in vivo Beobachtungen ermoglicht und dazu keine
exogenen Substrate oder Co-Faktoren bendtigt. Gegeniiber immunocytologischen
und Membranfraktions-Analysen, bei denen Kreuzreaktionen zwischen Antikorpern
und anderen Isoformen nicht ausgeschlossen werden konnen, liefern ATPase-GFP-
Chiméare Isoformen-spezifische Informationen. Uberdies lassen sich bei der GFP-Mar-
kierung Fehlinterpretationen vermeiden, die auf unsaubere Trennung der pflanzli-
chen Membransysteme bei der Fraktionierung im Gradienten beruhen.

Ziel der Arbeit war, die subzelluldre Lokalisation der Ca?*-ATPase DBCA1 und
H*-ATPase DBPMA1 aus Dunaliella bioculata fluoreszenzoptisch zu bestimmen. In der
Vergangenheit war beobachtet worden, daR heterologe Expression aktiver H*-ATPasen
in pflanzlichen Systemen zum Tod der Zelle oder zu stark retardiertem Wachstum
fiihrten (MORSOMME & BOUTRY 2000). Um dieses Problem zu umgehen, sollte fiir
die Lokalisationsstudien keine aktiven ATPasen, sondern nur Teilbereiche von ihnen
verwendet werden. Bisher ist wenig iiber die Sequenz-Informationen bekannt, die
fiir die subzelluldre Verteilung (Sortierung) von ATPasen und den dazugehdrigen
zelluldren Sortierapparat entscheidend sind. Dennoch haben Immunofluoreszenz-
untersuchungen rekombinanter Chimdren aus tierischen Typ IIA und IIB
Ca?*-ATPasen gezeigt, dal® Signalsequenzen innerhalb der ersten Transmembranseg-
mente der ATPasen, fiir eine ER-Retention vorhanden sind und auch das Targeting
zur Plasmamembran durch N-terminale Sequenzbereiche der plasmamembranstan-
digen Ca*-ATPase bestimmt werden kann (FOLETTI et al. 1995).

Dementsprechend sollte in der vorliegenden Arbeit versucht werden, die Lokalisation
der ATPasen {iber GFP markierte N-terminale Transmembransegmente in heterologen
Expressionssystemen zu bestimmen. Da beide ATPasen {iber mehrere potentielle
Startcodons verfiigen, sollte das Fluoreszenzsignal ferner genutzt werden, die Trans-
lationseffizienz von Konstrukten mit verkiirztem N-Terminus zu verfolgen, um so die
eigentliche Translationsinitiationsstelle zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Organismen und Plasmide

2.1.1.1  Escherichia coli (E. coli)

Zur Transformation und Vermehrung von Plasmiden wurden die Derivate des E. coli
K12 Stammes DH5aF (HANAHAN 1985) und XL1-Blue (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande) mit folgenden Eigenschaften eingesetzt:

DH5aF:  supE44, F®P80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)
U169, recA1, endA1, hsdR17(r,m, )

XL1-Blue: recAl, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
[F'proAB, lacl? ZAM15, Tn10 (tet')]

2.1.1.2 (C0S-7-Zellen

Als heterologes Versuchssystem zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der
ATPase Expression und Lokalisation dienten konfluent gewachsene COS-7-Zellen. Bei
C0S-7-Zellen handelt es sich um eine von der Affennieren-Zellinie CV1 abgeleitete
Linie, die durch Behandlung der Zellen mit einer Mutante des Affenvirus SV40 ent-
standen ist. Die Zellen wurden freundlicherweise von der Abteilung Molekulare Zell-
biologie (Prof. Gruss) des Max-Planck-Institutes fiir Biophysikalische Chemie in
Gottingen zur Verfiigung gestellt.

2.1.1.3 Hela-Zellen

Als weiteres heterologes Versuchssystem wurden adharent wachsende Hela-Zellen
verwendet. Es handelt sich dabei um Zellen der von GEY et al. (1952) etablierten
Kultur eines menschlichen Zervix-Karzinoms epitheler Herkunft.

Die Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen (Braunschweig) (Nr. DSM ACC 57) bezogen.

Optimale Wachstumsbedingungen waren gegeben, wenn die Hela-Zellmenge zu Be-
ginn ihrer Kultivierung 0,5 - 1,0 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium bei 37° Cin
einem 5 %-C0,-Milieu betrug.

2.1.1.4 Tabak

Sterile Takakpflanzen wurden aus Samen von Nicotiana tabacum L. cv Samsun NN
gezogen. Zur Gewinnung von Tabak-Protoplasten wurden 10 - 12 Wochen alte Pflan-
zen verwendet (2.2.19).
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2.1.1.5 cDNA der Calcium- und Protonen-ATPase

Die cDNA der Calcium-ATPase DBCA1 aus Dunaliella bioculata (RASCHKE & WOLF

1996, RASCHKE 1996) wurde von Dr. B.C. Raschke zur Verfiigung gestellt. Die voll-
standige Sequenz ist in der Sequenz-Datenbank des National Center of Biotechno-
logy (NCBI; www.nchi/ulm.nih.gov) unter der Zugangsnummer X93592 aufgefiihrt.

Die cDNA der Protonen-ATPase DBPMA1 aus Dunaliella bioculata (WOLF et al. 1995,
WOLF 1993) stellte Dr. A.H. Wolf zur Verfiigung. Die vollstandige Sequenz ist in der
NCBI Sequenz-Datenbank unter der Zugangsnummer X73901 gespeichert.

2.1.1.6  Griin Fluoreszierendes Protein (GFP)
2.1.1.6.1 pEGFP-N1

Als visueller Marker der Genexpression und Proteinlokalisation in Hela- und COS-7-
Zellen diente der pEGFP-N1 N-terminale Protein-Fusions-Vektor (Clontech, Palo Alto,
USA; GenBank Zugangsnummer U55762). pEGFP-N1 ist eine ,red shifted” Variante
des Wildtyp-GFP, mit starkerer Fluoreszenzintensitat und verbesserter Expression in
Saugetierzellen. Der Vektor kodiert fiir die GFPmut1-Variante (CORMACK et al. 1996),
die den doppelten Aminosdureaustausch Phe® zu Leu und Ser®® zu Thr enthalt. Das
Anregungsmaximum liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum bei 507 nm. Die ko-
dierende Sequenz des EGFP-Gens enthalt mehr als 190 stille Basensubstitutionen zur
Angleichung an die menschliche Codon-Praferenz (HAAS et al. 1996). Zur Verbesse-
rung der Translationseffizienz in eukaryontischen Zellen befindet sich vor der kodie-
renden EGFP-Sequenz eine Kozak Consensus-Sequenz. Eine multiple Klonierungs-
stelle (MCS) befindet sich zwischen dem CMV-Promotor (P, ), der die konstitutive
Expression in Sdugetierzellen kontrolliert, und den EGFP-codierenden Sequenzen. Ein
SV40-Polyadenylierungsignal nach der EGFP-Sequenz sorgt fiir eine Prozessierung
des 3’-Endes der EGFP-mRNA.

pEGFP-N1 enthalt auBerdem das Kanamycinresistenzgen aus Tn5, das das Wachstum
transformierter Wirtszellen auf Selektivagar zulaRt.

Abb. 1: Vereinfachte Genkarte des
pEGFP-N1 N-terminaler Protein-

Fusions-Vektor

" xset  PEGFP eignet sich zur Konstruktion von EGFP-
Fusionsgenen. Fremdgene konnen iiber die MCS
am N-Terminus der EGFP-Sequenz inseriert wer-
den und miissen ein Startcodon zur Expression
als EGFP-Fusionsprotein enthalten.

pEGFP-N1
4.7 kb
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2.1.1.6.2 HBT-L

Als Expressionsvektor zur Lokalisationsbestimmung rekombinanter ATPase-GFP-Pro-
teine in Tabak-Protoplasten diente der bindre Vektor HBT-L. Er wurde freundlicher-
weise von der Arbeitsgruppe Prof. Gatz (Albrecht-von-Haller-Institut der Universitat
Gottingen) zur Verfiigung gestellt. Grundlage des HBT-L ist der Klonierungsvektor
pUC18. Er enthalt zwischen den Schnittstellen EcoR I und Hind III das HBT-sGFP-
S65T-NOS-Fragment.

sGFP-S65T ist eine GFP-Mutante mit einer fiir menschliche Gene optimierten Codon-
Praferenz, die in Pflanzenzellen gute Expressionsergebnisse zeigt, da die bevorzugte
Codon-Praferenz zwischen menschlichen Genen und denen hoherer Pflanzen oftmals
dhnlich ist (HAAS et al. 1996, WADA et al. 1991). Diese Mutante fiihrt zu einer
20-fach hoheren Proteinexpression und einem verstarkten Fluoreszenzsignal im Ver-
gleich zum Wildtyp-GFP (SHEEN et al. 1995). Zahlreiche Restriktionsschnittstellen
und ein potentielles kryptisches Intron (HASELOFF et al. 1997) wurden eliminiert.
Die Substitution von Ser% zu Thr im Chromophor des sGFP-S65T fiihrt zu einer Un-
terdriickung der Absorption bei 395 nm und zu einem Absorptionsmaximum bei 488
nm (CUBITT et al. 1995, HEIM et al. 1995) sowie zu einer schnelleren Bildung des
Chromophors. Das Emissionsmaximum liegt bei 510 nm. Die Expression des GFP er-
folgt unter der Kontrolle des chimaren Promotors HBT (SHEEN 1993, SHEEN et al.
1995). Er besteht aus den ersten 400 bp des 355-Promotors und der TATA-Box sowie
der 5-untranslatierten Region (5-UTR) aus dem Maisgen C4PPDK. Der 5-UTR enthalt
einen universellen Transkriptions-Verstarker, der die Promotor-Aktivitdt um ein

10- bis 80-faches steigert. Am 3‘-Ende des sGFP-S65T ist der NOS-Transkriptions-
terminus aus Agrobacterium tumefaciens angefiigt.

Durch zusatzliche Insertion der MCS des Klonierungsvektors pBluescript II SK(+) in
den HBT-L-Vektor unmittelbar vor die sGFP-S65T-Sequenz, sind N-terminale Fusionen
mit sGFP-S65T iiber die Schnittstellen Bam HI und Kpn I moglich. HBT-L enthalt au-
Rerdem ein Ampicillinresistenzgen, das das Wachstum transformierter Bakterien auf
Selektivagar ermoglicht.
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2.1.2 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden fiir Polymerasekettenreaktion (PCR) und
Sequenzierung von DNA-Fragmenten eingesetzt.

Sie wurden {iber die Firmen Naps (Gottingen), Roth (Karlsruhe) und Clontech
(Palo Alto, USA) bezogen.

Oligonukleotide| Sequenz (5’ - 3’)

DCA-M1 GGTCTCGAGCACCATGGTGAGCCACGCTTCATCAGG
DCA-M2 GGTCTCGAGCACCATGGTGTACCTGGGCCTTGGAAT
DCA-M3 GGTCTCGAGCACCATGCAGGACGCCTACTCCAGTG
rDCAC1 GGAATCAGCTGCAGCTGGCCAT

DBH-M1 GGTCTCGAGCACCATGGCGGACATCAAGGAAGGA
DBH-M2 GGTCTCGAGCACCATGATCAAGGAGCCCCTCACA
rDBH GCAGCTCGAGTCACAATGGCACCATCTCGCA
rDBH2 GTCACTGCAGCACAATGGCACCATCTCGCA
DBCAT-M1 TGATGGTACCCTTGGAATGGTGAGC

DBCAT-M2 TGATGGTACCTGGAATGGTGTACCTG

DBCAT-M3 TGATGGTACCTTGGAATGCAGGACGCC

rDBCAT AGTCGGATCCATTCCGGAGCACTGTGGC

DBHT-M1 TGACGGTACCGCAACATGGCGGACATC

DBHT -M2 TGACGGTACCGGTGGACATGATCAAGGAG

rDBHT TGACGGATCCATCTCGCACGACCAT

Tab. 2: Primer fiir die Amplifikation des N-Terminus und der ersten beiden
Transmembransegmente aus der cDNA der Ca?*-ATPase DBCA1 und
der H*-ATPase DBPMA1 aus Dunaliella bioculata
Die Startcodons sind durch Fettdruck hervorgehoben, die Kozak Consensus-
Sequenz kursiv dargestellt und die Schnittstellen sind unterstrichen.

Oligonukleotide| Sequenz (5’ - 3’)

rGFP TTACGTCGCCGTCCAGCTCGAC
rLGYMW CCACATGTATCCAAGGGA

rQQARI TTGATGCGGGCCTGCTGC
HBT-L-f CAGGCGCGGGGCGGTCACGTAGTA

Tab. 3: Primer fiir die Sequenzierung der rekombinanten pEGFP-N1 und
HBT-L-Vektoren
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2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Reaktionssysteme

Chemikalien und Reaktionssysteme wurden iiber die Firmen Biomol (Ilvesheim), Bio-
Rad (Miinchen), Boehringer (Mannheim), DIFCO-Laboratories (Detroit, USA), Gibco
BRL (Eggenstein), Invitrogen (San Diego, USA), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Frei-
burg), Qiagen (Hilden), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich GmbH (Miinchen) be-
zogen.

Wenn nicht anders angegeben, wurden bei der Verwendung von Reaktionssystemen
stets die Angaben des Herstellers befolgt.

Flir Restriktionsanalysen wurden Restriktionsendonukleasen der Hersteller
Boehringer (Mannheim), Eurogentec (Seraing, Belgien), MBI Fermentas GmbH
(St. Leon-Rot), Pharmacia (Freiburg) verwendet.

2.1.4  Mikroskopie

2.1.4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die visuelle Uberpriifung von Genexpression und Proteinlokalisation des fluoreszie-
renden Genmarkers GFP wurde mit einem Olympus BH-2 Mikroskop, bestiickt mit

den Filterblocken BH2-DMV und BH2-DMBYV, durchgefiihrt. Fiir Auflicht-Fluoreszenz-
Mikroskopie wurden zusatzlich ein vertikaler Auflicht-Fluoreszenz-Kondensor
(BH-2-RFA), fluoreszenzfreie UV-Objektive mit 10-, 40- und 100-facher VergroRRerung
und eine 100 W Quecksilberdampflampe verwendet.

Fiir die Mikrofotografie war am Fototubus eine Automatik-Kleinbildkamera mit Hand-
schaltgerat (Olympus, PM-10AK) angebracht. Als Filmmaterial dienten 200, 400 und
800 ASA Diafilme der Firmen Kodak und Revue.

2.1.4.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Konfokale Aufnahmen von GFP-transfizierten COS-7-Zellen und Tabak-Protoplasten
wurden mit dem inversen konfokalen Laser Scanning Mikroskop LSM 410 invert
(Zeiss, Gottingen) gemacht. Es besteht als Grundeinheit aus dem Mikroskop Axiovert
135 M, das Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie ermdglicht. Angegliedert sind
die Einrichtungen fiir die konfokale Mikroskopie, die Steuerung des Gerates, ein PC
und die digitale Bildverarbeitung.

Die GFP-Expression wurde bei inverser Fluoreszenzmikroskopie mit dem FITC-Filter-
satz (Extinktionsfilter 470 - 490 nm, Dichroider Spiegel 510 nm, Emissionsfilter
510 - 540 nm) untersucht. Bei konfokaler Mikroskopie erfolgte die Anregung mit
einem externen Argon-Ionen Laser bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm. Das
Emissionslicht wurde durch einen 510 - 520 nm Bandpassfilter gefiltert. Die digitale
Bildverarbeitung erfolgte mit dem Programm LSM Version 3.95 (Zeiss, Gottingen).
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Die Nutzung des konfokalen Fluoreszenzmikroskopes wurde freundlicherweise von
der Abteilung Membranbiophysik am Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische
Chemie in Gottingen ermoglicht.

2.1.5 Software

Fiir DNA-Analyse:
ABI PRISM™ Sequencing Analysis 3.0 (PE Applied Biosystems)
Mac Vector and AssemblyLign (IBI)

Fiir Bildanalyse und -bearbeitung:
NIH Image 1.61

Adobe Photoshop 5.0

LSM Version 3.95 (Zeiss)

2.2 Methoden
2.2.1  Kultivierung von Escherichia coli

Stammbkulturen von Escherichia coli (E. coli) wurden als Glycerinsuspension
(40 %) bei -70° C gelagert und bei Bedarf auf Agarplatten ausgestrichen
(1,5 % Agar in NZY-Medium).

NZY-Medium: 1,0 % (w/v) NZ-Amine
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
5,0 % (w/v) NaCl

Ubernachtkulturen von E. coli wurden in autoklavierten 10 ml Reagenzglisern mit
Aluminiumkappen gezogen. Dazu wurden in der Regel 2 ml NZY-Medium bei Bedarf
mit Ampicillin (75 mg/ml) oder Kanamycin (30 mg/ml) versetzt und mit einer ein-
zelnen Bakterienkolonie von einer Agarplatte beimpft. Die Kulturen wurden 12 - 14 h
bei 37° C und 250 Upm in einem Schiittelinkubator (GFL 3032) gezogen.
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2.2.2 Transformation von E. coli mit Calciumchlorid

Fiir Standard-Transformationen wurden E. coli Zellen mit Calciumchlorid fiir die Auf-
nahme von Plasmid-DNA kompetent gemacht (COHEN et al. 1972, Protokoll nach
SAMBROOK et al. 1989).

Zur Transformation wurden bis zu 10 ul Plasmid-DNA mit einem Volumen von 200 pl
kompetenten Zellen vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach kurzem Erhitzen
(90 s) auf 42° C wurde die Suspension anschliellend auf Eis gekiihlt und die Zellen
zur Expression der Antibiotikaresistenz mit 800 pl NZY-Medium 30 min bei 37° C ge-
schiittelt. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch kurze Zentrifugation im un-
teren Bereich des ReaktionsgefalRes konzentriert, vom Grofteil des Mediums befreit
und auf Selektivagar ausplattiert.

2.2.3 Plasmidisolierung

Plasmidisolierung wurde sowohl im prdparativen als auch im analytischen Mal3stab
durchgefiihrt. Sie erfolgte nach der Methode von BIRNBOIM & DOLY (1979).

Zur Analyse von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien wurden Ubernachtkultu-
ren angezogen. Jeweils 1,5 ml der Kultur wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal3e iiber-
fiihrt und 10 s bei 12.000 g zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde dekantiert und das
ReaktionsgefaR zum Abtropfen 5 min kopfiiber auf FlieRpapier gestellt. Das Zell-
pellet wurde in 100 ul TE-Puffer mit RNase A (P1-Puffer) suspendiert und mit 200 pl
alkalischer SDS-Losung (P2-Puffer) versetzt. Nach 5-miniitiger Inkubation bei RT
wurden 150 pl eiskalte Kaliumacetatlosung (P3-Puffer) zugegeben und das Gemisch
10 min auf Eis inkubiert. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 12.000 g wurde das
Zentrifugat mit der Plasmid-DNA und den l6slichen Proteinen einer Phenol-Chloro-
form-Extraktion unterworfen (2.2.4.1). Die DNA wurde mit Natriumacetat und
Ethanol 30 min gefillt (2.2.4.3) und anschlieBend bei 12.000 g pelletiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das verbleibende Ethanol im Heizblock bei 50° C ab-
gedampft. Das DNA-Pellet wurde in 20 - 50 pl autoklaviertem HPLC-Wasser gelost
und zur weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.

Zur praparativen Plasmidisolierung wurden 200 ml steriles NZY-Medium mit einem
Antibiotikum versetzt und mit 2 ml einer Ubernachtkultur des entsprechenden Klons
beimpft. Die Kultur wurde tiber Nacht bei 37° Cim Schiittelinkubator bei 250 Upm
angezogen. Die Bakterien wurden 15 min bei 2.500 g (4.000 Upm, GSA-Rotor,
SORVALL RC-5B) pelletiert und anschlieBend in 10 ml P1-Puffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit 10 ml P2-Puffer vermischt und 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 10 ml P3-Puffer hinzugegeben, das Gemisch vorsichtig ge-
schwenkt und 20 min auf Eis inkubiert. Das Pelletieren der Zelltriimmer erfolgte
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 13.000 g (10.000 Upm, HB-4 Rotor, Sorvall
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RC-5B). Zur Reinigung der DNA wurde der Uberstand auf eine Einweg-Anionenaus-
tauschersdule (Qiagen-tip 500, Qiagen) gegeben, die zuvor mit 10 ml QBT-Puffer
aquilibriert worden war. Die Sdule mit gebundener DNA wurde zweimal mit je 30 ml
QC-Puffer gewaschen, und die DNA durch Erhohung der NaCl- Konzentration in einer
Stufe mit 15 ml QF-Puffer eluiert. Die eluierte DNA wurde mit 0,7 Vol Isopropanol
bei RT gefdllt und das Prazipitat durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei
13.000 g (10.000 Upm, HB-4-Rotor, SORVALL RC-5B) 30 min pelletiert. Die DNA
wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, bei 50° C kurz getrocknet und in 500 ul
Wasser aufgenommen.

Die isolierten und aufgereinigten Plasmide wurden mit unterschiedlichen Restrik-
tionsendonukleasen geschnitten (2.2.6), um neue DNA-Fragmente in das Plasmid zu
ligieren, oder bereits eingefiihrte Fragmente mit Hilfe der Gelelektrophorese (2.2.7)
auf ihre GroRRe hin zu iiberpriifen.

P1-Puffer: 50 mM Tris/HCL, pH 8,0
10 mM EDTA
0,1 % (w/v) RNase A

P2-Puffer: 200 mM NaOH
1,0 % (w/v) SDS

P3-Puffer: 3,0 M KOAc/HOAc, pH 5,5

QBT-Puffer: 750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Ethanol
0,15 % (v/v) Triton-X-100

QC-Puffer: 1,0 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Ethanol

QF-Puffer: 1,2 M NaCl
50 mM MOPS, pH 8,0
15 % (v/v) Ethanol
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2.2.4 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren

Folgende Methoden wurden bei der Isolation von Plasmid-DNA und zur Reinigung
von PCR- und Restriktionsfragmenten eingesetzt.

2.2.4.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Phenol-Chloroform-Extraktion wurde bei allen DNA-Prdparationen auf3er der Plasmid-
isolation mit dem QIAfilter Plasmid Midi/Maxi Kit eingesetzt, um Proteine und an-
dere organische Komponenten aus der Losung zu entfernen.

Wassergesattigtes Phenol (P) wurde mit dem Antioxidationsmittel Hydroxychinolin
versetzt und mit Tris-Base auf pH 8,0 eingestellt. Chloroform wurde im Verhaltnis
24:1 mit Isoamylalkohol (I) versetzt, um Schaumbildung bei der Phasentrennung zu
vermeiden. Die Extraktion erfolgte durch einmaliges Ausschiitteln der DNA-Losung
mit dem gleichen Volumenanteil einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung
im Verhaltnis 25:24:1.

Eine Durchmischung von organischer und wassriger Phase wurde durch Schiitteln
erreicht, die Trennung durch 2-miniitige Zentrifugation bei 11.000 g beschleunigt.
Nach der Zentrifugation wurde die wassrige Phase abgenommen und durch alkoholi-
sche Fallung von Phenolresten befreit (2.2.4.3).

2.2.4.2 Schleudersaulen-Chromatographie

Alternativ zur Fallung wurden kleine Volumina von DNA-Suspensionen (50 — 100 pl) iiber
Sephacryl Schleudersaulen (S-200, S-300, S-400, Pharmacia, Freiburg) gereinigt. Diese
Methode wurde zum Pufferwechsel, zum Entfernen von Nukleotiden und Primern nach
der PCR und zur Beseitigung von Phenolresten nach der Phenol-Chloroform-Extraktion
eingesetzt.

2.2.4.3 Alkoholische Fillung von DNA

DNA wurde zur Abscheidung von Proteinen und/oder niedermolekularen Substanzen
aus wassrigen Losungen mit Hilfe von Salz/Alkohol Kombinationen ausgefallt. Die
DNA wurde dazu durch Zugabe von 2,5 Vol 98 %-igem Ethanol und 0,1 Vol 3 M
Natriumacetat pH 5,3 mindestens 20 min bei -20° C gefdllt und anschlieRend

30 min bei 13.000 g (10.000 Upm, HB4 Rotor, Sorvall RC-5B) zentrifugiert. Bei
geringem Probenvolumen wurde eine Eppendorf Zentrifuge (5415 C, Eppendorf) bei
12.000 g eingesetzt. Alle Zentrifugationen fanden bei einer Temperatur von 4° C
statt. Das erhaltene Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut fiir
15 min bei gleicher g-Zahl wie zuvor zentrifugiert, um die DNA am Boden des
ReaktionsgefiRes zu sammeln. Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende
Ethanol bei 50° C kurz abgedampft. Die DNA wurde in einer geeigneten Menge auto-
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klaviertem HPLC-Wasser durch kurzes Erwdrmen auf 50° C resuspendiert und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung

Konzentrationen von wassrigen DNA-Losungen wurden photometrisch anhand der
Absorption bei 260 nm mit einem Gene Quant II Photometer (Pharmacia, Freiburg)
ermittelt. Dabei wurde eine optische Dichte (OD,,) von 1 einer Konzentration von
50 pg doppelstrangiger DNA gleichgesetzt (Schichtdicke der Kiivette 1 cm).

Die Reinheit der Nukleinsduren wurde durch das Verhaltnis der Absorption bei

260 nm und 280 nm abgeschatzt (WARBURG & CHRISTIAN 1942). Ein Verhdltnis von
>1,8 fiir DNA-Losungen wurde als Indiz fiir geringe Verunreinigungen durch Proteine
gewertet (SAMBROOK et al. 1989).

2.2.6 Enzymatische Fragmentierung von DNA

Filir die Restriktionsanalyse wurden Restriktionsendonukleasen und Puffer verschie-
dener Hersteller einzeln und in Kombination eingesetzt. Standard-Spaltungen von
Plasmid-DNA wurden mit 10 Einheiten (Units) des Enzyms pro pg DNA durchgefiihrt.
Die Inkubationszeit betrug bei 37° C eine bis mehrere Stunden. Vor der Weiterverar-
beitung der geschnittenen DNA wurden die Enzyme fiir 10 min bei 60° C inaktiviert.
Die Ergebnisse wurden durch Gelelektrophorese (2.2.7) kontrolliert.

2.2.7 Gelelektrophorese

Analytische Gelelektrophoresen von Aliquots der Versuchsansatze wurden routine-
malig zur Erfolgskontrolle eingesetzt. Die Trennung der DNA erfolgte nach GroRe
der Fragmente im elektrischen Feld.

Zur analytischen Gelelektrophorese wurden 0,8 - 2,0 %-ige Agarosegele in TBE-Puf-
fer verwendet. Die Agarose wurde in TBE-Puffer aufgekocht und nach Abkiihlung auf
ca. 50° Cin Elektrophoresekammern (Eigenbau K. Unger, Albrecht-von-Haller-Insti-
tut, Universitat Gottingen) gegossen.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die DNA-Proben mit 1/10 Volumen Proben-
puffer versetzt.
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Probenpuffer: 180 mM Tris-Base
180 mM Borsaure
5 mM EDTA

40,0 % (w/v) Saccharose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol FF

TBE-Puffer: 90 mM Tris-Base
90 mM Borsaure
2,5 mM EDTA

Die elektrophoretische Trennung der DNA-Fragmente erfolgte fiir 1 - 2 h bei einer
Feldstdrke von 5 V/cm. Zur Bestimmung der DNA-FragmentgroRe und zur Abschat-
zung der Konzentration wurden DNA-Langenstandards mit Fragmenten definierter

GroRe und bekannter Konzentration aufgetragen. Neben kommerziell erhiltlichen

DNA-Langenstandards wurden selbsterstellte Plasmid-Standards von A.H. Wolf und
M. Giersberg eingesetzt (Langen in bp).

A-Standard: 6.991, 5.086, 3.992, 2.999, 2.357, 1.652, 1.389, 1.077, 516

M-Standard: 710, 498, 404, 367, 242, 190, 147, 118, 110, 67, 57

Zur Detektion separierter DNA-Fragmente wurde eine Ethidiumbromid-Behandlung
durchgefiihrt (SHARP et al. 1973). Die Agarosegele wurden fiir 15 min in ein Wasser-
bad mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid gelegt und anschlie3end gewdssert. Die Tren-
nung der DNA-Fragmente wurde auf einem UV-Leuchttisch (LKB 2011 MACP Trans-
illumin, Pharmacia, Freiburg) kontrolliert sowie gegebenenfalls mittels einer
Polaroidkamera (Polaroid DS-34 Direct Screen Instant Camera) mit Rotfilter foto-
grafiert.

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Rekombinante Plasmide wurden durch Verkniipfung (Ligation) von Vektor-DNA und
Fremd-DNA mit T4-DNA-Ligase (Pharmacia, Freiburg; Gibco BRL, Eggenstein) her-
gestellt.

Um Fragmente mit kohdsiven Enden zu erzeugen, wurden PCR-Produkt und Vektor-
DNA jeweils mit zwei Restriktionsendonukleasen geschnitten (2.2.6). Die Reinigung
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der Ansatze erfolgte durch Phenol-Chloroform-Extraktion (2.2.4.1) und Sephacryl
S-200 Schleudersdulen (2.2.4.2). Fiir die Ligation wurden Fremd-DNA und Vektor-
DNA im Verhaltnis von 2:1 (v/v) eingesetzt. Die Ligationsansdatze wurden entweder
4 h bei 10° C oder 2 h bei 16° C inkubiert.

2.2.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR (nach SAIKI et al. 1988) wurde zur Amplifikation genomischer DNA und zur DNA-
Sequenzierung eingesetzt. Die Methode beruht auf dem Prinzip zyklischer Wieder-
holungen von Denaturierung der template-DNA, Anlagerung sequenzspezifischer
Primer und Synthese einer komplementdren DNA-Kopie durch die thermostabile Tag-
Polymerase. Bei Durchfiihrung mehrere Zyklen kommt es zu einer exponentiellen Ver-
vielfaltigung der Zielsequenz.

2.2.9.1 Amplifikation von Fragmenten aus cDNA

Die Reaktionsansatze enthielten eine Primer-Konzentration von 1 pyM, je 200 pM
Desoxyribonukleotide (dNTP) und 10 ng template-DNA. Die Ansdtze hatten ein Volu-
men von 100 pl und wurden nach Zugabe aller Reagenzien mit einem Tropfen Mine-
ralol iberschichtet und kurz zentrifugiert. Die thermostabile Tag-DNA-Polymerase
(Gibco BRL, Eggenstein) wurde erst nach einem anfanglichen Denaturierungsschritt
durch die Olschicht hindurch zum Reaktionsgemisch pipettiert.

PCR-Protokoll fiir die Amplifikation der ATPase-Fragmente:

Zyklus A (1x) 5 min 95° C (Denaturierung)

Zyklus B (25x) 60 s  98° C (Denaturierung)
60 s  50° C (Primer-Anlagerung)
90 s 72° C (Polymerisierung)

Zyklus C (1x) 10 min 72° C (Polymerisierung)

2.2.9.2 Sequenzierung

Bei der Didesoxy-Sequenzierungsmethode (nach SANGER et al. 1977) werden Primer
eingesetzt, die an der DNA-Matrize eine Einzelstrangsynthese initiieren. Die Synthe-
se findet unter Verwendung von vier Desoxynukleotiden statt, die mit unterschied-
lichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Durch Zusatz von Didesoxynukleotiden
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werden Kettenabbriiche erzeugt, so daR DNA-Fragmente unterschiedlicher Langen
entstehen. Die DNA-Fragmente wurden mit einer automatischen Sequenzieranlage
(ABI PRISM™ 310, Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt) elektrophoretisch
aufgetrennt, wobei die Fluoreszenzsignale durch einen Laserstrahl induziert und dem
computergesteuerten Auswertungsprogramm ABI PRISM™ Sequencing Analysis 3.0
ibermittelt wurden.

Zur Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde das ABI PRISM™ dRhodamin Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und das DYEnamic ET Cycle Sequencing Kit
(beide Kits von Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt) eingesetzt. Die
verwendeten Didesoxynukleotide sind mit fluoreszierenden dRhodamin-Farbstoffen
gekoppelt. Fiir die Reaktion wurden 200 - 500 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die
Primer-Konzentrationen betrugen 2 - 5 pmol. Das Reaktionsvolumen wurde auf die
Halfte, der Reaktionsmix auf ein Viertel des im Herstellerprotokoll angegebenen
Volumens reduziert.

Standard-PCR-Protokoll fiir ABI PRISM™ dRhodamin Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit:

1 min 96° C (Denaturierung)
30 s 50° C (Primer-Anlagerung)
4 min 60° C (Polymerisierung)

25 Zyklen

Standard-PCR-Protokoll fiir DYEnamic ET Cycle Sequencing Kit:

10 s 96° C (Denaturierung)
5s  50°C (Primer-Anlagerung)
4 min 60° C (Polymerisierung)

25 Zyklen

Die Aufreinigung der Sequenzierungsansatze erfolgte durch alkoholische Fallung. Bei
Verwendung des ABI PRISM™ dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kits wurde der Reaktionsansatz mit 37 ul 70 %-igem Ethanol/0,5 mM MgCl
fiir 15 min bei RT prazipitiert. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 12.000 g
(14.000 Upm Eppendorf-Tischzentrifuge, 5415C) und RT wurde der Uberstand ver-
worfen und das Pellet bei 90° C fiir 1 min im Heizblock getrocknet.

2
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Sequenzierungsreaktionen mit dem DYEnamic ET Cycle Sequencing Kit durchgefiihrt,
wurden durch alkoholische Fallung mit Natriumacetat/EDTA-Puffer aufgereinigt.

Natrium-Acetat/EDTA-Puffer: 1,5 M Natriumacetat
250 mM  EDTA

Die Pellets wurden in 17 pl TSR (Template Suppression Reagent, Perkin Elmer
Applied Biosystems, Weiterstadt) resuspendiert. Zum Denaturieren wurden die
Proben fiir 2 min auf 95° C erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis gestellt. Bis zur
Elektrophorese wurden sie auf Eis aufbewahrt.

2.2.10 Kultivierung von HeLa-Zellen

Die Anzucht der Hela-Zellen erfolgte nach den Anweisungen des Lieferanten (DSM
GmbH, Braunschweig) in MEM-Medium (Gibco BRL, Eggenstein) bei 37° C in einem
5 %-C0,-Milieu.

MEM-Medium: MEM-Medium versetzt mit
10 pg/ml Na-Pyruvat
50 pg/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
10 % (w/v)  fotales Kalberserum (FKS) (Biochrom, Berlin)

Die Weiterziichtung bereits aktiver Kulturen erfolgte in MEM- oder RPMI 1640-Medji-
um (Biochrom KG, Berlin). Die Teilung des Zellgutes erfolgte alle drei Tage unter Zu-
gabe frischen Mediums.

Nach Stabilisierung der Zellen in RPMI 1640-Medium (Biochrom KG, Berlin) wurden
Monolayerkulturen in 250 ml Kulturflaschen angelegt und diese bei 37° C und

5 %-C0, inkubiert. Das Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt und die Zellen
passagiert, sobald sie auf dem Kulturflaschenbdden konfluente Zellschichten bilde-
ten. Dazu wurden neue Kulturflaschen mit 1 - 2 x 10° Zellen in 15 ml Medium ange-
setzt.

2.2.11 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der Trypan-Blau-Exklusionstest angewendet
(HOSKINS et al. 1956). Trypan-Blau farbt defekte und durchldssige Zellen, intakte
und somit teilungsfahige Zellen bleiben hell. Die Ermittlung der Lebend-Zellzahl er-
folgte mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. 200 ul Zellsuspension wurden mit



2 Material und Methoden 34

200 pl steril filtrierter Farblosung vermischt, mit einer Pasteurpipette auf die Zahl-
kammer gegeben und ausgezahlt.

Trypan-Blau-L6sung: 150 mM NaCl
0,3 % (w/v) Trypan-Blau (Merk, Darmstadt)

2.2.12 Anzucht auf Objekttragern

Zur Transfektion wurden die Hela-Zellen auf Objekttragern bis zu einer Konfluenz
von 60 - 80 % angeziichtet. Zur Anzucht der Zellen auf Objekttragern wurden Flexi-
perm-Slides (Heraeus-Biotechnologie, Hanau) in Kombination mit Objekttragern ver-
wendet. Das Flexiperm-Slide bildet die Wande, der Objekttrager den Boden eines
Blocks von acht Gewebekulturkammern mit je 300 pl Fassungsvermdgen. Objekttra-
ger und Flexiperm-Slides wurden fiir 1 h in 75 %-igem Alkohol desinfiziert und an-
schlieRend getrocknet. Die Flexiperm-Slides wurden unter Druck auf die Objekttrager
gepreRt, so dald pro Objekttrager acht Kammern entstanden. In jede Kammer wurde
100 pl verdiinntes ECM-Gel (Sigma, Deisenhofen) gegeben. Das Gel trocknete 30 min
und wurde dann mit 300 pl HBSS-Puffer (Gibco BRL, Eggenstein) gewaschen. Am
Tag vor der Transfektion (2.2.13) wurde jede Kammer mit 300 pl Zellsuspension

(4 x 10° Zellen) der Monolayerkultur befiillt und iiber Nacht bei 37° C und 5 %
CO,-Gehalt inkubiert.

2.2.13 Liposomentransfektion von HelLa-Zellen

Die Transfektion von Hela-Zellen mit rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte mittels
Liposomentransfektion (RUYSSCHAERT et al. 1994). Das verwendete Clonfectin-
Transfektionsreagenz (Clontech, USA) ist ein amphiphiles Lipid, dessen kationischer
Anteil mit der Plasmid-DNA interagiert und hydrophobe Komplexe bildet. Der Clon-
fectin/DNA-Komplex assoziiert mit der Zelloberflache und erméglicht so den Transfer
der DNA durch Endocytose in die Zelle. Am Tag der Transfektion wurde die Liposo-
menlosung frisch angesetzt. 90 pl HBS-Puffer wurden auf 55° C erhitzt und tropfen-
weise zur Clonfectin-Stammlosung gegeben (Endkonzentration 1 pg/pl). Die Losung
wurde geschiittelt und auf Eis gekiihlt. Fiir jeden Transfektionsansatz von 2 ml wur-
de eine Plasmid- (Losung A) und eine Clonfectin-Losung (Losung B) hergestellt:

Losung A: 4 pg Plasmid-DNA
100 pl serumfreies Medium
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Losung B: 4 pg Clonfectin (1 pg/plin HEPES-NaCl-Puffer, pH 7,4)
100 pl serumfreies Medium

Losungen A und B wurden vermischt und 30 min bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurde pro Ansatz 1,8 ml serumfreies Medium zugegeben. Das Medium der Uber-
nachtkulturen wurde entfernt, die Transfektionslosung wurde auf die Hela-Zellen
pipettiert und diese fiir 4 h bei 37° C und 5 %-C0, im Brutschrank inkubiert. Nach
4 h wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen, frisches Kulturmedium dazugege-
ben und erneut unter den gleichen Bedingungen wie oben angegeben inkubiert.
Nach 24 - 48 h wurden Zellen mit transienter Genexpression mittels Fluoreszenz-
mikroskopie selektiert.

HBS-Puffer: 150 mM NaCl
20 mM HEPES

pH 7,3; autoklaviert

Kulturmedium: RPMI 1640-Medium (Biochrom KG, Berlin) versetzt mit
2 mM L-Glutamin
10 pg/ml Na-Pyruvat
2 mg/ml NaHCO,
0,35 pl/ml B-Mercaptoethanol
100 pg/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin

PBS-Puffer: 10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,
137 mM NaCl
2,7 mM KCL

pH 7,2; steril filtriert

2.2.14 Morphologische Praparate

Zur Herstellung einer Fixierlosung wurde Paraformaldehyd 3,7 %-ig in PBS-Puffer
unter Rihren auf 60° C erhitzt und der pH auf 7,4 eingestellt. Objekttrager mit
Hela-Zellen wurden fiir 10 min in die Losung getaucht und anschlieRend dreimal
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mit PBS-Puffer gewaschen. Je nach Verwendungszweck wurde eventuell noch eine
Kernfarbung (2.2.15) durchgefiihrt. AbschlieRend wurde mit Wachs ein Deckglas auf
dem Objekttrager fixiert.

2.2.15 Kernfarbung mit H33342

Der Hoechst-Farbstoff H33342 interkaliert mit der DNA im Kern lebender Zellen. Die
Zellkerne lebender Zellen fluoreszieren dadurch nach Anregung mit 460 nm blau
(PREISLER 1987). Die H33342-Stammldsung wurde 1:1000 mit PBS verdiinnt und auf
Zellen gegeben, die zuvor vom Medium befreit wurden. Nach zweimaligem Waschen
mit PBS wurden die Zellen bei einer Wellenldnge von 460 nm im Fluoreszenzmikro-
skop untersucht und ausgewertet.

2.2.16 Kultivierung von C0S-7-Zellen

Zur Vorbereitung der Transfektion wurden COS-7-Zellen auf einer 10 cm Kulturschale
ausplattiert und im Brutschrank bei 37° Cin einem 5 %-C0,-Milieu kultiviert.
Sobald sich eine konfluente Zellschicht gebildet hatte, wurden die Zellen mit PBS-
Puffer gewaschen und durch Behandlung mit Trypsin vom Kulturschalenboden abge-
l0st. Die abgelosten Zellen wurden in ein Einweg-Polypropylenreagenzrohrchen
iiberfiihrt und 30 min bei 800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 30 ml Kulturmedium resuspendiert. Jeweils 2 ml Zellsuspension wurde
auf 3,5 cm Kulturschalen verteilt und im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von

ca. 80 % angeziichtet.

Kulturmedium: DMEM High Glucose (Gibco BRL, Eggenstein), versetzt mit
10 % (w/v) FKS (Biochrom, Berlin)
2 mM L-Glutamin

100 mg/l Penicillin
100 mg/L Streptomycin

2.2.17 Liposomentransfektion von COS-7-Zellen

Die Transfektion von COS-7-Zellen mit rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte wie bei
Hela-Zellen mittels Liposomentransfektion (2.2.13). Jeder Transfektionsansatz ent-
hielt 5 pg Plasmid-DNA.
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Fiir Transfektionsansatze von je 1 ml wurden eine Plasmid- (Losung A) und eine
Lipofectamin-Losung (Losung B) hergestellt.

Losung A: 5 ug Plasmid-DNA
ad 100 pl mit serumfreiem Medium aufgefiillt

Losung B: 6 pl Lipofectamin (Gibco BRL, Eggenstein)
94 ul serumfreies Medium

Serumfreies Medium: DMEM High Glucose versetzt mit
2 mM L-Glutamin

Losungen A und B wurden vermischt und 30 min bei RT inkubiert. Anschlieend
wurden 800 pl serumfreies Medium hinzugefiigt.

Vor der Transfektion der COS-7-Zellen wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen
mit serumfreien Medium gewaschen und anschlielend der Lipofectamin-DNA-Mix
auf die Zellen pipettiert. Die Inkubation erfolgte 5 - 6 h bei 37° Cin 5 %-igem
CO,-Milieu. AnschlieBend wurde jedem Transfektionsansatz 1 ml Kulturmedium ver-
setzt mit 20 % FKS zugegeben. Am ndchsten Morgen erfolgte ein Wechsel in Stan-
dard-Kulturmedium.

Vor Uberpriifung der Genexpression unter dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop wur-
den die Zellen auf sterile, Gelatine-beschichteten Objekttrager iibertragen.

2.2.18 Fixierung von C0S-7-Zellen

Die mit Zellen behafteten Objekttrager wurden zur Fixierung mehrmals mit Methanol
gespiilt und mit Eukitt (Novoglas, Bern) eingedeckt.

2.2.19 Axenische Kulturen von Tabakpflanzen

Axenische Kulturen wurden aus Tabaksamen der Sorte Nicotiana tabacum L. cv
Samsun NN angezogen. Als AnzuchtgefaR dienten autoklavierte Einweckglaser
(Weck, Wehr), die mit 120 - 200 ml Murashige & Skoog Nahrmedium gefiillt wurden.
Zur Desinfektion der Samen wurden diese fiir 20 min in 10 %-iger Natriumhypo-
chloridlosung, die zum Abbau der Oberflachenspannung mit einem Tropfen Tween 20
Detergenz versetzt wurde, leicht geschwenkt und anschlieRend fiinfmal mit sterilem
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Wasser gewaschen. Pro Einweckglas wurde je ein Samen auf das Nahrmedium gelegt
und die Deckel mit Parafilm verschlossen. Alle Schritte wurden steril durchgefiihrt.
Die Anzucht erfolgte im Klimaschrank (I-36LLVL, Percival Scientific, Perry, Iowa,
USA) bei einem Licht/Dunkel Rhythmus mit Temperaturveranderungen von 16 h bei
24,1° Cund 8 h bei 21° C.

Murashige & Skoog Nahrmedium:

100 ml Losung I
100 pl  Losung II

1 ml Losung III

1 ml Kinetin

1 ml Thiamin

1ml 24D

1 ml IAA/NAA
100 mg MES
100 mg myo-Inositol

1 g Casein (enzymatisch hydrolysiert)
30 g  Saccarose

8 g Agar

ad 1.000 ml H,0-Bidest, pH 5,4; autoklaviert

Murashige & Skoog Basismedium (Losung I):

200
0,1
30

1

1

15

1
190
12,5
0,53

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

NH,NO,

H,BO,

CaCl,

EDTA

FeSO, * 7 H,0
MgSO, * 7 H,0
MnSO, * H,0
KNO,

KH,PO,

ZnS0,

Cobalt/Kupfer-Losung (Losung II):
1 mM CoCl,
1 mM CuSO,

Molybdadn/Jod-Losung (Losung III):
1 mM Na,Mo0,
5 mM KJ
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2.2.20 Praparation von Tabak-Protoplasten

Die Blatter von drei in axenischer Kultur gewachsenen 10 - 12 Wochen alten Tabak-
pflanzen wurden auf der Unterseite mit einem Skalpell in Abstanden von 1 - 2 mm
eingeritzt und die Mittelrippen entfernt. Die so behandelten Bldtter wurden mit der
Blattunterseite nach unten in Petrischalen mit 7 ml Enzymlosung gelegt und iiber
Nacht im Dunkeln bei 24,1° C inkubiert. Macerozyme verdauen dabei die Mittel-
lamellen, Cellulasen entfernen die Zellwande und die Protoplasten werden frei-
gesetzt.

Am nachsten Morgen wurden die Petrischalen leicht geschwenkt, um die Proto-
plasten aus den Zellfragmenten zu [6sen. Nach 30-miniitiger Inkubation wurde die
Protoplastensuspension anschlieRend {iber ein 125 pm-Sieb gegeben. Das Sieb
wurde mit Elektroporationspuffer nachgespiilt und die erhaltene Protoplastensus-
pension in 50 ml Einweg-Polypropylenrohrchen fiir 20 min bei 64 g im Vollaus-
schwingrotor (#2252M, Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments, Hanau) bei RT und
ausgeschalteter Rotorbremse zentrifugiert. Lebende Protoplasten sammelten sich an
der Losungsoberflache, tote mit den Zelltrimmern am Boden des Polypropylenrohr-
chens. Mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (Cyclo I, Roth, Karlsruhe) wurden Pellet
und Losung vorsichtig abgesaugt. Die lebenden Protoplasten wurden in 40 ml Elek-
troporationspuffer aufgenommen und 15 min bei 115 g unter den oben beschrie-
benen Bedingungen zentrifugiert. Pellet und Losung wurden erneut abgesaugt und
die Protoplasten in 25 ml Elektroporationspuffer aufgenommen. Nach dem letzten
Aufreinigungsschritt (115 g, 5 min) wurden die Protoplasten erneut in Elektro-
porationspuffer aufgenommen. Alle Praparationsschritte erfolgten unter sterilen Be-
dingungen. Die Protoplastenzahl wurde mit einer Jessen-Zahlkammer bestimmt.

Enzymlosung : 0,4 % (w/v) Cellulase (Onozuka R10, Tokio, Japan)
0,2 % (w/v) Macerozyme

in TEX-Puffer gelost, 30 min geriihrt und 5 min zum
Entfernen unldslicher Partikel bei 2500 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde steril filtriert.

TEX-Puffer: Gamborg’s B-5 Basis Salz Mix fiir 1 |
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen) versetzt mit

2,5 mM MES

6,7 mM CaCl,

3,1 mM NH,NO,
0,4 M Saccarose

pH 5,7; steril filtriert
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Elektroporationspuffer: 0,4 M
10 mM
80 mM
5,4 mM

Saccarose
HEPES
KCL

CaCl,

pH 7,2; steril filtriert

2.2.21 Elektroporation von Tabak-Protoplasten

Die Transfektion von Vektor-DNA in Tabak-Protoplasten erfolgte durch Elektropora-
tion. 500 pl der Protoplastenlosung (2 - 5 x 10° Protoplasten/ml) wurden in steri-
len Einweg-Elektrodenkiivetten (0,4 cm Elektrodenabstand, Bio-Rad, Miinchen) mit
30 - 100 pg Vektor-DNA (in 100 ul Elektroporationspuffer) gemischt und 5 min bei
RT bis zur Transfektion inkubiert. Zur Elektroporation wurde eine Gerdatekombination
der Firma Biorad, bestehend aus Pulsgenerator (Gene Pulser II) und parallel geschal-
tetem Pulskontrollgerdt (Puls Controller) benutzt. Die Elektroporation erfolgte bei
925 pF und 160 V. Nach dem Strompuls wurden die Protoplasten 30 min bei RT in-
kubiert und anschlieRend in 2 ml TEX-Puffer iiberfiihrt. Die mikroskopische Analyse
der Genexpression erfolgte 24 und 48 h nach Transfektion. Bis dahin wurden die
Protoplasten bei 24,1° C im Dunkeln inkubiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierungsstrategie fiir die Expression von
ATPase-GFP-Fusionsvektoren in Tabak-Protoplasten

Ausgangspunkt der Arbeit bildeten die beiden Plasmide pDL20/14 und pDL10.
pDL20/14 enthielt cDNA des Aminoterminus des Proteins DBCA1, eine aus Dunaliella
bioculata isolierte putative Ca?*-ATPase (RASCHKE & WOLF 1996). Plasmid pDL10
kodiert fiir den Aminoterminus der aus Dunaliella bioculata isolierten putativen
H*-ATPase DBPMA1 (WOLF 1993, WOLF et al. 1995).

Zur in vivo Lokalisation der ATPasen DBCA1 und DBPMA1 in heterologen Expressions-
systemen bietet sich die Fusion mit dem Reportergen GFP an. Bei N-terminaler
Fusion des GFP mit den beiden ATPasen wird das Startcodon der ATPase als Trans-
lationsstart des Fusionsgens benutzt. Daher werden von der Expression der ATPase-
GFP-Fusionsproteine Hinweise {iber die subzelluldre Lokalisation von DBCA1 und
DBPMA1 erhofft. Ferner konnen durch diese Strategie die tatsachlich genutzten
Startcodons und N-terminale Signalsequenzen analysiert werden.

Welche Sequenzbereiche der ATPasen fiir ihre subzelluldre Lokalisation verantwort-
lich sind, ist weitestgehend unbekannt. Immunofluoreszenzuntersuchungen mit
tierischen rekombinanten Chimaren einer Ca?-ATPase aus dem Sarkoplasmatischen
Retikulum (SER) und einer Ca#-ATPase der Plasmamembran (PM) haben jedoch ge-
zeigt, dal’ die Zielsteuerungssignale der SER-standigen Ca*-ATPasen durch Amino-
sauresequenzen im ersten Transmembransegment festgelegt sind und auch die
plasmamembranstdandige Ca?-ATPase rSERCA1 N-terminale Signalsequenzbereiche
besitzen konnte (FOLETTI et al. 1995).

Aufgrund der Ergebnisse von FOLETTI et al. (1995) wurde angenommen, daR® am
N-Terminus gelegene Sequenzbereiche, einschliel3lich der ersten beiden Trans-
membransegmente von DBCA1 und DBPMA1, fiir das Targeting von ATPase-Reporter-
protein-Chimaren ausreichen.

Die Lokalisation der H*-ATPase in der Plasmamembran kann aufgrund von 78 %
Identitdt und 87 % Ahnlichkeit zur Primarstruktur der plasmamembranstindigen
H*-ATPase aus Dunaliella acidophila als gesichert angesehen werden. Daher kann die
subzelluldre Lokalisation der N-terminal GFP-markierten Sequenzbereiche als
interner Standard zur Interpretation der Lokalisation der Ca?*-ATPase-GFP-Chimdren
angesehen werden.

Die Transfektion von Dunaliella ist trotz ausfiihrlicher Versuchsreihen in unserem
Labor bis jetzt nicht gelungen (B. EBERT, personliche Mitteilung). Daher dienten in
der vorliegenden Arbeit Tabak-Protoplasten als pflanzliches Expressionssystem. Als
Expressionsvektor wurde HBT-L verwendet (Abb. 2). Er enthalt eine fiir pflanzliche
Systeme optimierte GFP-Sequenz mit verstarktem Fluoreszenzsignal bei 510 nm
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(CHIU et al. 1996, HAAS et al. 1996). Die GFP-Variante sGFP-S65T bietet dariiber
hinaus den Vorteil, ein in den langerwelligen Lichtbereich verschobenes Anregungs-
maximum zu haben. Photochemische Schaden des zu untersuchenden Pflanzenmate-
rials werden so vermindert bzw. vermieden und die starke Autofluoreszenz des Pflan-
zenmaterials unter UV-Licht-Anregung wird minimiert. Fusionen am N-Terminus des
sGFP-S65T ermdglichten Expressionsstudien der Fusionsproteine unter Beriicksichti-
gung moglicher ATPase-Translationsstartcodons. Die Expression der Fusionsproteine
fand unter Kontrolle des starken HBT-Promotors statt (SHEEN 1993).

3.1.1 Analyse der Translationsstartsignale der H*- und
Ca?*-ATPase aus Dunaliella bioculata

Mehrere ATG-Tripletts, die als Translationsstart interpretiert werden konnten, be-
finden sich im jeweils langsten offenen Leserahmen der Nukleinsduresequenz der
Ca?*- und H*-ATPase aus Dunaliella bioculata.

Im 5’-Bereich des Ca?*-ATPase-Gens liegen drei mogliche Startcodons. Das erste ATG
befindet sich an Position 48 - 50, weitere Methionin-kodierende Basentripletts sind
an Position 96 - 98 und 117 - 119 lokalisiert (Abb. 3). Die H*-ATPase DBPMA1 ent-
halt im 5-Bereich an Position 23 - 25 und 72 - 74 jeweils ein ATG (Abb. 4).

AAAAATCAAATAAACATCATGTTTAGGGGAACTTGGAAGCCCTTGGAATGGTGAGCCACG 60
M V S H 4

CTTCATCAGGAAGGCCTTCCTCAAGGGACACTGGAATGGTGTACCTGGGCCTTGGAATGC 120
AS S G R P S S R D T GGM VY L G L G M 24

AGGACGCCTACTCCAGTGAAGTCCAGGAGGTGGCTGCTTTCTATCATGTGGATTTGGACA 180
o b A Y S S E V Q E V A A F Y H V D L D 44

GGGGGCTTTCTGACAGGGATGTGCAGCAGGCCCGCATCAAGTATGGCAGAAACCAGATGG 240
R 6 L. s b RDV Q QAR I K Y G R N Q M 64

AGGCTGAGCAGAGTACACCTCTGTGGAAGCTAATTTTGAAGCAGTTTGATGATCTTCTTG 300
E A E Q S T P L W K L I L K Q F D D L T 84

TCAAGATCTTGCTGGGGGCAGCCATCGTGGACTTCATAATTGCGATAAGTGAGGGGGAGA 360
v K 1T . L GG A A I VvV D F I I A I S E G E 104
GCATTCAGAGTGGATTGATAGAGCCCATGGTCATCCTGTTGATTTTGGTGGCAAACGCCA 420
S I Q S G I T E P M V T I I T I AVA A N A 124
CTGTGGGGGTAGTCACGGAGCGCAACGCTGAGAAAGCCATAGAGCAGTTAAAATCTTATG 480
r v G v v T E R N A E K A I E Q L K S Y 144
AGGCAGATGATGCCACAGTGCTCCGGAATGGCCAGCTGCAGCTGATTCCATCTGCTGACA 540
E A D DATV L R NG OUL O L I P S A D 164
TCGTACCGGGGGATATCGTAGAGCTTGCAGTGGGCAACAAGGTACCTGCGGATACCAGGG 600
I v p G DI VEL AV G N K V P A D T3JR 184

Abb. 3: Aminoterminale Nuklein- und Aminosduresequenz von DBCA1

Die Nukleotidsequenz des Klons pDL20/14 ist in 5° — 3’ Orientierung angegeben. Die daraus abgelei-
tete Aminosduresequenz ist darunter abgebildet. Die beiden Transmembransegmente sind unterstri-
chen. Die drei als mogliche Startcodons in Frage kommenden ATG-Tripletts sind durch Fettdruck her-
vorgehoben.
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TGGGCCCGCTGAGTGCCGCAACATGGCGGACATCAAGGAAGGAGTCGAGGAAGGATCGGT 60
M A D I K E G V E E G S V 13
GAAGGTGGACATGATCAAGGAGCCCCTCACACAAGGGGACACTGGCGTGGATGAGGTGGA 120
K v oD M I K E P L T Q G D T G V D E V D 33
CTTTGCCAAGATTACTCTGGACGATGCCTTCAAGTACTTGAATTGCAACAAGCACGGGCT 180
F A K I T L D D A F K Y L N C N K H G L 53
CAGCAGTGCCGAAGCAGCTGCTCGTCTTCAACAGCACGGGCCCAACAAGCTTCCTGACAG 240
s S A E A A A R L Q Q H G P N K L P D S 73
TTCACGCAACCCTGTCCTTGTCTTCCTTGGATACATGTGGAACCCCCTGGCGTGGGCCAT 300
S R N P V L V_F L G Y M W N P L A W A M 93
GGAGGCAGCCGCAATCATCTCCATTGCCCTCCTGGATGTGGCAGATTTCGTGCTCATTGT 360
E A A A T I s I A L L DV A D F V L I V 113
GGGCTTGCTGCTCATCAATGCCATTATCAGTTTCTATGAGGAGAGCAACGCCGACAAGGC 420
G L L . I N A T T S F Y E E S N A D K A 133
CATCAAGGCCTTGACAGCTGCCCTTGCACCCAAGGCCATGGTCGTGCGAGATGGTGCCAT 480
I K AL T A A L A P K A M V V R D G A I 153
TGTGACCATCGATGCTGTGAATCTCGTGCCGGGGGACGTCATCTTAATCCGCTTGGGCAA 540
v T 1 D A V N L V P G D V I L I R L G N 173
CATCGTACCAGCAGACGTCAAGCTGCTGGAAGAAGAGGGAGCTGATGAGGGGGAGCAGGA 600
I v p A DV K L L E E E G A D E G E Q E 193

Abb. 4: Aminoterminale Nuklein- und Aminosduresequenz von DBPMA1

Die Nukleotidsequenz des Klons pDL10 ist in 5° — 3’ Orientierung angegeben. Die daraus abgeleitete
Aminosduresequenz ist darunter abgebildet. Die beiden Transmembransegmente sind unterstrichen.
Die zwei als mdgliche Startcodons in Frage kommenden ATG-Tripletts sind durch Fettdruck hervorge-
hoben.

Vergleiche der Basensequenzen in ndchster Umgebung tatsdchlicher Statcodons las-
sen bei Eukaryonten in der Regel Riickschliisse auf das als Translationsstart genutzte
ATG-Triplett zu (KOZAK 1987, LUTCKE et al. 1987).

Ein Vergleich der Basen in unmittelbarer Umgebung der beiden ATG-Motive an Posi-
tion 23 - 25 und 72 - 74 der Nukleinsduresequenz von DBPMA1 mit den fiir tieri-
sche und pflanzliche Transkripte ermittelten Consensus-Sequenzen zeigte grofdte
Ubereinstimmungen zwischen der Umgebung des ersten ATG am 5-Terminus und der
tierischen Kozak Consensus-Sequenz (Tab. 4). Es wurde daher vermutet, daR die
Translation am ersten ATG beginnt (WOLF 1993).

Position -4 -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6
M1 (Position 23 - 25) CA A CATGG CG
M2 (Position 72 - 74) GGA CATGGAT
Pflanzliche Consensus-Sequenz | A A C A A T G G C
Tierische Consensus-Sequenz CA CCATSG

Tab. 4: Umgebung der Translationsstartcodons von pma1l

Die Bezeichnung der Nukleinsiuresequenz von DBPMA1 ist pmal. Ubereinstimmungen der Basen in
unmittelbarer Umgebung der am Aminoterminus befindlichen ATG-Tripletts mit den pflanzlichen
Consensus-Sequenzen sind unterstrichen, Ubereinstimmungen mit den tierischen Consensus-
Sequenzen sind durch Fettdruck gekennzeichnet.
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Flir die Ca?*-ATPase DBCA1 ergab ein Sequenzvergleich der Basen in unmittelbarer
Umgebung der drei ATG-Tripletts am N-Terminus mit den tierischen und pflanzlichen
Consensus-Sequenzen keine Hinweise auf das als Startcodon genutzte ATG. So sind
die Basensequenzen vor dem jeweiligen ATG bei allen drei identisch, zeigen aber zu
den Consensus-Sequenzen keine oder nur geringe Ubereinstimmungen. Nur bei dem
ersten und zweiten an Position 48 - 50 und 96 - 98 gelegenen ATG-Tripletts zeigte
sich nach dem jeweiligen ATG mit der fiir pflanzliche Transkripte ermittelten Consen-
sus-Sequenz in der Base Guanin eine Ubereinstimmung (Tab. 5).

Position -4 -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6
M1 (Position 48 - 50) T G GAATGGTG
M2 (Position 96 - 98) T G GAATGGTG
M3 (Position 117 - 119) T 6GGAATGT CTG
Pflanzliche Consensus-Sequenz AAACAATGGC
Tierische Consensus-Sequenz C ACCATSG

Tab. 5: Umgebung der Translationsstartcodons von dcal

Die Bezeichnung der Nukleinsiuresequenz von DBCA1 ist dcal. Ubereinstimmungen der Basen in un-
mittelbarer Umgebung der am Aminoterminus befindlichen drei ATG-Tripletts mit dem pflanzlichen
Consensus sind unterstrichen, Ubereinstimmungen mit dem tierischen Consensus sind durch Fett-
druck gekennzeichnet.

Da die unmittelbare Nihe der ATG-Tripletts keine Ahnlichkeiten zu Consensus-
Sequenzen zeigte, die AufschluRR {iber den Translationsstart hdtten geben konnen,
wurden Aminosduresequenzvergleiche mit Typ IIA Ca?*-ATPasen des ER (Abb. 5) und
verschiedenen tierischen Ca?-ATPasen des (S)ER (RASCHKE 1996) im Hinblick auf
das Translationsstartcodon durchgefiihrt.

Die Konservierung bestimmter Aminosduresequenzen ist ein typisches Merkmal von
P-Typ ATPasen. Sechs Aminosauresequenzen lassen sich definieren, die in allen
eukaryontischen P-Typ ATPasen vollstandig konserviert sind und an nahezu iden-
tischen Positionen in der Aminosaureabfolge vorkommen (GREEN 1989, SERRANO
1989).

Im parallelen Mehrfachabgleich zeigte sich, dal® die Anzahl an Aminosduren
zwischen dem ersten Methionin und den konservierten Bereichen der ersten und
zweiten Transmembrandomane bei sechs der acht tierischen und pflanzlichen

Typ IIA ATPasen nahezu identisch ist.

Bei flinf der sieben ATPasen stimmte die Position ihres Startcodons mit dem an
Position 24 befindlichen Methionin von DBCA1 genau iiberein. Ab dieser Position
an zeigt DBCA1 groRte Ahnlichkeiten zu anderen Typ IIA ATPasen, denen im Ver-
gleich zu DBCA1 ein verlangerter N-Terminus fehlt.

Eine Ausnahme bildet ACA3 aus Arabidopsis thaliana, dessen Startcodon mit dem
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an Position 1 liegenden Methionin von DBCA1 zwar iibereinstimmt, aber wenig
Sequenzhomologien zu den anderen Typ IIA Ca*-ATPasen in den N-terminalen
Aminosauren aufweist.

Aufgrund der Aminosauresequenzvergleiche [dRt sich das an Position 24 befindliche
Methionin von DBCA1 als Translationsstartcodon favorisieren.

(1) MVSHASSGRPSSRDTGMVYLGLGMQDAYSSEVQEVAAFYHVDLDRGLSDRDVQQARIKYG 60
(2) MENASSKDIQYVADEFYRVDLNQGLTNADANQARLIHG 60
(3) MGKGSEDLVKKESLNSTPVNSDTFPAWAKDVAECEEHFVVSREKGLSSDEVLKRHQIYGL 60
(4) MEVKRFGRSSEEVLNIGVNETGLSIDTVKCRKERYGL 60
(5) MEEKPFPAWSWSVDQCLKEYQVKLEKGLSTYEVDKRRERYG 60
(6) MENAHTKSPAECLSYFGVNEHTGLSPDQFKKNLDKEG 60
(7) MEQAHTKTTEECLAYFGVNENTGLSLDQVKKNEDKEG 60
(8) MEDGHSKTVEQSLNFFGTDPERGLTLDQIKANQKKYG 60
(1) RNOMEAEQSTPLWKLILKQFDDLLVKILLGAAIVDFITIAI-SEGESI---QSGLIEPMVI 120
(2) NNEIAADPGTPLWKLILKLLVKLLVKILIVAAIVDLVIS-FAEGGIG---LSAVIEPGVI 120
(3) NELEKPEGTSIFKLLILEQFNDTLVRILLAAAVISFVLAFFDGDEGGEMGITAFVEPLVI 120
(4) NNELFFEEGKTVRSLVLEQFHDILVKILLNAAYISFVLAYIEEGEAGFTAYVEPIVIFLI 120
(5) LNELEKEKGKPLWRLVLEQFDDTLVKILLGAAFISFVLAYVNQDETGESGFEAYVEPLVI 120
(6) YNELPAEEGKSIWDLIVEQFEDLLVRILLLAACISEVLAWFEEGEETITAFVEPFVILLI 120
(7) PNELPAEEGKSLWELVAEQFEDLLVRILLLAAIISFVLAWFEEGEETVTAFVEPEVILLL 120
(8) PNELPTEEGKSIWQLVLEQFDDLLVKILLLAAIISFVLALFEEHEETFTAFVEPLVILLI 120

Abb. 5: Vergleich der Primarstrukturen pflanzlicher und tierischer
Ca?*-ATPasen des (S)ERs

Der parallele Mehrfachabgleich setzt sich aus den N-terminalen Aminosaurensequenzen verschiedener
Typ IIA Ca#-ATPasen unterschiedlicher Organismen zusammen. (1) Dunaliella bioculata DBCA1
(X73901), (2) Acetabularia acetabulum AACA1 (RASCHKE 1996), (3) Arabidopsis thalina ACA3
(U93845), (4) Oryza sativa (U82966), (5) Lycopersicon esculentum (M96324), (6) Makaira nigricans
(U65228), (7) Rana esculenta SERCal (X63009), (8) Drosophila melanogaster (P22700). Die
Methionine sind durch Fettdruck hervorgehoben, die ersten beiden Transmembransegmente sind grau
unterlegt. Unter den in Klammern angegebenen Zugangsnummern sind die vollstandigen Aminosaure-
sequenzen der Klone in der Datenbank des NCBI aufgefiihrt.

3.1.2 Konstruktion von ATPase-sGFP-S65T-Fusionsvektoren
fiir die Transfektion von Tabak-Protoplasten

Bei der H*-ATPase konnte das erste an Position 23 - 25 befindliche ATG (Position 1
in der Aminosauresequenz von DBPMA1) aufgrund der Homologie seiner umgeben-
den Basen zur tierischen Consensus-Sequenz als Startcodon favorisiert werden (Tab. 4).

Bei dem Aminosadure-Sequenzvergleiche von DBCA1 mit verschiedenen Typ IIA
Ca?*-ATPasen im Hinblick auf das Translationsstartcodon (Abb. 5) wurde angenom-
men, daR das Methionin an Position 24 (Position 117 - 119 in der Nukleinsdure-
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sequenz von pmal) als Startcodons fungiert. Wie bereits erwahnt, werden Signal-
sequenzen bzw. Signalsequenzbereiche fiir das Protein-Targeting am N-Terminus ein-
schlielRlich der ersten beiden Transmembransegmente der beiden ATPasen vermutet.
Die genauen Targeting-Motive und ihre Lokalisation in der Aminosduresequenz sind
unbekannt.

Da sich zwischen den Position 48 und 117 der Ca#-ATPase und Position 23 und 78
der H*-ATPase keine weiteren Stopcodons in der Nukleotidsequenz befinden, konnte
nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden, dal3 die Translation in Dunaliella
bioculata doch am jeweils ersten bzw. zweiten ATG beginnt.

Es sollte sicher gestellt werden, dal} alle Sequenzbereich, die fiir das Protein-
Targeting, zwischen dem ersten und zweiten ATG bei DBPMA1 bzw. ersten und
dritten ATG von DBCA1 liegen konnten, beriicksichtigt werden. Daher wurden mit
PCR aus dem cDNA-Klon pDL20/14 der Ca#-ATPase drei, aus dem Klon pDL10 der
H*-ATPase zwei Genfragmente mit unterschiedlich langen N-Termini amplifiziert.

Mit den Primern DBCAT-M1, DBCAT-M2, DBCAT-M3 und dem reversen Primer rDBCAT
wurden aus dem cDNA-Klon pDL20/14 der Ca?*-ATPase aus Dunaliella bioculata die
drei Fragmente M1-Ca®-T, M2-Ca#-T und M3-Ca®-T amplifiziert. Sie hatten eine Lan-
ge von 487, 438 und 416 bp. Vor den jeweiligen Startcodons wurde der Basenkon-
text beziiglich der fiir hghere Pflanzen postulierten Consensus-Sequenz (LUTCKE

et al. 1987) nicht optimiert. Die natiirliche Umgebung bis zur Base -6 relativ zum

A des ATG der Nukleinsduresequenz von DBCA1 wurde beibehalten. Mit den Primern
DBHT-M1, DBHT-M2 und dem reversen Primer rDBHT wurden aus dem cDNA-Klon
pDL10 der H*-ATPase von Dunaliella bioculata zwei DNA-Fragmente amplifiziert und
mit M1-H*-T und M2-H*-T bezeichnet. Sie hatten eine Lange von 475 und 429 bp.
Auch bei diesen Fragmenten wurde auf eine zusdtzliche Anpassung der Consensus-
Sequenz um das jeweils ersten AGT verzichtet und die natiirliche Basenumgebung
der beiden ATG-Motive bis zur Base -6 beibehalten.

Die in den Reaktionen verwendeten Primer waren mit Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen Bam HI und Kpn I ausgestattet. Die fiinf PCR-Fragmente
und der Expressionsvektor HBT-L wurden mit Bam HI und Kpn I geschnitten und ihre
iiberhdangenden komplementdren Enden durch eine Ligationsreaktion miteinander
verkniipft. Die so konstruierten Plasmide wurden nach ihren PCR-Fragmenten
M1-Ca?*-T-sGFP-S65T, M2-Ca?*-T-sGFP-S65T, M3-Ca?-T-sGFP-S65T, M1-H*-T-sGFP-S65T
und M2-H*-T-sGFP-S65T benannt.

M1-Ca#-T-Fragment  kodierte fiir den N-Terminus der Ca?-ATPase, beginnend
am ersten ATG, einschlieRRlich der ersten beiden
Transmembransegmente. Es wurde mit den Primern
DBCAT-M1 und rDBCAT-C1 amplifiziert und hatte eine
Lange von 487 bp.
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M2-Ca®*-T-Fragment

M3-Ca®*-T-Fragment

M1-H*-T-Fragment

M2-H*-T-Fragment

kodierte fiir den bis zum zweiten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBCA1, einschlieBlich der ersten beiden
Transmembransegmente. M2-Ca?* wurde mit den Primern
DBCAT-M2 und rDBCAT-C1 amplifiziert und hatte eine
Lange von 438 bp.

kodierte fiir den bis zum dritten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBCA1, einschlieBlich der ersten beiden
Transmembransegmente. Es wurde mit den Primern
DBCAT-M3 und rDBCAT-C1 amplifiziert und hatte eine
Lange von 416 bp.

kodierte fiir den kompletten N-Terminus und die ersten
beiden Transmembransegmente von DBPMA1, beginnend
am ersten ATG. Es wurde mit den Primern DBHT-M1 und
rDBHT amplifiziert und hatte eine Lange von 475 bp.

kodierte fiir den bis zum zweiten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBPMA1, einschliel3lich der ersten beiden
Transmembransegmente, und wurde mit den Primern
DBHT-M2 und rDBHT amplifiziert. Es hatte eine Lange
von 429 bp.

3.2 Expression von ATPase-GFP-Fusionsproteinen
in Tabak-Protoplasten

Die Transfektion der Tabak-Protoplasten fand mittels Elektroporation statt. Pro
Ansatz wurden 1 - 3 x 10° Protoplasten mit 30 - 150 pg Plasmid-DNA transfiziert.
Als Positivkontrolle wurde der Vektor HBT-L verwendet, der unter Kontrolle des
chimdren HBT-Promotors natives sGFP-S65T exprimiert. Als Negativkontrolle dienten
nicht-transfizierte Protoplasten und solche, die mit 100 pl Elektroporationspuffer
ohne Plasmid-DNA elektroporiert wurden.



3 Ergebnisse 48

3.2.1 Cytoplasmatische und nukleare Lokalisation
von sGFP-S65T in Tabak-Protoplasten

24 h nach Transfektion des Vektors HBT-L als Positivkontrolle wurden die Protopla-
sten in 0,1 mm diinnen Microslids (Camlab, Cambridge, England) im Weitfeld-
Fluoreszenz- und konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) betrachtet. Eine Ex-
pression des sGFP-S65T unter Kontrolle des chimdren Promotors HBT-L konnte in nur
fiinf Prozent aller lebenden Protoplasten beobachtet werden (Abb. 6 und 7). Die von
SHEEN et al. (1995) bei Verwendung des gleichen Vektors erhaltene Transfektions-
rate von 50 % in Mais-Protoplasten und mehr als 80 % in Tabak-Protoplasten (CHIU
et al. 1996) wurde auch durch ldangere Inkubationszeiten von 48 bis 60 h und einer
Erhohung der pro Transfektionsansatz eingesetzten Plasmidmenge auf bis zu 150 pg
nicht erreicht.

Mit nativem sGFP-S65T transfizierte Protoplasten zeigten eine starke gelb-griinliche
Fluoreszenz (Abb. 7), die sich von der Fluoreszenz nicht-transfizierter Protoplasten
deutlich unterschied (Abb. 8). Das gesamte Cytoplasma fluoreszierte und bis auf den
Zellkern lief3en sich keine weiteren fluoreszierenden Zellorganellen identifizieren.
Die Vakuolen zeigten im CLSM keine Emission im Lichtwellenbereich von 510 - 520 nm.
In Pflanzen exprimiertes natives GFP ohne Signalsequenzen befand sich aulRerhalb
aller durch Membranen abgeschlossener Kompartimente. Dies wurde auch von
HASELOFF et al. (1997), GREBENOK et al. (1997) und KOHLER et al. (1997) be-
obachtet. Abb. 7 b, c und d zeigen aber auch, dal eine scharfe Abgrenzung gegen
das umgebende AuRenmedium nicht vorhanden war. Eine Akkumulation des nativen
sGFP-S65T in der Plasmamembran konnte somit ausgeschlossen werden.
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154m

Abb. 6: Optische Schnittserie eines mit HBT-L transfizierten Tabak-Mesophyll-
Protoplasten

Die CLSM-Aufnahmen wurden in Abstdanden von 4 pm durch den 45 pm grofRen Protoplasten erstellt.

Auf den fluoreszierenden Zellkern in (f), (g) und (h) wird durch Pfeile hingewiesen. (l) zeigt dieselbe

Bildebene wie (g) im Durchlicht aufgenommen.
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10pm

Abb. 7: Ausschnitte eines mit HBT-L transfizierten Tabak-Protoplasten
CLSM-Aufnahme durch das Zentrum eines mit HBT-L transfizierten Mesophyll-Protoplasten. Im Gegen-
satz zu Abb. 6 sind hier die Aussparungen nicht-fluoreszierender Zellorganellen deutlich erkennbar.
(a) Im Cytoplasma des Protoplasten hat eine Akkumulation des GFP stattgefunden. In den Bild-
ebenen (b) und (c), 5 und 15 pm von der Aufnahme (a) entfernt, wird der fluoreszierende Zellkern
(siehe Pfeil) und die unregelmaRige Struktur des Cytoplasmas erkennbar. Die im Zentrum des Proto-
plasten befindliche Zentralvakuole ist im Vergleich zum fluoreszierenden Cytoplasma dunkel (a), (b),
(c) und am duReren Protoplastenrand (d) so gut wie nicht mehr ersichtlich. (e) Weitfeld-Fluoreszenz-
mikroskopaufnahme eines transfizierten Protoplasten. Anregung mit 480 nm und Beobachtung mit
Longpassfilter 510 nm, (f) zusdtzlich mit Durchlicht. Die gelbe Fluoreszenz ist bedingt durch die
Uberlagerung der roten Autofluoreszenz der Chloroplasten und der griinen Fluoreszenz des GFP.



3 Ergebnisse 51

3.2.2 Negativkontrollen

Die Negativkontrollen wurden genauso wie die mit Plasmid-DNA elektroporierten
Protoplasten behandelt und nach Inkubationszeiten von 24 h und 48 h unter dem
Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop und CLSM untersucht. Nicht-elektroporierte Protopla-
sten wurden nach 24-stiindiger Inkubationszeit im Mikroskop betrachtet. Es zeigte
sich, dal® zwischen nicht-elektroporierten und ohne Plasmid-DNA elektroporierten
Protoplasten keine Unterschiede in den Fluoreszenzeigenschaften auftraten. Ledig-
lich der Anteil an Zelltriimmern war nach Elektroporation hoher. Bei einigen Proto-
plasten beider Kontrollen zeigte sich im inversen Fluoreszenzmikroskop mit dem
FITC-Filtersatz eine schwache diffuse gelblich-griine Eigenfluoreszenz, die auch im
CLSM auszumachen war (Abb. 8 a, b). In vielen Protoplasten trat auRerdem nach
Anregung mit 488 nm eine Emission der Chloroplasten im gleichen Emissionsspek-
trum, wie das des sGFP-S56T auf. Diese Emission konnte auch bei Verwendung eines
510 - 520 nm Bandpassfilters nicht eliminiert werden (Abb. 8 ¢, d). Tote Proto-
plasten zeigten vermutlich auf Grund von Abbauprodukten im Fluoreszenzmikroskop
bei Beobachtung mit dem FITC-Filtersatz eine griinliche Fluoreszenz, die auch im
CLSM auszumachen war (Abb. 8 e, f).

Durchlichtaufnahmen bestdtigten, daR es sich bei den gelb-griinlich leuchtenden
Negativkontrollen um lebende Protoplasten handelte.




3 Ergebnisse 52

(e)

15Um

Abb. 8: Negativkontrollen

(a) Autofluoreszenz nicht-transfizierter Protoplasten im CLSM und (b) im Durchlicht. (c)
Chloroplastenfluoreszenz (siehe Pfeile) lebender Protoplasten im konfokalen Fluoreszenzmikroskop
und (d) im Durchlicht. (e) Autofluoreszenz toter Protoplasten, (f) im Durchlicht. (g) Weitfeld-
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme nicht-transfizierter Protoplasten. Anregung mit 480 nm, Beob-
achtung mit Longpassfilter 510 nm.

3.2.3 Fehlende Expression der ATPase-sGFP-S65T-Fusionsproteine
in Tabak-Protoplasten

Die fiinf rekombinanten Vektoren M1-Ca?-T-sGFP-S65T, M2-Ca-T-sGFP-S65T,
M3-Ca?*-T-sGFP-S65T, M1-H*-T-sGFP-S65T und M2-H*-T-sGFP-S65T wurden durch Elek-
troporation in Tabak-Protoplasten eingeschleust. Es war bei Betrachtung im Weit-
feld-Fluoreszenzmikroskop und im CLSM nach 24-, 48- und 60-stiindiger Inkubation
bei 24° C im Dunkeln unter Kontrolle des chimaren HBT-Promotors, keine Expression
der fiinf Fusionsproteine in Tabak-Protoplasten festzustellen.

Jedes Plasmid wurde mehrere Male mit je zwei Kontrollansdtzen in Tabak-Proto-
plasten transfiziert. Bei den Positivkontrollen war jedesmal eine Expression des
nativen sGFP-S65T festzustellen. Eine Erhohung der pro Transfektionsansatz ein-
gesetzten Plasmidmenge auf bis zu 150 pg, die Inkubation der Protoplasten im
Hellen und die Verwendung unterschiedlich alter Tabakpflanzen zur Protoplasten-
gewinnung fiihrte zu keinen anderen Ergebnissen.
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3.3 Konstruktion der ATPase-EGFP-Fusionsvektoren
fiir die Expression in HeLa- und C0S-7-Zellen

Die Ca?-ATPase aus Dunaliella bioculata zeigt starke Homologien zu tierischen
ATPasen des (Sarko-)Endoplasmatischen Retikulums auf (54 % Identitdat, 70 %
Ahnlichkeit, dagegen zu pflanzlichen Typ IIA ATPasen 44 % Identitit und 57 %
Ahnlichkeit). Aufgrund der fehlenden Expression in Tabak-Protoplasten und einer
Codon-Praferenz, die der vieler tierischer Gene dhnlich ist, wurde fiir beide ATPasen
im zweiten Schritt eine heterologe Expression in tierischen Systemen gewahlt.

Fiir die Transfektion der ATPase-GFP-Fusionsvektoren waren tierspezifische
Anderungen bei der Plasmidkonstruktion notwendig. Ausgangsmaterial zur Klonie-
rung rekombinanter GFP Fusionsvektoren war der Vektor pEGFP-N1 (Clontech, Palo
Alto, USA) und die cDNA Klone pDL10 der H*-ATPase DBPMA1 und pDL20/14 der
Ca?*-ATPase DBCA1 aus Dunaliella bioculata. pEGFP-N1 enthalt ein fiir tierische
Expressionssysteme optimiertes GFP. Es unterscheidet sich vom Wildtyp-GFP durch
die Angleichung der Codons an die tierische Codon-Praferenz und eine verstarkte
Fluoreszenzintensitat durch Substitution von Phe® zu Leu und Ser®® zu Thr im
Chromophor (CLONTECH 1996). Die Expression der rekombinanten Fusionsproteine
fand unter Kontrolle des CMV-Promotors statt.

Um eine effizientere Transkription und Translation der pflanzlichen ATPase-Fusions-
gene in heterologen tierischen Systemen zu gewahrleisten, wurde der Bereich des
Translationsstartcodons des Fusionsgenes der tierischen Consensus-Sequenz an-
gepaldt (KOZAK 1987, KOZAK 1996). Die ATPase-Fragmente wurden wie folgt ampli-
fiziert:

M1-Ca?-Fragment kodierte fiir den N-Terminus der Ca?*-ATPase, beginnend
am ersten ATG, einschliellich der ersten beiden
Transmembransegmente. Es wurde mit den Primern
DCA-M1 und rDCAC1 amplifiziert und hatte eine
Lange von 472 bp.

M2-Ca?*-Fragment kodierte fiir den bis zum zweiten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBCA1, einschlieBlich der ersten beiden
Transmembransegmente. M2-Ca?* wurde mit den Primern
DCA-M2 und rDCAC1 amplifizierten und hatte eine Lange
von 424 bp.
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M3-Ca**-Fragment kodierte fiir den bis zum dritten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBCA1, einschlieBlich der ersten beiden
Transmembransegmente. Es wurde mit den Primern
DCA-M3 und rDCAC1 amplifiziert und hatte eine Lange
von 403 bp.

M1-H*-Fragment kodierte fiir den kompletten N-Terminus von DBPMA1,
beginnend am ersten ATG einschlielich der ersten beiden
Transmembransegmente. Es wurde mit den Primern
DBH-M1 und rDBH2 amplifiziert und hatte eine Lange
von 440 bp.

M2-H*-Fragment kodierte fiir den bis zum zweiten ATG verkiirzten
N-Terminus von DBPMA1 einschliellich der ersten beiden
Transmembransegmente und wurde mit den Primern
DBH-M2 und rDBH2 amplifiziert. Es hatte eine Lange
von 397 bp.

M1-H*-TAG-Fragment kodierte fiir das gleiche Fragment wie M1-H* mit dem
Unterschied, daR sich vor der Schnittstelle Xho I im
Leserahmen das Stopcodon TAG befand. Es hatte eine
Lange von 441 bp und wurde (iber die Primer DBH-M1
und rDBH amplifiziert.

Die in den Reaktionen verwendeten Primer waren mit Xho I und Pst I Schnittstellen
ausgestattet. Die Basen um das jeweils erste Startcodon des Transkriptes waren der
tierischen Consensus-Sequenz (KOZAK 1987a) angepal3t.

Die ATPase Fragmente und der Vektor pEGFP-N1 wurden mit den Restriktionsendo-
nukleasen Pst I und Xho I geschnitten, aufgereinigt und ihre iberhangenden kom-
plementdren Enden durch eine Ligationsreaktion miteinander verkniipft. Die korrekte
Sequenz der Klone wurden durch DNA-Sequenzanalysen bestdtigt. Bei der Klonierung
der Fusionsvektoren wurde darauf geachtet, dalR die Genfragmente im richtigen
Leserahmen miteinander verbunden wurden, um eine durchgehende Translation der
Fusionsgene zu ermoglichen. In vielen Fallen wurden Basendeletionen innerhalb der
amplifizierten ATPase-Fragmente festgestellt. Klone ohne Mutationen wurden im
praparativen MaRstab isoliert, aufgereinigt und fiir die Transfektion von Hela- und
C0S-7-Zellen verwendet.



3 Ergebnisse 55

Die rekombinanten Fusionsvektoren wurden entsprechend ihrer ATPase-Fragmenten
M1-Ca?*-EGFP, M2-Ca®*-EGFP, M3-Ca?*-EGFP, M1-H*-EGFP, M2-H*-EGFP und M1-H*-TAG-
GFP benannt (Abb. 9).
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Abb. 9: Konstruktion der rekombinanten EGFP-Fusionsvektoren

Die EGFP-Sequenz ist griin, die ATPase-Sequenzen grau dargestellt. Die Bereiche der beiden Trans-
membransegmente sind dunkelgrau gezeigt und mit TM I und TM II gekennzeichnet. Die ATPase-
Fragmente wurden in die Multiple Klonierungstelle des pEGFP-N1 Vektors kloniert. Die Zahlen ver-
weisen auf die Position der Nukleinsduren von DBCA1 und DBPMA1.



3 Ergebnisse 56

3.4  Expression der ATPase-EGFP-Fusionsgene
in HeLa-Zellen

Die ersten klonierten Fusionsvektoren M2-Ca?-EGFP und M3-Ca?-EGFP wurden mit-
tels Liposomentransfektion in adhdrente Hela-Zellen eingeschleust. Mit diesen
ersten Versuchen sollte liberpriift werden, ob pflanzliche ATPase-GFP-Chimdren in
tierischen Expressionssystemen translatiert werden und eine subzelluldre Lokalisa-
tion der Fusionsproteine erkennbar ist.

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde der Vektor pEGFP-N1 als Positiv-
kontrolle verwendet. Als Negativkontrolle dienten Transfektionsansatze ohne DNA.
Die Positivkontrollen ergaben sehr geringe Transfektionsraten. Um groRere Trans-
fektionsraten zu erzielen, wurden verschiedene Versuchsansdtze durchgefiihrt, die
im Bezug auf DNA-Konzentration, Liposomenkonzentration, Verhdltnis von DNA zu
Liposomen und Zellzahl variierten. Die hdchste Transfektionsrate von 3 - 5 % wurde
bei einer Mischung von Liposomen und Plasmid-DNA im Verhaltnis 1:1 erzielt. Ver-
langerte Inkubationszeiten von 48 h fiihrten zwar zu einer 1,5-fach hoheren Trans-
fektionsrate, typische subzelluldre Lokalisationsmuster konnten aber aufgrund einer
Uberexpression der Proteine nicht mehr erkannt werden. Um zu zeigen, daB die
Ergebnisse reproduzierbar sind, wurden die Versuche von jedem Plasmid sechsmal
mit je zwei Kontrollen wiederholt.

3.4.1 Positiv- und Negativkontrolle: Expression von EGFP
in Hela-Zellen

Da das fiir die Kultivierung der Hela-Zellen verwendete RPMI-Kulturmedium eine
sehr hohe Eigenfluoreszenz aufweist, wurden alle HelLa-Zellen vor der fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchung in 1x PBS-Puffer aufgenommen.

Transfizierte HelLa-Zellen wurden 24 h nach der Transfektion im Weitfeld-Fluores-
zenzmikroskop auf Expression des nativen EGFP untersucht. Eine Expression des
nativen EGFP unter Kontrolle des CMV-Promotors konnte unter Verwendung eines
FITC-Filtersatzes festgestellt werden (Abb. 10). Die Fluoreszenz war nicht kompar-
timentspezifisch und trat auch im Zellkern auf. Eine deutliche Abgrenzung der Zellen
gegeniiber dem Aullenmedium war erkennbar. Ohne DNA transfizierte Negativ-
kontrollen zeigten unter dem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop bei Verwendung des
FITC-Filtersatzes keine Autofluoreszenz.
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15um

Abb. 10: Expression des EGFP in HelLa-Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hela-Zellen nach Transfektion mit pEGFP-N1. (a) In
transfizierten Zellen ist eine starke, nicht differenzierbare Fluoreszenz des gesamten Zellinhaltes zu
sehen. Anregung und Beobachtung erfolgten mit einem FITC-Filtersatz. (b) Die Fluoreszenz der
transfizierten Zellen war so stark, das sie auch unter Durchlicht, gekoppelt mit FITC-Anregung, er-
kennbar waren (siehe Pfeile). Ein Vergleich von (a) und (b) zeigt, daR untransfizierte Zellen mit
FITC-Anregung keine Autofluoreszenz besitzen und nur im Durchlicht erkennbar waren.

3.4.2 Expression von M2-Ca%*-EGFP und M3-Ca*-EGFP
in Hela-Zellen

Nach Transfektion von M2-Ca#-EGFP und M3-Ca?-EGFP in Hela-Zellen zeigte sich
gegeniiber der Positivkontrolle ein deutlich anderes Bild (Abb. 11). Die Fluoreszenz-
intensitat beider Fusionsproteine war im Vergleich zum EGFP wesentlich geringer,
was auf eine schwdchere Expression der Fusionsproteine gegeniiber dem nativen
EGFP hinweisen kdnnte. Der Zellkern fluoresziert wesentlich schwacher, wodurch
seine Lage innerhalb der Zelle im Gegensatz zur Positivkontrolle erkennbar war. Die
Plasmide M2-Ca?*-EGFP und M3-Ca?-EGFP zeigten die gleiche geringe Transfektions-
rate wie die Positivkontrolle. Nach Kernfarbung dieser Zellen mit dem Lebendfarb-
stoff H33342 wurde deutlich, daR die Fluoreszenz beider Fusionsproteine verstarkt
in perinukledren Bereichen und schwacher auch in Zellstrukturen auftrat, die das
gesamte Cytoplasma durchziehen (Abb. 11). Die Zellgrenzen erschienen gegeniiber
dem AuBenmedium diffuser als nach Expression des nativen EGFP.

Da die ATPase-GFP-Fusionsproteine ein anderes Expressionsmuster innerhalb der
Hela-Zellen zeigten als das native GFP, wurde die kompartimentspezifische Lokali-
sation der Fusionsproteine vermutlich durch die N-terminalen ATPase-Genbereiche
bestimmt. Das Fluoreszenzmuster beider Fusionsproteine in Hela-Zellen deutet auf
eine ER-Lokalisation hin. Vergleiche mit pEYEP-ER und pECFP-ER (GFP-Varianten mit
Targeting-Signalen in das ER) transfizierten Hela-Zellen bestdtigten diese Annahme
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(Clontech-Homepage, www.clontech.com). Durch die starke Fluoreszenz im kernnahen
Bereich kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal® eine Akkumulation der Fu-
sionsproteine auch in anderen Zellorganellen, wie dem Golgi-Apparat stattgefunden hat.

Beide ATPase-EGFP-Konstrukte wurden exprimiert, zeigten ein anderes Fluoreszenz-
muster als das native EGFP und lieRen keine deutlichen Unterschiede in der Fluores-
zenzintensitat erkennen. Eine Aussage dariiber, ob das ATG an Position 96 - 98 oder
117 - 119 der Nukleinsdauresequenz von DBCA1 als tatsachliches Startcodon in
Dunaliella bioculata fungiert, lield sich nicht machen.

10 pm

Abb. 11: Expression von M2-Ca#-EGFP und M3-Ca#-EGFP in HelLa-Zellen
Weitfeldfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hela-Zellen 24 h nach Transfektion mit M2-Ca?-
EGFP (a), (b) und M3-Ca#-EGFP (d), (e) sowie Zellkernfarbung der transfizierten Hela-Zellen mit
H33342 (c), (f). Anregung und Beobachtung erfolgten bei (a), (b), (d) und (e) mit dem FITC-Filter-
satz bei (b) und (e) zusatzlich mit Durchlicht. Nach Zellkernfarbung wurden die Zellen mit 365 nm
angeregt. (a) und (d) zeigen, dal® nicht das gesamte Cytoplasma, sondern nur Teilbereiche und ver-
starkt perinukledre Strukturen leuchten. Vergleiche zwischen (c) und (f) machen dies deutlich. Oran-
gefarbene Pfeile deuten auf die Zellkerne, weilRe auf die im Durchlicht fluoreszierenden Zellen hin.
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3.4.3 Expression von M1-H*-TAG-EGFP in Hela-Zellen

Mit den Primern DBH-M1 und rDBH wurde das ATPase-Fragment M1-H*-TAG amplifi-
ziert und mit dem Vektor pEGFP-N1 ligiert. Nach der Ligation der beiden Genfrag-
mente bildeten diese durch Insertion eines Nukleotides keinen durchgangigen Lese-
rahmen zueinander. Dadurch befand sich zwischen den Nukleinsduresequenzen von
DBPMA1 und EGFP ein Stopcodon (Abb. 9). Eine durchgehende Translation des
Fusionsgens war somit nicht gewadhrleistet. Nach Transfektion in Hela-Zellen konnte
beobachtet werden, dal® wider Erwarten das GFP sowohl im Cytoplasma als auch im
Zellkern fluoreszierte (Abb. 11). Das translatierte Protein zeigte das gleiche Fluores-
zenzmuster wie natives EGFP (Abb. 10, Abb. 12) und wurde genauso stark expri-
miert. Es ist daher anzunehmen, daR bei N-terminaler Fusion mit EGFP das Start-
codon der EGFP-Sequenz auch weiterhin als Translationsstart erkannt wird.

10 ym

Abb. 12: Lokalisation von M1-H*-TAG-EGFP im Cytoplasma und Zellkern

24 h nach Transfektion konnte im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop mit dem FITC-Filtersatz eine Loka-
lisation des Proteins im Cytoplasma und dem Zellkern von Hela-Zellen verzeichnet werden (a). Ab-
bildung (b) wie (a), nur zusatzlich mit Durchlicht aufgenommen. (c) Zellkernfarbung mit H3334 nach
Anregung mit 365 nm. Die Pfeile zeigen die griin fluoreszierenden Zellkerne.

3.5  Expression der ATPase-EGFP-Fusionsproteine
in C0S-7-Zellen

Weiterfiihrende Experimente wurden in COS-7-Zellen durchgefiihrt, da bei Kontroll-
transfektionen mit pEGFP-N1 in diesem Zellsystem Transfektionsraten von bis zu

30 % erzielt wurden. In Hela-Zellen lag diese nur bei drei bis fiinf Prozent. Um
statistische Schwankungen zu minimieren, wurden alle Versuche viermal mit je zwei
Kontrollen wiederholt. In allen Wiederholungsversuchen zeigten sich die gleichen
Ergebnisse.
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3.5.1 Cytoplasmatische und nukleare Lokalisation
von EGFP in COS-7-Zellen

Als Positivkontrolle dienten mit nativem EGFP transfizierte Zellen, als Negativkon-
trolle nicht-transfizierte C0S-7-Zellen. Die Aufnahmen am Weitfeld-Fluoreszenz-
mikroskop erbrachten wenig AufschluR {iber die genaue subzelluldre Lokalisation der
Fusionsproteine. Zur Verbesserung der raumlichen Auflosung wurden die Zellen daher
sowohl im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop als auch im konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (CLSM) betrachtet.

Die Transfektion erfolgte wie bei den Hela-Zellen durch Liposomentransfektion. Pro
Transfektionsansatz wurden 5 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Nach 24-stiindiger In-
kubation konnte eine starke Expression des GFP in COS-7-Zellen unter Kontrolle des
CMV-Promotors im CLSM festgestellt werden. Wie schon in Hela-Zellen beobachtet
(Abb. 10), trat die Fluoreszenz verstarkt im Cytoplasma, dem perinukledren Bereich
und dem Zellkern auf (Abb. 13). Eine deutliche Abgrenzung der Zellen gegeniiber
dem AuBenmedium war erkennbar. Nicht-transfizierte Zellen zeigten bei 488 nm
Laseranregung keine Emission im permissiven Spektrum des 510 - 520 nm Band-
passfilters.

10pUm

Abb. 13: Cytoplasmatische und nukledre Lokalisation des EGFP

CLSM-Aufnahmen von COS-7-Zellen nach Transfektion mit pEGFP-N1. Es fluoreszierten Cytoplasma,
Zellkern und perinukledre Strukturen. Die Pfeile zeigen die Zellkerne. Anregung und Beobachtung
erfolgte bei allen weiteren CLSM-Aufnahmen, sofern nicht anderes angegeben, mit 488 nm und
einem 510 - 520 nm Bandpassfilter.
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3.5.2 (Ca*-ATPase-EGFP-Fusionsproteine in COS-7 Zellen

Die drei rekombinanten Vektoren M1-Ca*-EGFP, M2-Ca?*-EGFP, M3-Ca?*-EGFP wurden
ebenfalls mittels Liposomentransfektion in COS-7-Zellen eingeschleust. 24 h nach
der Transfektion wurde eine Expression aller drei Fusionsproteine unter Kontrolle des
CMV-Promotors in COS-7-Zellen festgestellt. Wahrend mit EGFP Transfektionsraten
von 30 % erreicht wurden, lagen sie bei den ATPase-Fusionsvektoren nur bei durch-
schnittlich 10 %.

Im Fluoreszenzmikroskop sah man eine verstarkte Fluoreszenz bei allen drei Fusions-
proteinen in netzartigen Strukturen innerhalb des Cytoplasmas und im perinukledren
Bereich (Abb. 14). Die Fluoreszenz im Zellkern war im Vergleich zu den mit
pEGFP-N1 transfizierten Zellen geringer.

Konfokale Untersuchungen erbrachten weitere Details zur subzelluldren Verteilung
der Proteine. Wahrend im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop ein Auffinden der Fusions-
proteine im Zellkern nicht eindeutig ausgeschlossen werden konnte (Abb. 14 a, c, e),
machten konfokale Betrachtungen deutlich, daR keine Kernfluoreszenz vorhanden
war. Die Konzentrierung des Fluoreszenzsignals im kernnahen ER-Bereich und der
Kernmembran sowie die Ausdehnung netzartiger Strukturen bis zur Peripherie der
Zelle ohne definierte Zellgrenzen, sind ein typisches Fluoreszenzmuster fiir Proteine
des Endoplasmatischen Retikulums (FOLETTI et al. 1995). Durch die starke Fluores-
zenz im kernnahen Bereich der COS-7-Zellen konnte auch bei konfokaler Betrachtung
eine Akkumulation der Fusionsproteine in anderen kernnahen Zellorganellen, beson-
ders dem Golgi-Apparat, nicht ausgeschlossen werden. Da bei diesen Konstrukten
keine Fluoreszenz im Cytoplasma und dem Zellkern erkennbar war, die auf Expression
des nativen EGFP schlieRen laRt, ist anzunehmen, daR bei durchgehender Trans-
lation der Fusionsgene das ATG des EGFP nicht als zusatzlicher Translationsstart
fungiert.
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25um

Abb. 14: Lokalisation der Ca?*-ATPase-EGFP-Fusionsproteine in C0S-7 Zellen

24 h nach Liposomentransfektion der rekombinanten Fusionsvektoren M1-Ca?*-EGFP (a), (b),
M2-Ca?*-EGFP (c), (d), M3-Ca#-EGFP (e), (f) konnte unter dem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop (a),
(c), (e) und CLSM (b), (d), (f) eine Expression der EGFP-Fusionsproteine festgestellt werden. Die Auf-
nahmen zeigen, dal® die netzartigen Strukturen des ER fluoreszieren. Verstarkte Fluoreszenz tritt zu-
dem im perinukledren Bereich auf. Griine Pfeile zeigen auf Proteinakkumulationen, die nach
Transfektion mit M1-Ca®-EGFP auftraten (b). Anregung und Beobachtung der EGFP-Fusionsproteine
erfolgte im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop mit dem FITC-Filtersatz. Orangefarbene Pfeile zeigen auf
die Zellkerne.

Im CLSM konnte in 5 - 20 % aller COS-7-Zellen, in denen Ca?-ATPase-EGFP-Fusions-
proteinen exprimiert wurden, gréf3ere Ansammlungen fluoreszierender punktférmiger
Strukturen (Abb. 15) beobachtet werden. Diese zeigten das gleiche Anregungs- und
Emissionsspektrum wie GFP und waren im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop nicht er-
kennbar. Es ist anzunehmen, daR es sich bei diesen Strukturen um akkumulierte
Fusionsproteine handelt. Wahrend die Summe der COS-7-Zellen mit fluoreszierenden
Partikeln nach Expression von M3-Ca#-EGFP nur bei 5 % lag und die Anzahl der Par-
tikel innerhalb der Zellen gering war, konnte nach Expression von M1-Ca#-EGFP und
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M2-Ca®*-EGFP in 20 % der transfizierten Zellen ein verstarktes Auftreten von punkt-
formigen Strukturen beobachtet werden (Abb. 15). So war bei den 20 % mit
M1-Ca®-EGFP transfizierten Zellen fast das gesamte exprimierte Protein in Protein-
akkumulationen um den Zellkern abgelagert (Abb. 15 a, b). Bei M2-Ca#-EGFP fluo-
reszierten hingegen neben den hauptsachlich perinukledaren Proteinakkumulationen
auch noch subzelluldre Strukturen (Abb. 14 ¢, d).

Abb. 15: Proteinakkumulation bei M1-Ca%*-EGFP und M2-Ca%*-EGFP im

Cytoplasma von COS-7-Zellen
CLSM-Aufnahme von mit M1-Ca*-EGFP und M2-Ca®-EGFP transfizierten C0S-7-Zellen mit punkt-
formigen Strukturen. Wahrend das Fusionsprotein M1-Ca?-EGFP bei diesen Zellen fast ausschlieRlich
in Proteinakkumulationen vorkam (a), (b) fluoreszierten nach Expression von M2-Ca#-EGFP sowohl
Proteinakkumulationen als auch subzelluldre Strukturen (c), (d). (b) und (d) zeigen vergroRerte Aus-
schnitte der Zellkerne mit verstarktem Vorkommen der Proteinakkumulationen in perinukledren Struk-
turen von (a) und (c).
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3.5.3 Lokalisation der Fusionsproteine M1-H*-EGFP
und M2-H*-EGFP im ER von C0S-7-Zellen

Zur Lokalisationshestimmung der H*-ATPase wurden die Vektoren M1-H*-EGFP und
M2-H*-EGFP ebenfalls in COS-7-Zellen transfiziert. Sie enthielten als Fusionsgene
den N-Terminus und die ersten beiden Transmembransegmente der vermutlich plas-
mamembranstandigen H*-ATPase aus Dunaliella bioculata, verkniipft mit dem Repor-
tergen EGFP.

24 h nach Liposomentransfektion der Fusionsvektoren wurde bei beiden Konstrukten
unter Kontrolle des CMV-Promotors eine Expression festgestellt. Wahrend die Lokali-
sation der Fusionsproteine nach Betrachtung im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop
nicht eindeutig zu bestimmen war (Abb. 16 a, c), legten auch bei diesen Konstruk-
ten erst CLSM Aufnahmen nahere Einzelheiten iiber die Proteinverteilung in den Zel-
len offen. Wie nach Expression der Ca?*-ATPase-EGFP-Fusionsproteine, trat die Fluo-
reszenz verstdrkt in perinukledren Bereichen sowie in netzartigen Strukturen auf,
die bis in die Peripherie der Zelle reichten. Dieses typische Fluoreszenzmuster zeig-
te, dal sich beide Fusionsproteine im Endoplasmatischen Retikulum befanden. Eine
Lokalisation in der Plasmamembran der COS-7-Zellen konnte nicht festgestellt wer-
den. Die Fluoreszenz im Zellkern war wie nach Expression der Ca?*-ATPase-EGFP-Fusi-
onsproteine sehr gering. Unterschiede in der Translationseffizienz beider Konstrukte
im Hinblick auf die Translationsstartcodons wurden optisch nicht festgestellt.
Proteinakkumulationen wie nach Expression der Fusionsproteine M1-Ca?*-EGFP,
M2-Ca?*-EGFP und M3-Ca?*-EGFP in COS-7-Zellen (Abb. 15) wurden nicht beobachtet.
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20um

Abb. 16: Lokalisation von M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP im ER von COS-7-Zellen

24 h nach Liposomentransfektion der rekombinanten Expressionsvektoren M1-H*-EGFP (a), (b) und
M2-H*-EGFP (c), (d) konnte die Lokalisation von beiden Fusionsproteinen im ER ausgemacht werden.
Eine Proteinlokalisation im Zellkern konnte im Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop nicht (a), (c), aber im
CLSM ausgeschlossen werden (b), (c). Zellkerne sind durch orange Pfeile gekennzeichnet. Die Aufnah-
men mit dem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop erfolgten mit einem FITC-Filtersatz.

3.5.4 Quantitative Bestimmung der Fluoreszenzverteilung
und Expressionsrate von EGFP und der Fusionsproteine
in C0S-7-Zellen

Flir eine Quantifizierung der Proteinverteilung und Expressionsrate der transfizierten
Zellen wurden Intensitatsmessungen an den digitalen CLSM-Bilddaten durchgefiihrt.
Jedes angeregte GFP-Molekiil sendet eine bestimmte Lichtquantenmenge (0,72 - 0,85)
aus (STEIPE & SKERRA 1997). Werden alle zu untersuchenden Zellen mit der glei-
chen Wellenlange angeregt, besteht somit zwischen der Proteinmenge und der Licht-
intensitdt eine lineare Korrelation. Die Stichprobe fiir jedes Fusionsprotein bestand
aus je 10 COS-7-Zellen der verschiedenen Wiederholungsversuche. Die Intensitats-
messungen der Fluoreszenzverteilung im Cytoplasma und im Zellkern wurde fiir alle
Zellen nach einem definierten Schema durchgefiihrt (Abb. 17).
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| Abb. 17:

Schema der MeRpunkteverteilung
Vom Mittelpunkt des Zellkerns ausgehend
wurden 12 Geraden durch die Zelle bis zur
Plasmamembran gelegt. Die Intensitdt im
S Zellkern (hellgriine Punkte) wurde an 9

4  MeRpunkten bestimmt. Acht MeRpunkte
lagen auf den Linien jeweils in der Mitte
zwischen Kernmittelpunkt und Kern-
membran, einer lag im Mittelpunkt. Die
Fluoreszenzintensitdt im Cytoplasma
(dunkelgriine Punkte) wurde an 12 Punk-
ten bestimmt, die jeweils auf der Halfte
der Geraden zwischen Kernmembran und
Plasmamembran lagen. Die Bestimmung
erfolgte mit dem Programm NIH-Image
1.61.

Aus den MeRwerten fiir Zellkern und Cytoplasma wurden fiir jede Zelle die Mittel-
werte berechnet. Um Intensitdtsunterschiede aufzudecken, die auf eine Ungleich-
verteilung des GFP zwischen Zellkern und Cytoplasma schliel3en lassen, wurden die
Mittelwerte von Cytoplasma und Zellkern ins Verhaltnis gesetzt. Damit wurden
gleichzeitig die unterschiedlichen Helligkeitsintensitdten und Kontrasteinstellungen
der verschiedenen CLSM-Aufnahmen standardisiert. Von allen Werten einer Stich-
probe wurden Mittelwert und Standardabweichung ermittelt (Abb. 18).

Es zeigte sich, daR das Intensitdtsverhadltnis Cytoplasma/Zellkern bei Expression des
EGFP in COS-7-Zellen <1 war. Das native EGFP ist somit sowohl im Zellkern als auch
im Cytoplasma lokalisiert.

Anders bei der Expression der Fusionsproteine: Die Intensitat der exprimierten Pro-
teine war im Cytoplasma wesentlich grofier als im Zellkern und die gemessenen Wer-
te der Intensitat des Zellkerns waren oft mit denen des AulRenmediums identisch.
Daraus kann geschlossen werden, dal’ keine oder nur eine sehr geringe Akkumula-
tion der Fusionsproteine im Zellkern stattgefunden hat.

Bei den Proteinen M1-Ca?-EGFP, M2-Ca?-EGFP und M3-Ca%-EGFP nahm mit Verkdr-
zung des N-Terminus die relative Fluoreszenz im Cytoplasma zu. So war bei
M3-Ca**-EGFP eine 25 % hdhere Expressionsrate gegeniiber M1-Ca*-EGFP festzustel-
len. Von M1-Ca#-EGFP zu M2-Ca?*-EGFP nahm sie um 18 % zu. Die Zunahme der Ex-
pressionsrate zeigte sich auch bei M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP. Hier lagen die Un-
terschiede zwischen beiden Fusionsproteinen bei 40 %, bei jedoch sehr hoher
Standardabweichung.
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Aus dem Versuch einer quantitativen Auswertung der Expressionsdaten [dRt sich da-
her annehmen, daf’ die Startcodons an Position 96 - 98 und 117 - 119 der Nuklein-
sauresequenzen von DBCA1 und an Position 72 - 74 von DBPMA1, scheinbar bessere
Translationsinitiationsstellen darstellen, als das jeweils erste ATG am N-Terminus in

5 — 3’-Richtung.
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Abb. 18: Statistische Verteilung der kompartimentspezifischen Fluoreszenz-
intensitdt in COS-7-Zellen

In einer Stichprobe von jeweils 10 transfizierten C0S-7-Zellen wurde jeweils der Mittelwert des Licht-

intensitatsverhdltnisses Cytoplasma/Zellkern (dunkelgriin) errechnet und gegen den auf 1 normierten

Wert fiir die Intensitdt des Zellkerns (hellgriin) aufgetragen. Die Standardabweichungen der errechne-

ten Mittelwerte sind durch MeRbalken gekennzeichnet.

3.6.5 Kozak-Mutante in COS-7-Zellen

Eines der sequenzierten rekombinanten M1-Ca?-EGFP Plasmide enthielt eine Punkt-
mutation in der Consensus-Sequenz. Anstelle der durch Primer zusdtzlich vor dem
jeweils ersten ATG der Fusionsgene angefiigten und auf Saugetierzellen abgestimm-
ten Consensus-Sequenz CACC trat bei diesen Plasmid die Sequenzabfolge CCCC auf.
Diese Mutante wurde benutzt, um den moglichen EinfluR der tierischen Consensus-
Sequenz auf die Translationseffizienz abzuschatzen.
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Dieser Klon wurde wie die anderen Fusionsvektoren mittels Liposomentransfektion in
C0S-7-Zellen transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubationszeit wurden die Zellen im
konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht. Sie zeigten das gleiche Fluoreszenz-
muster wie das der Fusionsproteine M1-Ca?*-EGFP, M2-Ca#-EGFP und M3-Ca?*-EGFP.
Die netzartigen Strukturen des ER waren deutlich erkennbar. Im Gegensatz zu
M1-Ca®-EGFP war eine starke Akkumulation der Fusionsproteine in Einschlul3kdrpern
bei verdanderter Consensus-Sequenz nicht feststellbar. Auffdllig war jedoch die starke
Lichtemission des Fusionsproteins, vor allem in den perinukledaren Bereichen, was
auf eine erhohte Translation des Proteins deuten konnte (Abb. 19).

20pm

Abb. 19: M1-Ca?-EGFP mit veranderter Kozak Consensus-Sequenz
CLSM-Aufnahme 24 h nach Transfektion. Auf den Zellkern wird durch den Pfeil verwiesen. Anregung
mit 488 nm, Beobachtung mit 510 - 520 nm Bandpassfilter.

Die Quantifizierung der mit dieser Mutante transfizierten C0S-7-Zellen erfolgte
nach demselben Schema, wie in Kapitel 3.5.4 beschrieben. Um Unterschiede in

der Translationseffizienz aufzudecken, wurden die errechneten Werte fiir die
M1-Ca**-EGFP-Kozak-Mutante denen von M1-Ca?-EGFP gegeniibergestellt (Abb. 20).

Der Vergleich beider Fusionsproteine zeigt eine um 60 % gestiegene relative Licht-
intensitat im Cytoplasma von M1-Ca?*-EGFP-Kozak-Mutante transfizierten COS-7-
Zellen. Die Steigerung der Translationseffizienz ist vermutlich auf den veranderten
Translationsinitiationsbereich zuriickzufiihren.
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Abb. 20: Statistische Verteilung der kompartimentspezifischen Fluoreszenz-
intensitat von M1-Ca*-EGFP und M1-Ca**-EGFP-Kozak-Mutante

Die Werte zur Berechnung der Intensitdtsverteilung wurden nach dem gleichen Schema ermittelt wie

in Abb. 17 beschrieben und wie in 3.5.4 beschrieben errechnet. Der Unterschied in der Expressions-

rate der beiden Fusionsgene M1-Ca?-EGFP und M1-Ca?-EGFP-Kozak-Mutante betragt 60 %.
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war, die subzelluldre Lokalisation der beiden P-Typ ATPasen DBCA1
und DBPMAT1 aus der Griinalge Dunaliella bioculata fluoreszenzoptisch zu bestimmen.
Dabei sollte untersucht werden, ob N-terminale Sequenzbereiche der ATPasen ausrei-
chen, das Protein-Targeting der ATPasen zu vermitteln.

Bisher wurde aufgrund von Sequenzvergleichen mit molekularbiologisch und immu-
nocytologisch charakterisierten P-Typ Ca?*-ATPasen fiir DBCA1 eine Lokalisation in
der Membran des ER angenommen. Die Lokalisation von DBPMA1 in der Plasmamem-
bran gilt aufgrund der grofRen Sequenzhomologie zur plasmamembranstandigen
H*-ATPase aus Dunaliella acidophila als gesichert. So kann die Expression der
H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine als interner Standard zur Kontrolle der Versuchseffi-
zienz gewertet werden.

Die ersten beiden Transmembransegmente der beiden ATPasen wurden mit GFP
markiert und ihre lokale Expression in heterologen Expressionssystemen untersucht.
Wahrend nach Transfektion von Tabak-Protoplasten keine Expression der Fusions-
proteine sichtbar war, waren in tierischen Zellen sowohl die H*- als auch die
Ca**-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER lokalisiert.

4.1 Expression der ATPase-GFP-Fusionsproteine
in Tabak-Protoplasten

Dunaliella bioculata gehort zu den halophilen einzelligen Griinalgen. Aus ihr wurden
die beiden P-Typ ATPasen DBCA1 und DBPMA1 molekularbiologisch charakterisiert
(RASCHKE 1996, WOLF 1993).

Ausfiihrliche Versuche, Dunaliella als pflanzliches Expressionssystem in unserem
Labor zu etablieren, scheiterten (B. EBERT, personliche Mitteilung). Die Versuche zur
Lokalisation der ATPasen wurden daher in Tabak-Protoplasten, einem etablierten
pflanzlichen Expressionssystem, durchgefiihrt.

Wahrend nach Transfektion der Tabak-Protoplasten mit nativen sGFP-S65T unter
Kontrolle des chimaren HBT-Promotors eine Expression sichtbar war, konnte unter
Kontrolle des gleichen Promotors bei keinem der H*- und Ca®-sGFP-S65T-Fusions-
proteine eine Expression in Tabak-Protoplasten festgestellt werden. Die Griinde fiir
eine fehlende Fluoreszenz konnen vielfaltig sein. Als mdgliche Ursachen fiir die feh-
lende Fluoreszenz werden diskutiert:

- Konstruktion der Fusionsvektoren

- Unterbindung Translations aufgrund unterschiedlicher Codon-Praferenzen
- Aggregation der Fusionsproteine

- Proteinabbau durch Fehlfaltung der Fusionsproteine
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4.1.1 Konstruktion der Fusionsvektoren

Die Verwendung des Reporterproteins GFP in tierischen Zellen und hoheren Pflanzen
wurde anfangs durch ineffiziente Expression, geringe Fluoreszenz und eine langsame
Chromophor-Bildung limitiert (CORMACK et al. 1996, Heim et al. 1994, HASELOFF &
AMOS 1995; HU & CHENG 1995; REICHEL et al. 1996; SHEEN et al. 1995).

Die Verwendung universeller Transkriptions- und Translationsverstarker in Verbin-
dung mit starken Promotoren und eine Anpassung der GFP-Sequenz (CHIU et al.
1996; PANG et al. 1996; REICHEL et al. 1996) an die Codon-Praferenz pflanzlicher
und tierischer Systeme fiihrt in der Regel zu hoheren Expressionsraten (SHEEN et al.
1995, GALBRAITH et al. 1995, HASELOFF & SIEMERING 1998).

Das in der vorliegenden Arbeit fiir die Transfektion in Tabak eingesetzte sGFP-S65T
stellte bereits eine optimierte GFP-Variante dar. sGFP-S65T ist eine GFP-Variante mit
einer fiir menschliche Gene optimierten Codon-Praferenz, die in Pflanzenzellen gute
Expressionsergebnisse zeigte (CHIU et al. 1996, SHEEN et al. 1995). Ein potentielles
kryptisches pflanzliches Intron (HASELOFF et al. 1997), das zum SpleiRen der mRNA
in Pflanzen fiihrte, wurde durch Basenaustausch eliminiert.

Transfektionsraten von mehr als 80 % wurden nach PEG-Transfektion des sGFP-S65T
unter Kontrolle des starken HBT-Promotors in Tabak-Protoplasten erreicht (CHIU et
al. 1996).

Da die Positivkontrollen eine Expression des sGFP-S65T unter Kontrolle des HBT-Pro-
motors zeigten, ist auszuschlieRen, dal® die fehlende Expression der ATPase-GFP-
Fusionsproteine in Tabak-Protoplasten im Zusammenhang mit einem zu schwachen
Promotor und einer nicht optimalen GFP-Variante steht.

4.1.2 Unterbindung der Translation

Bereits auf der Ebene der Translation kdnnte die Proteinsynthese der Fusionsprotei-
ne unterbunden worden sein. Die Effektivitdt der Translation in heterologen Expres-
sionssystemen hdngt unter anderem stark von der Codon-Praferenz (codon bias) ab
(CHIAPELLO et al. 1998, BATARD et al. 2000). Es gibt Hinweise, daR geringfiigige
Abweichungen in der Codon Praferenz bei heterologer Expression von Genen zu
Leserasterverschiebungen, Fehlablesungen und verfriihter Termination der Transla-
tion fiihren konnen (KANE 1995, KURLAND & GALLANT 1996).

Fiir kerncodierte Gene aus Dunaliella (LAROCHE et al. 1990) und anderen einzelligen
Griinalgen (SIFLOW et al. 1985, GOLDSCHMIDT-CLERMONT & RAHIRE 1986, IMBAULT
et al. 1988, LONG et al. 1989, WOLF et al. 1993) ist eine Praferenz fiir Tripletts zu
beobachten, die in der dritten Position ein C oder G besitzen. Diese Praferenz zei-
gen auch die beiden ATPase-Gene von DBPMA1 (WOLF 1993) und DBCA1. In Hefen
und dikotylen Pflanzen wie Tabak werden bevorzugt Codons verwendet, die an drit-
ter Stelle mit T enden. Auch besitzen die Nukleinsdure-Sequenzen aus Tabak in der
Regel einen geringeren GC-Gehalt als die aus Griinalgen.
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BATARD et al. (2000) haben nach Expression von P450 Enzymen, die einen hohen
GC-Gehalt aufweisen, zwar die Transkription des Gens, nicht aber das Protein in Tabak
und Hefe nachweisen konnen. Erst nach Anpassung der Codon-Praferenz an dikotyle
Pflanzen im 5’-Bereich der Gene, konnte ein deutlicher Ansteig der Proteinsynthese
in Tabak und Hefe beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die ATPase-GFP-Fusionsgene unter Beibehaltung
des natiirlichen Basenkontext der mdglichen Startcodons der ATPasen in Tabak-Pro-
toplasten transfiziert. Dunaliella zeigt weder bei DBCA1 noch bei DBPMA1 in den
Basen in unmittelbarer Nihe der moglichen ATG-Tripletts eine Ubereinstimmung mit
der fiir Pflanzen postulierten Consensus-Sequenz (LUTCKE 1987). Das L3Rt auch ver-
muten, daRR Griinalgen moglicherweise eine andere Consensus-Sequenz besitzen als
hohere Pflanzen.

Unterschiede in der Codon-Praferenz von Tabak und Dunaliella und ein nicht opti-
maler Basenkontext der Translationsinitiationsstartstelle konnten daher eine Er-
klarung fiir die fehlende Expression der ATPase-GFP-Fusionsproteine in Tabak-Proto-
plasten sein.

4.1.3 Aggregation der ATPase-GFP-Fusionsproteine

Die Bildung nicht-fluoreszierender EinschluBkorper durch Aggregation der Fusions-
proteine in Tabak-Protoplasten kann als weiterer Grund fiir eine fehlende Fluores-
zenz der Fusionsproteine in Frage kommen. EinschluRkorper sind intrazelluldre, un-
[6sliche Protein-Aggregationen aus biologisch inaktiven und wahrscheinlich nicht
korrekt gefalteten Proteinen. Sie werden bei der Expression von rekombinanten Pro-
teinen in heterologen Systemen hdufig beobachtet und werden auch bei GFP-Chima-
ren als Grund fiir eine geringe Fluoreszenzintensitat bis zur vollstandigen Unterbin-
dung der Fluoreszenz angefiihrt (HEIM 1994, CRAMERI et al. 1996). SIEMERING

et al. (1996) haben fiir GFP auch eine temperaturabhdngige Faltung des Apoproteins
analysiert, die dazu fiihrt, daR der grol3te Teil des GFP bei einer Inkubationstempe-
ratur von 37° C als nicht fluoreszierendes Protein in unldslichen Zellfraktionen zu
finden ist. Die Unterbindung der Fluoreszenz durch Fehlfaltungen der Apoproteine
bei hohen Inkubationstemperaturen (SIMERING et al. 1996) kann weitestgehend
ausgeschlossen werden, da die Inkubationstemperaturen der Tabak-Protoplasten
nicht iber 25° C lag.

Uber 10.000 Molekiile GFP-S65T oder EGFP sind erforderlich, um GFP in Laser Scanning
Mikroskop (CLSM) zu detektieren (PATTERSON et al. 1997). Das Chromophor ist
kovalent mit dem GFP verbunden. Die Tripeptidsequenz des Chromophors wird durch
Zyklisierung und Oxidation durch eine post-translationale Modifikation innerhalb der
Polypeptidkette geformt (CUBITT et al. 1995, HEIM et al. 1994, ORMO et al. 1996,
PRASHER 1995). Eine nicht ausreichende Molekiilmenge richtig gefalteter griin
fluoreszierender (Fusions-)Proteine kann daher als Ursache fiir eine nicht sichtbare
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Expression der ATPase-GFP-Fusionsproteine im Mikroskop in Frage kommen. Die
Bildung des reversiblen, autokatalytischen Chromophors und damit dessen Licht-
emission wird unterbunden, wenn die Zyklisierung nicht vor der Aggregation erfolgt.
Besonders transient exprimiertes Membran-assoziertes GFP begiinstigt die Multi-
merisation der Fusionsproteine (CUBITT et al. 1995; DE ANGELIS et al. 1998).

Es ist daher moglich, dal® die Fusionsgene zwar translatiert wurden, die Expression
aber fluoreszenzoptisch nicht nachgewiesen werden konnte, da eine Coagulation
von Membranproteinen oder Fehlfaltungen der ATPase-GFP-Fusionsproteine zu einer
Aggregation fiihrten.

4.1.4 Proteinabbau

Fehlende Fluoreszenz nach Transfektion der jeweils ersten beiden GFP-markierten
Transmembransegmente in Tabak-Protoplasten kann jedoch auch durch einen Abbau
der Fusionsproteine bedingt sein.

Die erste klonierte plasmamembranstandige Ca#*-ATPase At-ACA8 (BONZA et al.
2000) wurde GFP-markiert und in Arabidopsis stabil exprimiert. Obwohl die trans-
genen Pflanzen auf Ampicillin selektierbar waren, konnte die Expression der GFP-
markierten ATPase weder fluoreszenzmikroskopisch noch immunocytologisch nach-
gewiesen werden (C. OLIVARI, personliche Mitteilung).

PLEMPER et al. (1998) zeigten in Hefe, dalR der plasmamembranstandige ABC-Trans-
porter Pdr5, der nach Mutation in die ER-Membran inseriert wird, vermutlich mit
Hilfe eines Translokons aus der Membran extrahiert wird und anschlieRend im cyto-
plasmatischen Ubiquitin-Proteasomen-System abgebaut wird. Ebenso der Cl-Trans-
lokator CFTR der Epithelien; der Verlust des Phenylalanins in Position 508 der Poly-
peptidkette unterbindet die korrekte Faltung des Proteins im ER und fiihrt dazu, daR
kein CFTR in der Plasmamembran erscheint. Statt dessen wird es iiber den ER-assozi-
ierten Proteasomenweg abgebaut (BROWN et al. 1996, QU et al. 1997).

Neben dem regulierten Abbau von Zellproteinen findet in Proteasomen unter an-
derem der Abbau fehlgefalteter Polypeptide statt. Proteasomen sind die zentralen
Enzyme des nicht-lysosomalen Proteinabbaus in Zellen hoherer Organismen. Der Ab-
bauprozel} iiber das Ubiquitin-Proteasomen-System ist in Tieren, Pflanzen und
Hefen konserviert (VOGES et al. 1999). Es ist daher nicht auszuschliellen, dal® in
den verwendeten Fusionsproteinen Fehlfaltungen durch fehlende C-terminale
Sequenzbereiche der ATPasen oder durch die Fusion mit GFP eingetreten sind. Ein
Abbau der membranstandigen Fusionsproteine liber den ATP-abhangigen Ubiquitin-
Konjugat-Weg ist daher nicht ausgeschlossen.
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4.2 Expression der ATPase-GFP-Fusionsproteine
in tierischen Expressionssystemen

Wie bereits erwdhnt, besitzen einzellige Griinalgen im Gegensatz zu dikotylen Pflan-
zen einen hohen GC-Gehalt und eine auf G und C endende Codon-Praferenz in der
dritten Position. Diese Codon-Praferenz wird auch bei vielen Sdaugetiergenen be-
obachtet (SUEOKA & KAWANISHI 2000).

Die Ca?- ATPase DBCA1 aus Dunaliella bioculata zeigt starke Homologien zu tieri-
schen P-Typ ATPasen des (Sarko-)Endoplasmatischen Retikulums (54 % Identitat,
70 % Ahnlichkeit, dagegen zu pflanzlichen Typ IIA ATPasen 44 % Identitit und

57 % Ahnlichkeit).

Die Maglichkeit, ATPasen aus Dunaliella in tierischen Expressionssystemen zu unter-
suchen, sollte daher in weiterfiihrenden Versuchen abgeschatzt werden.

Erste Expressionsversuche in Hela-Zellen verliefen positiv: In der subzelluldren Lo-
kalisation waren deutliche Unterschiede zwischen nativem GFP und den Fusionspro-
teinen erkennbar.

Aufgrund sehr geringer Expressionsraten sowohl des nativen GFP als auch der Fusi-
onsproteine in Hela-Zellen wurden detailliertere Untersuchungen an C0S-7-Zellen
durchgefiihrt, in denen hohere Transfektionsraten erzielt werden konnten.

4.2.1 Natives GFP in heterologen Expressionssystemen

Die Transfektion von nativem pEGFP-N1 in Hela- und in COS-7-Zellen sowie
sGFP-S65T in Tabak-Protoplasten fiihrte in allen drei Expressionssystemen zu einer
gleichmaligen Expression des GFP mit Lokalisation im Cytoplasma, verstarkt im
perinukledren Bereich und im Nukleoplasma.

Das gleiche Fluoreszenzmuster konnte auch bei anderen Expressionsversuchen mit
nativem GFP in Hela-Zellen (CHATTERJEE & STOCHAJ 1996), C0S-7-Zellen
(SIMONOVA et al. 1999) sowie auch in pflanzlichen Zellsystemen wie Tabak (CHIU

et al. 1996), Zwiebelepidermiszellen (SCOTT et al. 1999) und Wurzelzellen von
Arabidopsis (HASELOFF et al. 1997) beobachtet werden. Die Proteinlokalisation des
nativen GFP (26,9 kDa) im Zellkern transfizierter Zellen und Protoplasten ist auf
passive bidirektionale Diffusion durch den Kernporenkomplex zuriickzufiihren. Die
AusschluBgroRe des Kernporenkomplexes liegt bei 40 — 60 kDa (GREBENOK et al.
1997, STOCHAJ & SILVER 1992, VON ARNIM et al. 1998). Proteine, die groRer als die
AusschluRgroRe des Kernporenkomplexes sind, werden mit Hilfe eines energie-
abhangigen Transportprozeles iiber die Kernmembran in den Zellkern aufgenommen.
Dieser Import bendtigt spezielle Kernlokalisationssignale (GORLICH 1997), die im
GFP-Gen nicht vorhanden sind (VON ARNIM et al. 1998).
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Das Fluoreszenzmuster nach Expression der ATPase-GFP-Fusionsproteine unterschied
sich deutlich von dem des nativen GFP. Das Protein-Targeting der Fusionsproteine
mul daher durch die N-terminalen Sequenzbereiche, einschlieRlich der ersten bei-
den Transmembransegmente beider ATPasen, bedingt sein.

4.2.2 ER-Lokalisation der H*- und Ca%*-ATPase-GFP-
Fusionsproteine in C0S-7-Zellen

Wahrend bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der transfizierten Hela-
Zellen die genaue Lokalisation der Fusionsproteine nicht bestimmt werden konnte,
zeigten Aufnahmen von transfizierten C0S-7-Zellen mit konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie nahere Details der subzelluldren Fluoreszenzverteilung. So war nach
Expression von M1-Ca#-EGFP, M2-Ca?*-EGFP, M3-Ca*-EGFP, M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP
die Fluoreszenz der ATPase-GFP-Fusionsproteine verstdrkt im perinukledren Bereich
und in netzartigen Strukturen innerhalb der Zellen sichtbar. Vergleichbare Fluores-
zenzmuster mit gesicherter ER-Lokalisation zeigten sich in C0S-1-Zellen nach Im-
munofluoreszenzmarkierung mit dem monoklonalen Antikdrpern Y/1F4, der gegen
die phosphorylierende Domadne der SERCA1a gerichtet war (CARAFOLI et al. 1996)
sowie einem Konstrukt, bestehend aus dem ER Targeting-Signal von a -Antitrypsin,
GFP und dem ER-retrievel-Signal KDEL, das in COS-7-Zellen exprimiert wurde (VAN
GOETHEM et al. 1998).

Die Expression der Ca?*-ATPase-EGFP-Fusionsproteine und der H*-ATPase-EGFP-
Fusionsproteine zeigte somit in COS-7-Zellen ein ER-typisches Fluoreszenzmuster.
Jedoch kann auch eine zusdtzliche Lokalisation der Fusionsproteine in kernnahen
Zellorganellen, besonders dem Golgi-Apparat, durch die starke Fluoreszenz im kern-
nahen ER-Bereich nicht ausgeschlossen werden.

4.2.3 Signalsequenzen/Signalsequenzbereiche fiir ER-Insertion

Das Targeting von ATPasen in das Membransystem des ER findet {iber den cotrans-
lationalen Transportweg statt (KLEINIG & SITTE 1999). N-terminale Sequenzbereiche
der hier verwendeten ATPasen, einschlielRlich der ersten beiden Transmembranseg-
mente, waren ausreichend, die Translokation ins ER zu vermitteln.

Die fiir die Insertion ins ER notwendigen Signalsequenzen/Signalsequenzbereiche
miissen auf der mRNA der Ca?- und H*-ATPase in den N-terminalen Sequenzberei-
chen lokalisiert sein, da C-terminale Sequenzabschnitte in den ATPase-GFP-Fusions-
proteinen fehlten.

Die sukzessive Verkiirzung der N-Termini der beider hier untersuchten ATPase Se-
quenzen hatte auf die Translokation der Fusionsproteine ins tierische ER keinen
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EinfluR. Weder konnten fehlende noch cytoplasmatische Fluoreszenz bei einem der
ATPase-GFP-Fusionsproteinen mit verkiirztem N-Terminus beobachtet werden.

Dies laRt darauf schlieRen, daR die ersten 17 Aminosduren des N-Terminus von
DBPMA1 und die ersten 24 Aminosduren von DBCA1 keine essentiellen Bestandteile
moglicher Signalsequenzen oder Sequenzbereiche fiir eine ER-Insertion sind. Andere
Aminosdure-Sequenzbereiche, die eine Translokation ins ER einleiten, miissen daher
in den N-terminalen Sequenzbereichen, einschlieBlich der ersten beiden Transmem-
brandomanen von DBPMA1 und DBCA1, vorhanden sein.

Dieses Ergebnis steht bei DBPMA1 in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daR
die ersten beiden Transmembransegemente der H*-ATPase aus Neurospora Membran-
insertion ins ER vermitteln konnen (LIN & ADDISON 1995).

Anzunehmen ist, dal® der ER-Eintritt durch die ersten beiden Transmembransegmen-
te vermittelt werden kann. Diese hydrophoben Bereiche ermdglichen Proteinen unter
anderem translokaseunabhdngig, in die ER-Membran zu inserieren (HARTMANN et al.
1994, WANG et al. 1997).

Den einzigen Hinweis, dald Unterschiede bei der ER-Translokation der verschiedenen
naszierenden Ca?*-GFP-Fusionsproteine vorhanden sein kénnten und M3-Ca*-EGFP
begiinstigt ins ER inseriert, lieferte das verstarkte Auftreten von fluoreszierenden
punktformigen Proteinansammlungen in COS-7-Zellen. Wahrend diese Partikel bei
M1-Ca?-EGFP in 20 % der transienten Zellen und dort verstarkt auftraten, waren sie
bei M3-Ca#*-EGFP nur bei 5 % aller transfizierten Zellen und dort in geringerer An-
zahl feststellbar. Es war daher anzunehmen, daR das Targeting der Ribosomen mit
dem naszierenden Polypeptid zum ER und die Translokation ins ER suboptimal ver-
l[duft bzw. nicht stattfindet je langer der N-Terminus der Ca#-ATPase ist. Ein Teil der
Fusionsproteine hatte somit im Cytoplasma und nicht am ER synthetisiert werden
konnen, wo sie, aufgrund der Tendenz integraler Membranproteine zur Polymerisa-
tion, aggregieren. Gegen diese Hypothese, daR ein Teil der Fusionsproteine im Cyto-
plasma synthetisiert wurde, spricht jedoch, daR die fluoreszierenden Proteinan-
sammlungen nicht in allen transfizierten Zellen, sondern nurin 5 - 20 %
beobachtet wurden und in den restlichen Zellen nur sehr vereinzelt auftraten. Nach
Expression der H*-GFP-Fusionsproteine waren sie nicht vorhanden.

SIMONOVA et al. (1999) beobachteten nach Expression des GFP-markierten N-Terminus
(N-terminale cytoplasmatische und hydrophobe membrandurchspannende Doméne)
des integralen Membranproteins Neutral-Endopeptidase aus Kaninchen wider deren
Erwartungen nur eine sehr geringe Proteinmenge an der Zelloberflache. Statt dessen
war das Fusionsprotein im Golgi-Apparat und in punktférmigen fluoreszierenden
Strukturen erkennbar. SIMONOVA et al. (1999) fiihren diese fluoreszierenden Struk-
turen auf die Tendenz GFP-markierter-Membranproteine zur Polymerisation und Bil-
dung von Nanoclustern zuriick.
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Grol3e Mengen an transient exprimierten Membran-assoziertem GFP konnen eine vor-
teilhafte Umgebung zur Multimerisation der Fusionsproteine darstellen (CUBITT et
al. 1995, DE ANGELIS et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit nahm die Anzahl fluoreszierender punktformiger Protein-
ansammlungen mit Verkiirzung des N-Terminus der Ca?*-ATPase ab. Es ist daher fiir
die Ca*-ATPase anzunehmen, dal} ein langer N-Terminus eine Multimerisation be-
glinstigt.

4.2.4 Lokalisation oder Retention im ER tierischer Zellen

Die Aminosduresequenz von DBPMA1 weist 17 Positionen auf, die charakteristisch
fiir Protonen-translozierende P-Typ ATPasen sind (WOLF 1993). Die ersten an der
Plasmamembran immunocytologisch nachgewiesenen P-Typ H*-ATPasen waren die
Isoformen AHA2 und AHA3 aus Arabidopsis (DE WITT et al. 1996). Mittlerweile wur-
den mehrere Isoformen unter anderem durch Verwendung des Reportergens GUS an
der Plasmamembran lokalisiert (MORIAU et al. 1999). Die einzigen bisher bekannten
Ausnahmen sind HAA13 und HAA1 aus der marinen Goldalge Heterosigma akashiwo.
Durch Antikdrper wurde ihre Lokalisation in intrazellularen Membranen der Alge be-
stimmt (WADA et al. 1994). Ein Sequenzvergleich von DBPMA1 zu dem ATPasen-
Fragment HAA1 aus Heterosigma akashiwo zeigte nur eine 36 %-ige Identitat und
eine 48 %-ige Ahnlichkeit.

Grol3e Identitdt zeigt DBPMA1 dagegen zur H*-ATPase aus Dunaliella acidophila. Das
Protein aus Dunaliella acidophila wurde aus der Plasmamembran aufgereinigt und die
Aminosduresequenz ansequenziert. Mit den gewonnenen Sequenzdaten wurden Pri-
mer erstellt und aus der genomischen DNA von Dunaliella acidophila wurde die plas-
mamembranstandige H*-ATPase amplifiziert (WEISS & PICK 1996).

Die Lokalisation der H*-ATPase DBPMA1 aus Dunaliella bioculata an der Plasmamem-
bran kann aufgrund der Sequenzidentitit von 78 % und einer Ahnlichkeit von 87 %
zur Primdrstrukturen der plasmamembranstandigen H*-ATPase aus Dunaliella
acidophila und der phylogenetischen Verwandtschaft beider Algen, als gesichert an-
gesehen werden.

Die Primirstruktur von DBCA1 zeigt groRte Ahnlichkeiten zu P-Typ Ca?*-ATPasen des
(S)ERs tierischer Organismen (RASCHKE & WOLF 1996). Eine Calmodulin-Bindungs-
stelle wurden nicht gefunden. Die kalkulierte Molekiilmasse der ATPase von 114 kDa
ist nur geringfiigig geringer als die Molekiilmasse bisher klonierter Typ ITA Ca?*-ATPasen
(115 - 116 kDa) aus Pflanzenzellen (GEISLER et al. 2000).

Die Lokalisation der Ca?-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER von Hela- und COS-7-
Zellen konnte die durch Sequenzhomologien vermutete ER-Lokalisation von DBCA1
bestdtigen.
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Die Interpretation dieser Ergebnisse wird jedoch durch die ausschlieRliche Lokali-
sation der H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER tierischer Zellen in Frage gestellt.
So reichten zwar die ersten beiden Transmembransegmente der H*-ATPase fiir eine
ER-Insertion aus, nicht aber fiir das Targeting der Fusionsproteine zur Plasmamem-
bran.

4.2.4.1 Topogene Signale fiir ER-Retention der Ca?*-ATPase-GFP-
Fusionsproteine

Die Strukturen, die fiir das subzelluldre Targeting von ATPasen und deren Zuriickhal-
tung im ER verantwortlich sind, sind noch weitestgehend unbekannt (GEISLER et al.
2000). Dal’ die Insertion ins tierische ER durch N-terminale Sequenzbereiche der
ATPasen vermittelt wird, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.

Die Lokalisation der Fusionsproteine M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP im ER anstelle der
Plasmamembran von C0S-7-Zellen wirft aber die Frage auf, ob die Lokalisation der
Ca?*-ATPase-GFP-Fusionsproteine die Lokalisation von DBCA1 im ER bestdtigen kann.

Fiir eine ER-Lokalisation der Ca?-ATPase-GFP-Fusionsproteine spricht das Aminosaure-
motiv KILL im ersten Transmembransegment der Ca*-ATPase DBCA1.

Das R/KILL Motiv ist auch im ersten Transmembransegment der SER Ca?-ATPasen
von Drosophila lokalisiert und wird als topogenes Signal fiir eine ER-Retention dis-
kutiert (MAGYAR & VARADI 1990, EVANS & WILLIAMS 1998). Es kommt auch bei
T-Zellen Antigen Rezeptoren aus dem ER vor und ist bei einer Vielzahl tierischer
Ca?*-ATPasen des (S)ERs konserviert. In tierischen Typ IIB Ca*-ATPasen tritt es da-
gegen nicht auf. Ein Multiples Alignment von GEISLER et al. (2000) zeigte, dal3 das
R/KILL-Motiv auch bei den meisten pflanzlichen Typ IIA Ca?-ATPasen im ersten
Transmembransegment konserviert ist. So ist es unter anderem in den Aminosaure-
sequenzen der pflanzlichen Ca#-ATPasen aus Acetabularia acetabulum, Orzya sativa,
einigen Isoformen aus Arabidopsis und Lycopersicon esculentum zu finden.

Die Expression chimdrer SERCAla/PMCA3-ATPasen zeigte, daR die ersten zwei Drittel
der ATPase zur Determinierung der ER-Lokalisation ausreichend sind (BLACK et al.
1998).

Immunofluoreszenzuntersuchungen mit rekombinanten Chimaren aus einer tieri-
schen SER (rSERCA1) und einer PM Ca®-ATPase (hPMCA4CI) grenzten diese Bereiche
weiter ein und konnten zeigen, dal} die Zielsteuerungssignale der SER-standigen
Ca?*-ATPase in das ER von COS-7-Zellen, durch Aminosduresequenzen am N-Terminus
(einschlieBlich des ersten Transmembransegmentes) festgelegt sind (FOLETTI et al.
1995).

Neben dem R/KILL Motiv im ersten Transmembransegment werden fiir integrale
Membranproteine auch noch C-terminale Sequenzbereiche fiir eine ER-Retention dis-
kutiert (JACKSON et al. 1990, SHIN et al. 1991, EVANS & WILLIAMS 1998, GEISLER
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et al. 2000). In tierischen Zellen enthalten viele ER-residente Membranproteine
C-terminale Retentionssignale mit dem Consensus (K/X)(K/X)KXX-Stop (JACKSON

et al. 1993). Die Lysin-reichen Motive KKXX oder KXKXX treten zwar bei Tomate und
Arabidopsis auf, kommen aber bei der Ca#*-ATPase aus Dunaliella nur in abgewandel-
ter Form als KLK-Motiv vor. Bei der tierischen SERCalp aus Huhn sind sie gar nicht
vorhanden (KARIN & SETTLE 1992).

Neben den bis jetzt bekannten C- und N-terminalen topogenen Signalen fiir eine ER-
Retention miissen aber noch andere Faktoren oder Sequenzen eine Rolle spielen. So
ist die Ca?-ATPase Isoform ACA2p aus Arabidopsis im ER lokalisiert, hat aber weder
ein bekanntes ER-Retetions-Motiv am C-Terminus noch eine konservierte erste Trans-
membrandomdne (HONG et al. 1999).

Eine Chimadre, die aus dem N-Terminus mit den ersten beiden Transmembransegmen-
ten der hPMCA4CI und dem Rest der rSERCA1 bestand, zeigte eine Lokalisation so-
wohl in der Plasmamembran als auch im ER. Dies kdnnte bedeuten, daR die SER
Ca?*-ATPase zusatzlich zu den am N-Terminus lokalisierten Signalen weitere topoge-
ne Signale besitzt, die fiir eine Retention im ER verantwortlich sind. Da sich aber
auch bei der SER Ca?-ATPase am Ende des C-Terminus keine typischen lysinreichen
ER-Retensions-Signale befanden, kdnnte angenommen werden, dal® noch andere Re-
gionen des Proteins in den ER-Retensionsprozess involviert sind. GUERINI et al.
(1998) dagegen schlieRen mit Chimdren ATPase-Konstrukten aus PMCA1 und SERCA1
die Transmembrandomanen-vermittelte Lokalisation im ER aus und konnten belegen,
dalR in den ersten 28 Aminosauren der SERCA1 des Menschen ein ER-Retentions-
signal lokalisiert ist.

FOLETTI et al. (1995), GUERINI et al. (1998) und auch BLACK et al. (1998) beleg-
ten, dald N-terminale Sequenzbereiche fiir eine Translokation von Ca?*-ATPasen ins
ER und auch fiir deren dortige Retention ausreichten. Das in DBCA1 im ersten Trans-
membransegment vorkommende und als Retentionssignal postulierte R/KILL Motiv
stellt ein universelles, organismeniibergreifendes Aminosaure-Motiv fiir die Zuriick-
haltung von Membranproteinen im ER dar. Obgleich GUERINI et al. (1998) zeigten,
dalR das R/KILL-Motiv nicht notwendigerweise EinfluR auf die ER-Retention hat,
sondern N-terminale Aminosduren die Zuriickhaltung vermitteln, ist anzunehmen,
dalR die N-terminalen Aminosduresequenzen von DBCA1, einschlieRlich der ersten
beiden Transmembransegmente, das Targeting der ATPase-Fusionsproteine ins ER und
ihre dortige Lokalisation bedingen.
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4.2.4.2 Retention der H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER

Die Lokalisation der H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER tierischer Zellen zeigte,
dalR es weitere Faktoren fiir eine Zuriickhaltung der ATPase-GFP-Fusionsproteine im
ER geben muR, die eine Retention beeinflussen und das Targeting zur Plasmamem-
bran unterbinden kdnnen.

Die H*-ATPase-GFP-Fusionsgene wurden unter Kontrolle des starken CMV-Promotors
in multicopy Plasmiden zur Expression gebracht. Die daraus resultierende Uberex-
pression der Fusionsproteine kann dazu fiihren, dal® ein GroRteil der Proteine im ER
verbleibt und nicht zur Plasmamembran gelangt. Chimare Konstrukte von PMCA3 und
SERCA1a zeigten aber bei Uberexpression in C0S-7-Zellen sowohl eine ER- als auch
eine Plasmamembran-Lokalisation (BLACK et al. 1998). Die Expression der H*-ATPase
in COS-7-Zellen zeigte dagegen keine Plasmamembran-Lokalisation. Die Fluoreszenz
der in COS-7-Zellen exprimierten Fusionsproteine grenzte sich nicht gegen das Au-
Renmedium ab. Es kann daher davon ausgegangen werden, daR kein Targeting der
H*-ATPase-GFP-Chimaren zur Plasmamembran stattgefunden hat und die Ursachen
nicht in einer Uberexpression der Fusionsproteine lagen.

4.2.4.3 Qualitatskontrolle im ER

Die selektive Zuriickhaltung und Degradation falsch gefalteter oder mutierter Protei-
ne im ER konnte eine weitere Erklarung fiir die ER-Lokalisation der ATPase-GFP-
Fusionsproteine sein.

Das Endoplasmatische Retikulum ist der Eingang der Membranproteine in den Sek-
tretorischen Transportweg. Im ER beginnt die Prozessierung der entstehenden Pro-
teine. AulRerdem findet hier eine Qualitatskontrolle der fertigen Proteine statt
(PLEMPER & WOLF 1999). Fehlgefaltete und nicht richtig assemblierte Proteine kon-
nen durch Chaperone erkannt werden (KOPITO 1997) und verbleiben im ER, bevor
sie zum groRten Teil durch Ubiquitinylierung in Proteasomen abgebaut werden.

Bei Plasmamembran Ca#-ATPasen konnte dies nach Verkiirzung des C-Terminus
(ZVARITCH et al. 1995) und Punktmutationen an Aminosduren, die vermutlich die
Pore fiir Calcium bilden (GUERINI et al. 1996), festgestellt werden.

Gegen die generelle Retention fehlgefalteter Proteine sprechen jedoch die Versuche
von HEIM et al. (1992) und ZVARITCH et al. 1995 (FOLETTI et al. 1995), die N-termi-
nal verkiirzte (die ersten beiden Transmembransegmente fehlten) und inaktive For-
men einer PM-Ca®*-ATPase nach Expression in COS-7-Zellen und Sf9-Zellen an der
Plasmamembran vorfanden.

Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Retention der ATPase-GFP-
Chimdren im ER auf Fehlfaltung der Fusionsproteine beruht. Zwar konnten FOLETTI
et al. (1995), GUERINI et al. (1998) und BLACK et al. (1998) an ATPase-Chimaren
zeigen, dalR die ersten beiden Transmembransegmente der plasmamembranstandigen
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Ca?*-ATPase ein Targeting zur Plasmamembran vermitteln, jedoch setzten sich in de-
ren Versuchen die rekombinanten ATPase-Chimdren aus Membranstruktur-ahnlichen
ATPasen zusammen.

Eventuelle Fehlfaltungen der in der Arbeit verwendeten Fusionsproteine kdonnen
durch den EinfluR des GFP oder aber durch fehlende Aminosduresequenzen der
ATPasen bedingt sein. Gegen eine GFP-bedingte Fehlfaltung der Fusionsproteine
spricht jedoch, daRR die mit GFP markierte SERCA1a durch die Fusion mit GFP die
Fahigkeiten zum Calciumtransport nicht verloren hatte (VAN GOETHEM et al. 1998)
und auch die GFP-markierte Ca#*-ATPase SCA1 aus Soja nach heterologer Expression
in BY-2 Zellen an der Plasmamembran lokalisiert war (CHUNG et al. 2000).

4.2.4.4  Zusatzliche Signale

In der Arbeit sollte geklart werden, ob N-terminale GFP-markierte Sequenzbereiche
der ATPasen ausreichen, die subzelluldre Lokalisation der ATPase in heterologen Ex-
pressionssystemen zu bestimmen. Die Lokalisation der H*-ATPase-GFP-Fusionsprotei-
ne im ER von COS-7-Zellen wirft daher auch die Frage auf, ob in den fehlenden Ami-
nosduresequenzen der ATPasen weitere Informationen codiert sind, die den
Transport zur Plasmamembran bewirken oder fiir eine Retention im ER sorgen.

Zum Targeting der PMCA3/SERCA1a Chimdre an die Plasmamembran in COS-7-Zellen
reichten die ersten beiden Transmembrandomanen von PMCA3 aus (BLACK et al.
1998). Auch FOLETTI et al. (1995) konnten mit PMCA/SERCA-Chimdren in COS-7-
Zellen zeigen, dald die ersten beiden Transmembransegmente von PMCA aus dem
Menschen, den Transport der Chimdren an die Plasmamembran bedingen.

ZVARITCH et al. (1995) konnten dagegen durch Mutageneseversuche an plasmamem-
branstandigen Ca?-ATPasen zeigen, daR sich am C-Terminus in unmittelbarer Nahe
der CaM-Bindungsstelle ein ER-Retentions-Signal befindet, das im vollstandigen Pro-
tein nicht zum tragen kommt, jedoch bei verkiirztem C-Terminus zur Retention und
zum Abbau des Proteins im ER fiihrt. Die Verkiirzung des C-Terminus der plasma-
membranstdandigen Ca#-ATPase fiihrt dazu, dald die ATPase durch Calmodulin nicht
mehr regulierbar ist. Es ist daher zu vermuten, daR es sich bei der Zuriickhaltung
von verkiirzten ATPasen im ER um einen Schutzmechanismus handelt, der die Zelle
vor unkontrollierbaren und nicht vorhersehbaren Eigenschaften der in ihrer Struktur
veranderten ATPasen schiitzt. Dieses Retentionssignal fiihrt nicht zur Zuriickhaltung
andere Proteine, wenn es ihnen an den C-Terminus angehdngt wurde. Es ist auch in
anderen P-Typ ATPasen nicht vorhanden, sondern scheint spezifisch fiir Ca?*-ATPasen
der Plasmamembran zu sein.

Inwieweit solche ER-Retentionssignale auch bei H*-ATPasen vorhanden sind, ist
nicht bekannt. Jedoch konnte bei Verkiirzung des N-Terminus der H*-ATPasen aus
Hefe, eine Retention im Endomembransystem von Hefen beobachtet werden
(VILLALBA et al. 1992).
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Die heterologe Expression individueller pflanzlicher H*-ATPasen in Hefe zeigte, dal}
die Isoformen AHA1, AHA2 und AHA3 aus Arabidopsis thaliana in den internen Hefe-
membranen akkumulierten (VILLALBA et al. 1992, PALMGREN & CHRISTENSEN 1993,
PALMGREN & CHRISTENSEN 1994), wahrend die Expression der Isoformen PMA2 und
PMA4 aus Tabak zu einer plasmamembranstdndigen Lokalisation fiihrte (LUO et al.
1999, DE KERCHOVE D'EXAERDE et al. 1995). DaR die ER-Retention nicht durch Fehl-
faltung bedingt war, zeigt die Tatsache, dal® alle heterolog in Hefe exprimierten Iso-
formen biochemisch aktiv waren (LUO et al. 1999).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dald es neben der Zuriickhaltung fehlgefalteter,
inaktiver und unregulierbarer ATPasen noch andere Mechanismen geben muB, die
eine Retention im ER bewirken. Neben der Fehlfaltung von Proteinen werden auch
andere Einfliisse der intrazelluldaren Prozessierung, wie die Phosphorylierung und
Glykosylierung fiir Fehler des intrazelluldren Targetings und einer Retention im ER
vermutet (BROWN & BRETON 2000).

Alle bisher bekannten Signalsequenzen fiir die ER-Insertion sind dhnlich strukturiert
und an Proteinen untereinander austauschbar (VON HEIIJNE 1985). Das zum Erken-
nungsmechanismus zugehorige SPR (signal recognition particle) kommt in allen Or-
ganismen vor (HARTMANN et al. 1994). Der ProzeR der Insertion in das ER scheint
daher ein konservierter Mechanismus aller Organismen zu sein. So konnte auch in
der Arbeit gezeigt werden, dal3 die Translokation pflanzlicher ATPasen in das ER tie-
rischer Zellen erfolgt.

Uber die Weiterleitung der Proteine iiber das ER zu ihren Bestimmungsorten in der
Zelle gibt es bei Hefe und tierischen Systemen zahlreiche Erkenntnisse. Der Vesikel-
transport- und der Sortiermechanismus in Pflanzenzellen ist dagegen noch weitest-
gehend unbekannt (ROBINSON et al. 1998). Die Retention pflanzlicher und bio-
chemisch aktiver H*-ATPasen im ER von Hefen (VILLALBA et al. 1992, PALMGREN &
CHRISTENSEN 1993, PALMGREN & CHRISTENSEN 1994) sind Hinweise, dal® sich Sor-
tierungs-Signale und -Mechanismen in verschiedenen Organismen unterscheiden
konnen.

Es kann daher nicht abschlieRend geklart werden, ob die Retention der H*-ATPase-
GFP-Fusionsproteine im ER tierischer Zellen auf die Zuriickhaltung fehlgefalteter Pro-
teine zuriickzufiihren ist oder ob strukturelle Einfliisse des reifen Proteins den Trans-
port zur Plasmamembran beeinflussen. Auch Retentionssignale oder Unterschiede in
den Sortierungsmerkmalen zwischen pflanzlichen und tierischen integralen
Membranproteinen, die den Eintritt in den Sekretorischen Transportweg verhindern,
konnen als Grund fiir eine ER-Retention der Fusionsproteine nicht ausgeschlossen
werden.
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4.3  Translationsstartcodons der Fusionsproteine

Im richtigen Leserahmen der Nukleinsauresequenz von DBCA1 und DBPMA1 befinden
sich am jeweiligen N-Terminus mehrere ATG-Tripletts, die theoretisch als Trans-
lationsstart fungieren konnten.

Durch sukzessive Verkiirzung der N-Termini bis zum jeweils nachsten ATG in

5 — 3’-Richtung sollte nach dem AusschlulRprinzip Informationen {iber die Lokalisa-
tion moglicher Signalsequenzen/Signalsequenzbereiche und tatsachlich genutzter
Startcodons erhalten werden.

Es zeigte sich, daR alle Fusionsproteine exprimiert und ins ER inseriert wurden.
Wahrend die Lange des N-Terminus keinen EinfluR auf die Insertion ins ER hatte,
fiihrte jedoch die gezielte Verkiirzung der Fusionsproteine sowohl bei der H*- als
auch bei der Ca?*-ATPase zu einem deutlichen Anstieg der Proteinsynthese.

Die Translation von Proteinen wird primar durch die Initiation kontrolliert (GRAY &
WICKENS 1998).

Bei Eukaryoten bindet ein Initiationsfaktor, das CAP-bindende Protein eIF4E, an die
5-CAP-Struktur und fordert die Bildung eines Komplexes zwischen mRNA und der
40S-Untereinheit der Ribosomen. Die 40S-Untereinheit wandert dann an der mRNA
entlang. Nach dem ,Scanning Modell” findet die Translationsinitation der meisten
Gene am ersten AUG in 5° -3'-Richtung statt. Dort wird die 60S-Untereinheit des
Ribosomens angefiigt, und es resultiert ein 80S-Initiationskomplex, der fiir die
Elongation bereit ist. Die Initiation wird dabei durch die Consensus-Sequenz um das
Startcodon (KOZAK 1987a, LUTCKE 1987) positiv begiinstigt.

Es kommt aber auch vor, dal} die Translation nicht am ersten AUG beginnt, sondern
die Translationinitiation erst am zweiten oder dritten in 3’-Richtung gelegenen AUG-
Triplett stattfindet. Der von KOZAK (1989) als ,Leaky scanning Modell” bezeichnete
Mechanismus, der die Ribosomen veranlaRt, potentielle Startcodons zu ignorieren,
ist nicht genau bekannt. Begiinstigt wird er durch eine nicht optimale Consensus-
Sequenz um das erste Startcodon, nahe aufeinanderfolgende AUG-Tripletts, ein
Stopcodon nach dem AUG im selben Leseraster und ein darauffolgendes AUG sowie
einen nicht ausreichenden Basenabstand zwischen CAP-Struktur und AUG (KOZAK
1995).

Diskutiert wird auch der Prozel} einer Reinitiation der Ribosomen. Nach Translation
eines kurzen offenen Leserahmens (sORF) im 5°-UTR kann am Startcodon im eigent-
lichen offenen Leserahmen (ORF) die Translation erneut beginnen (RYABOVA &
HOHN 2000). Die sORF der meist ldngeren 5°-UTRs haben dabei regulatorische Funk-
tionen auf die Translation. Eine Reinitiation von Ribosomen wurde fiir viele virale
mRNAs, aber auch bei pflanzlichen (FUTTERER & HOHN 1996) und tierischen Genen
(KOZAK 1991), die fiir eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren
und Tumor-Suppressoren kodieren, beobachtet. Auch fiir die pflanzliche plasma-
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membranstandige H*-ATPase PMA3 aus Tabak wurde ein langer 5-UTR mit kurzem
offenen Leserahmen und regulierender Wirkung beschrieben (LUKASZEWICZ et al.
1998). Der genaue Mechanismus, der die Ribosomen zur Reinitiation bewegt, ist bis
jetzt nicht bekannt. Von Hefe weild man, daR der Transfer der Ribosomen durch
Phosphorylierung der Aminosdure Ser®! des Faktors eIF2a kontrolliert wird, der die
Initiation der tRNA aktiviert (YUDKOVSKY et al. 2000). Je ldnger jedoch der sORF,
desto ineffizienter wird die Translation reguliert. Die Reinitiation steigt mit wach-
sender Distanz zwischen dem sORF und dem eigentlichen ORF (KOZAK 1989,
HINNEBUSH 1997) und betragt bei einer Lange von 79 Nukleotiden nahezu 100 %
(KOZAK 1987b).

4.3.1 Steigerung der Proteinsynthese mit Verkiirzung der
N-Termini der H*- und Ca%*-ATPase

In der Annahme, daR die Translation der ATPase-GFP-Fusionsgene dem normalen
»Scanning Modell” folgt, wurde zur Translations-Optimierung der pflanzlichen
ATPase-GFP-Fusionsproteine in tierischen Expressionssystemen, das jeweils erste ATG
jedes Fusionsgens der tierischen Kozak Consensus-Sequenz angepaldt. Es wurden da-
mit auch identische Voraussetzungen fiir die Translation der verschiedenen Fusions-
gene geschaffen.

Wahrend im konfokalen Laser Scanning Mikroskop keine Unterschiede in der Intensi-
tat und Lokalisation der verschieden Konstrukte zu beobachten waren, zeigte sich
bei der quantitativen Bestimmung der Expressionsrate, dalR die Proteinsynthese der
ATPase-GFP-Fusionsproteine M2-H*-EGFP und M3-Ca?-EGFP in COS-7-Zellen am hoch-
sten war. Dies deutet darauf hin, daR die ATG-Tripletts an Position 117 - 119 der
Nukleinsduresequenz von DBCA1 und Position 72 - 74 von DBPMA1 die effektiveren
Translationsstartstellen fiir die Proteinsynthese der beiden ATPasen in tierischen
Zellen darstellen.

Fiir DBCA1 stimmt dieses Ergebnis mit der durch Sequenzvergleiche mit anderen Typ
ITA Ca*-ATPasen gewonnenen Annahme Uberein, daR nicht das erste ATG im offenen
Leseraster das eigentliche Translationsstartcodon darstellt, sondern das dritte ATG
an Position 117 - 119 (3.1.1). Bei der H*-ATPase DBPMA1 wurde hingegen das erste
ATG an Position 23 - 25 aufgrund der Ubereinstimmung mit der tierischen Consensus-
Sequenz als Startcodon favorisiert. Die unterschiedlich starke Proteinsynthese von
M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP weist jedoch auf das zweite Startcodon an Position

72 - 74 als tatsdchliches Startcodon hin.

Der dem tierischen Kozak Consensus angepalte Basenkontext um das jeweils erste
ATG-Triplett der Fusionsgene, hatte theoretisch bei allen Fusionsproteinen eine ideale
Translationsinitiationsstartstelle darstellen miissen. Davon ausgehend, daRR daher
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bei allen Fusionsgenen das jeweils erste optimierte Startcodon als Translationsstart
benutzt wiirde, hatte die Proteinsynthese der drei Fusionsproteine der Ca?-ATPase
sowie der beiden Fusionsproteine der H*-ATPase anndhernd gleich stark sein miissen.
Da aber deutliche Unterschiede in der Expressionsrate der einzelnen Fusionsgene
vorhanden waren, kann nicht ausgeschlossen werden, daR die Translationsinitiation
aller Fusionsgene doch nicht am jeweils ersten AUG-Codon der mRNA beginnt, son-
dern in tierischen Systemen am zweiten AUG an Position 72 - 74 von DBPMA1 und
am dritten AUG an Position 117 - 119 bei DBCA1 einsetzt.

Eine mogliche Erklarung fiir die Initiation der Ribosomen an in 3’-Richtung gelege-
nen nachfolgenden AUG-Tripletts liefert das bereits erwahnte ,Leaky scanning Mo-
dell” (KOZAK 1989). Diesem Mechanismus entsprechend, ware die Steigerung der
Proteinsynthese von M1-H*-EGFP zu M2-H*-EGFP bzw. M1-Ca*-EGFP zu M3-Ca**-EGFP
auf die optimierte Translationsinitiationsstelle an Position 117 - 119 bei M3-Ca?*-EGFP
und Position 72 - 74 bei M2-H*-EGFP zuriickzufiihren. Diese Translationsstartstellen
werden eventuell auch in den anderen Fusionsgenen benutzt, wo aber das ATG an
Position 72 - 74 bei DBPMA1 und Position 117 - 119 bei DBCA1 keinen optimierten
Basenkontext fiir die Translationsinitiation besitzt. Daher kdnnte die Expressionsrate
der anderen Fusionsproteine gegeniiber M3-Ca?-EGFP und M2-Ca?*-EGFP geringer
sein.

Die Steigerung der Proteinsynthese mit Verkiirzung des N-Terminus beider ATPasen
zeigt, dal’ ein an den tierischen Kozak Consensus angepalRter Basenkontext um das
Startcodon, die Translationsinitiation nicht alleine beeinfluRt, sondern auch andere
Translationsinitiations-Mechanismen bei der Erkennung der Startcodons eine Rolle
spielen miissen.

4.3.2  Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Dunaliella bioculata

Inwieweit diese in tierischen Zellen beobachteten Ergebnisse auf Dunaliella bioculata
iibertragbar sind, ist nicht eindeutig zu klaren. Zu wenig Gene sind aus Algen
charakterisiert, um fiir deren Translationsstart eine Consensus-Sequenz ableiten zu
konnen bzw. eine Ubereinstimmung mit den fiir tierische und pflanzliche Systeme
postulierten Consensus-Sequenzen eindeutig festzustellen.

Bei der Ca?*-ATPase aus Dunaliella bioculata zeigt keines der drei ATG-Tripletts eine
Ubereinstimmung mit der fiir pflanzliche Gene bestimmten Consensus-Sequenz
(3.1.1, Tab. 5), aber alle drei ATG-Tripletts stehen in einem fast identischen Basen-
kontext. Bei der H*-ATPase ist eine Ubereinstimmung mit dem tierischen, nicht aber
mit der pflanzlichen Consensus-Sequenz bei einem ATG-Triplett vorhanden.

Bei tierischen mRNAs, deren Nukleotide in unmittelbarer Nahe des ersten ATG nicht
mit der von KOZAK postulierten Consensus-Sequenz in den beiden wichtigen Basen



4 Diskussion 86

an Position -3 und +4 libereinstimmt, wurde beobachtet, daR die Initiation der
Translation am ndchsten ATG in 3’-Richtung beginnen kann (KOZAK 1995, 1996)
oder zwei Proteine von einer mRNA synthetisiert werden konnen (KOZAK 1996). Ein
Beispiel hierfiir lieferten OSSIPOW et al. (1993). Von denselben mRNAs des Leucin-
Zipper Proteins C/EBP und dem Transkriptionsaktivierungsprotein LAP, mit jeweils
mehreren ATG-Tripletts im offenen Leseraster, wurden zwei Proteine mit unterschied-
lich langem N-Terminus synthetisiert, wenn keines der Startcodons sich im opti-
malen von KOZAK (1987a) beschriebenen Basenkontext befand.

Die pflanzlichen P-Typ H*- und Ca?*-ATPasen werden durch Multigenfamilien kodiert,
von deren Isoformen manche auch in SpleiRvarianten auftreten (CARAFOLI &
GUERINI 1993, MORSOMME & BOUTRY 2000, PORTILLO 2000, GEISLER et al. 2000,
OUFATTOLE et al. 2000).

Es konnte gezeigt werden, daR zahlreiche Isoformen in hoheren Pflanzen entwick-
lungs- und gewebespezifisch exprimiert werden (DE WITT & SUSSMAN 1995, GEISLER
et al. 2000, EVANS & WILLIAMS 1998). So sind z. B. aus Tomate die beiden Isofor-
men LCA1A und LCA1B mit 100 %-iger Sequenzidentitdt aber unterschiedlich langen
5-UTRs identifiziert worden (SZE et al. 2000). Die Bedeutung zweier mRNAs, hervor-
gerufen durch unterschiedliche Translationsinitiation, ist bis jetzt nicht klar. Die Be-
teiligung individueller Isoformen an funktionell und biochemisch unterschiedlichen
physiologischen Funktionen in der Pflanze werden daher vermutet (GEISLER et al.
2000). Vor diesem Hintergrund ist nicht auszuschlie3en, dal} von der mRNA der
Ca?*-ATPase und H*-ATPase Isoformen mit unterschiedlich langen N-Termini syntheti-
siert werden.

Auffdllig ist bei der Ca#*-ATPase aus Dunaliella bioculata, dalR die Codons vor den
drei potentiellen Startcodons, im Gegensatz zur H*-ATPase, zu den Codons gehoren,
die ansonsten im Gen der Ca?*-ATPase seltener genutzt werden. BATARD et al. (2000)
zeigten, dal® neben der Consensus-Sequenz auch Codons vor dem Startcodon, die

im codon usage des Organismus eher selten genutzt werden, die Effizienz der Trans-
lation in Hefen und Pflanzen beeinflussen kdnnen. Das Auftreten mehrerer Start-
codons mit einem nahezu identischen Basenkontext konnte daher auch auf Transla-
tionsebene regulatorische Funktionen auf die Expressionsrate des Proteins ausiiben.

4.3.3 Steigerung der Proteinsynthese in COS-7-Zellen durch
Mutation in der Kozak Consensus-Sequenz

Das Ignorieren von potentiellen Startcodons und die Initiation an folgenden AUG-
Tripletts in 3‘-Richtung wird oft mit suboptimalen Consensus-Sequenzen fiir die
Translationsinitiation in Verbindung gebracht.

Dal} die fiir tierische Zellen ermittelte Kozak Consensus-Sequenz keinen idealen
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Basenkontext fiir die Translationsinitiation der Fusionsgene in C0S-7-Zellen dar-
stellen muR, zeigte die M1-Ca?-EGFP-Kozak-Mutante.

Der optimale Basenkontext fiir die Initation der Translation in tierischen Systemen
wurde von KOZAK (1986, 1987, 1991, 1996) mit GCCACCATGG ermittelt. Dabei zeig-
ten sich in Mutageneseversuchen (KOZAK 1996, CAO & GEBALLE 1995, PORTIS et al.
1994), dal} die zwei Nukleotide G an Position +4 und A an Position -3 relativ zum A
des ATG den stdrksten Einfluld auf die Translationsinitation haben.

In der durch Punktmutation entstandenen M1-Ca?-EGFP-Kozak-Mutante wurde die
Consensus-Sequenz durch die Nukleotidabfolge GCCCCATGG kodiert, und enthielt so-
mit einen Basenaustausch an der fiir die Translationsinitiation-Effizienz in tieri-
schen Systemen als wichtig erachteten Position -3 von der Purin-Base Adenin zur
Pyrimidin-Base Cytosin. Das in COS-7-Zellen exprimierte Fusionsprotein zeigte im
Vergleich zu M1-Ca®*-EGFP, deren Consensus-Sequenz genau mit der von KOZAK
(1986, 1987, 1991, 1996) ermittelten Consensus-Sequenz GCACCATGG Uberein-
stimmte, eine bis zu 60 % gestiegene Expressionsrate. Eine um 150 - 350 % gestei-
gerte Proteinproduktion einer an der Plasmamembran sitzenden Ca?*-ATPase aus
Erythrocyten (hPMCA4) in COS-1-Zellen konnte auch nach Veranderung der Consen-
sus-Sequenz nach A/G-N-N-ATG-G festgestellt werden (ADAMO 1992). Diese Verdnde-
rung entspricht jedoch dem in der Mehrzahl tierischer mRNAs vorkommenden festen
Kontext der Startcodons RNNATGG (R kodiert fiir Purine) (KOZAK 1996). Von KOZAK
(1996) wurden die Consensus-Sequenzen RNNATGY oder YNNATGG (Y kodiert fiir Py-
rimidin) als ausreichender, aber nicht optimaler Kontext fiir die Translationsinitiati-
on gewertet. Es zeigte sich aber anhand der sich nur durch die Consensus-Sequenz
unterscheidenden Fusionsproteine M1-Ca®-EGFP und M1-Ca*-EGFP-Kozak-Mutante,
daR die Punktmutation von A nach C an Position -3 in der Consensus-Sequenz zu
einer deutlichen Steigerung der Proteinsynthese fiihrte.

Die Nukleotidabfolge GCCCCATGG scheint daher einen besseren Kontext fiir die Trans-
lationseffizienz des M1-H*-ATPase-GFP-Fusionsproteins in COS-7-Zellen darzustellen
als der fiir tierische Zellen von KOZAK (1986, 1987a, 1991, 1996) postulierte.

4.3.4 Reinitiation am Startcodon des EGFP

Die Mutante M1-H*-TAG-EGFP unterschied sich von M1-H*-EGFP durch ein Stopcodon
zwischen den fiir die ATPase und der EGFP kodierenden Sequenzen und einer Ver-
schiebung des Leserahmens der EGFP kodierenden Nukleinsduresequenz um eine
Base. Wahrend das Fusionsprotein M1-H*-EGFP eine Lokalisation im ER von COS-7-
und Hela-Zellen besald, war nach Expression von M1-H*-TAG-EGFP in Hela-Zellen
trotz des Stopcodons das typische Fluoreszenzmuster des nativen EGFP sichtbar.

Zu erwarten war, dald das Stopcodon den Translationsvorgang nach Ablesen der
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ATPase-Sequenzen terminiert und keine Fluoreszenz in den Hela-Zellen auftritt.
Entgegen diesen Erwartungen wurde das native EGFP synthetisiert. Mogliche Griinde
fiir die Translation des nativen EGFP werden im folgenden diskutiert.

Die Translation des nativen EGFP dieser Mutante M1-H*-TAG-EGFP kdnnte zum einen
nach dem beschriebenen ,Leaky Scanning-Modell” verlaufen.

Im Fall des vorliegenden Konstruktes wiirde dies bedeuten, daR das erste ATG an
Position 23 - 25 im offenen Leserahmen trotz angepalRter Consensus-Sequenz und
das zweite ATG an Position 72 - 74 keine optimale Translationsinitiationstelle in
tierischen Systemen sind. Daher ldRt sich vermuten, daR ein Teil der Ribosomen das
508 bzw. 480 Nukleotide in 3’-Richtung liegende ATG des EGFP, mit seinem dem tie-
rischen Consensus angepaRten Basenkontext, als Translationsstart benutzt.

Da die Expression der Fusionsproteine M1-H*-EGFP und M2-H*-EGFP aber keine sicht-
bare Fluoreszenz des nativen EGFP im Zellkern und Cytoplasma zeigte, kann davon
ausgegangen werden, dal® die Expression des nativen EGFP nicht diesem Modell folg-
te. Die Expression des nativen EGFP muR daher auf einen Translationsmechanismus
zuriickzufiihren sein, der durch das Stopcodon oder die Verschiebung des Leserah-
mens der EGFP-Sequenz des Konstruktes M1-H*-TAG-EGFP bedingt ist.

Eine mogliche Erklarung liefert der Prozeld der Reinitiation der Ribosomen. Wie be-
reits erwdhnt, kann nach Translation eines kurzen offenen Leserahmens (sORF) des
5-UTR am Startcodon des eigentlichen offenen Leserahmen (ORF), die Translation
erneut beginnen (RYABOVA & HAHN 2000).

An Position 458 - 460 der Nukleinsduresequenz von DBPMA1 und 30 Nukleotide vor
dem Stopcodon befindet sich ein weiteres ATG-Triplett. Das ATG-Triplett besitzt eine
Basenumgebung, die mit der tierischen Consensus-Sequenz starke Homologien auf-
weist und sich nur in der Base G an Position -3 relativ zum A des ATG an Position
458 unterscheidet. Diese Nukleotidsequenz konnte maglicherweise als sORF erkannt
werden. Die Reinitiation der Translation kdonnte 49 Nukleotide in 3-Richtung am
Startcodon der EGFP-Sequenz erfolgen und zur Translation des nativen EGFP fiihren.
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4.4  Weiterfiihrende Experimente

In der vorliegenden Arbeit konnte die durch Sequenzanalysen angenommene Lokali-
sation von DBCA1 und DBPMA1 mit den in der Arbeit verwendeten Versuchsansatzen
nicht eindeutig bestdtigt werden.

Die ersten beiden mit GFP-markierten Transmembransegmente beider ATPasen zeig-
ten in tierischen Expressionssystemen eine ER-Lokalisation, wohingegen die
Fusionsproteine in Tabak nicht detektiert werden konnten. Folgt man der Annahme,
dalR die beiden N-terminalen Membransegmente fiir ein erfolgreiches Protein-Targe-
ting nicht ausreichen, ware es interessant, das gesamte Protein von DBCA1 und
DBPMA1 mit GFP zu markieren und die Expression sowie die Lokalisation in tieri-
schen und pflanzlichen Zellen zu bestimmen. Durch immunocytologische Untersu-
chungen mit Antikopern gegen das Reportergen GFP konnte auch bei geringer Ex-
pressionsrate die Lokalisation der Fusionsproteine nachgewiesen werden.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist nicht auszuschlieRen, dald die Lokalisation
der beiden ATPasen im ER tierischer Zellen auf Fehlfaltungen der Proteine zuriick-
zufiihren ist. Um eine solche Retention im ER auf Grund von Fehlfaltungen weit-
gehend auszuschlieBen, konnten zum Auffinden madglicher Signalsequenzbereiche
ATPase-Chimaren verschiedener Sequenzlangen von DBCA1 mit einer plasma-
membranstdandigen Ca?-ATPase, GFP-markiert, in heterologen Expressionssystemen
untersucht werden.

Die sukzessive Verkiirzung der N-Termini der ATPasen erbrachte keine eindeutigen
Hinweise auf den eigentlichen Translationsstart. Die Mutation einzelner Startcodons
unter Beibehaltung des gesamten N-Terminus konnte daher weitere Hinweise auf
tatsachlich genutzte Startcodons und einen moglichen EinflulR auf die Translations-
regulation liefern.
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5 Zusammenfassung

P-Typ ATPasen werden in Pflanzenzellen durch Multigenfamilien kodiert. Die Isofor-
men zeigen gewebe- und entwicklungsspezifische Expressionsmuster. Um Isoformen-
spezifische Informationen zu erhalten, ist es daher wichtig, die Lokalisation der ver-
schiedenen ATPasen nachzuweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob N-terminale Sequenzbereiche
ausreichen, das subzelluldre Targeting von P-Typ ATPasen zu vermitteln.
Ausgangsmaterial waren die putative H*-ATPase DBPMA1 und die putative Ca?*-ATPase
DBCA1 aus Dunaliella bioculata. Bei beiden ATPasen befinden sich im langsten offe-
nen Leserahmen mehrere ATG-Tripletts, die als potentielle Translationsstartpunkte in
Frage kommen konnten.

N-terminale ATPase-Bereiche, einschliellich der ersten beiden Transmembranseg-
mente, wurden unter Beriicksichtigung moglicher Translationsinitiationsstellen und
dort befindlicher Signalsequenzbereiche kloniert, mit GFP markiert und zunachst
heterolog in Tabak-Protoplasten exprimiert. Wahrend die Positivkontrollen zu einer
Expression des nativen GFP in Tabak-Protoplasten fiihrten, wurde nach Transfektion
der ATPase-GFP-Fusionsgene keine Expression der Fusionsproteine beobachtet. Da-
gegen konnte nach Transfektion tierischer Zellen (HelLa- und COS-7-Zellen) eine Ex-
pression der Fusionsproteine im Weitfeld- und konfokalen Laser Scanning Mikroskop
festgestellt werden. Sowohl die Ca?*-ATPase-GFP-Fusionsproteine als auch die
H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine waren in tierischen Expressionssystemen im Endo-
plasmatischen Retikulum lokalisiert, wahrend die Plasmamembran nicht markiert
war.

Demnach ist der N-terminale Sequenzbereich, einschlieRlich der ersten beiden
Transmembransegmente beider P-Typ-ATPasen ausreichend, die Translokation ins ER
tierischer Zellen einzuleiten. Eine Verkiirzung der ATPasen bis zu den am weitesten
in 3’-Richtung gelegenen ATG-Tripletts, hatte auf die Translokation ins ER keinen
EinfluR3.

Wahrend die Translokation der Fusionsproteine ins ER von der Lange des N-Terminus
unabhangig war, fiihrte die gezielte Verkiirzung der Fusionsproteine bis zum jeweils
nachsten ATG-Triplett in 3’-Richtung zu einer deutlich ansteigenden Proteinsynthese
sowohl der Ca?*- als auch der H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine. Es wird daher an-
genommen, dal® nicht die ersten ATG-Tripletts im jeweils langsten offenen Lese-
rahmen beider ATPasen als Translationsstartstelle genutzt werden, sondern die
Translation an folgenden in 3-Richtung liegenden ATG-Tripletts einsetzt. Dies lal3t
den Einflul® mehrerer potentieller Startcodons auf eine Translationsregulation der
ATPasen vermuten.

Wahrend bei allen Fusionsgenen das jeweils erste Startcodon beziiglich der Kozak
Consensus-Sequenz (KOZAK 1987a) zur Translations-Optimierung in tierischen Ex-
pressionssystemen angepal’t wurde, zeigte sich in COS-7-Zellen bei einem von der
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tierischen Kozak Consensus-Sequenz abweichenden Basenkontext der Basenabfolge
GCCCCATGG ein Anstieg der Proteinsynthese um 60 %.

Eine ER-Lokalisation der Ca?*-ATPase DBCA1 wird aufgrund von Sequenzhomologien
zu molekularbiologisch und immunocytologisch charakterisierten Ca?*-ATPasen des
(S)ERs vermutet. Isoliert betrachtet, wiirde die Detektion der Ca?*-ATPase-GFP-
Fusionsproteine im ER diese Vermutung bestatigen. Diese Interpretation wird jedoch
durch die ausschliel3liche Detektion der H*-ATPase-GFP-Fusionsproteine im ER
tierischer Zellen in Frage gestellt. Denn die Lokalisation von DBPMA1 muR aufgrund
von 78 % Identitit und 87 % Ahnlichkeit zu der definitiv plasmamembranstindigen
H*-ATPase aus der nahe verwandten Alge Dunaliella acidophila als Protein der
Plasmamembran angenommen werden. Insgesamt bleibt daher offen, ob die ersten
beiden Transmembransegmente der H*-ATPase fiir ein Protein-Targeting zur Plasma-
membran ausreichten oder ob beide ATPasen moglicherweise wegen Fehlfaltung der
Proteine im ER zuriickgehalten worden sind.
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