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Einleitung 1

1 Einleitung

Die heutige Lebenswelt ist das Ergebnis einer unvorstellbar langen Evolution, die vor etwa 3,8
Milliarden Jahren mit einfachen einzelligen Organismen begann. Sie stellten die kleinsten Iebens- und
vermehrungsféhigen Einheiten dar, die von einer biologischen Membran umgeben waren
(MAIER, 1996). Es wird angenommen, dass ale heute existierenden Lebewesen aus einer
Gemeinschaft primitiver Zellen hervorgegangen sind, aus denen sich die drei heute bekannten
Organismenreiche evolvierten (DOOLITTLE, 1999; WOESE, 1998). Die Einteilung der Organismen in
Eukaryoten (Eukarya) und Prokaryoten, die ihrerseits in Eubakterien (Eubacteria) und
Archaebakterien (Archaed) unterteilt werden, ergibt sich aus Sequenzvergleichen der ribosomalen
Ribonukleinséuren (rRNA).

Nach der Martin-Mdiller-Hypothese sind die phylogenetisch jiingeren Eukaryoten etwa vor 2,7
Milliarden Jahren aus einer priméren Endosymbiose zweier Prokaryoten enstanden. Dabei hat ein
methanogenes Archaebakterium als Wirtszelle ein eubakterielles a-Proteobakterium aufgenommen
(MARTIN & MULLER, 1998). Aus dem eubakteriellen Endosymbionten ist im Verlauf einer
Coevolution das Mitochondrium hervorgegangen. Infolge einer weiteren priméren Endosymbiose
gelangte ein Vertreter der Cyanobakterien in die eukaryotische Zelle. Im Zuge der pflanzlichen
Evolution entwickelte sich aus dem photoautotrophen Eubakterium der Plastid (DOUGLAS, 1998;
PALMER, 2000; MCFADDEN, 2000).

Die Eukaryoten kommen als Ein- oder Vielzeller vor; ihre zelluléren Strukturen sind komplexer
as die einer einfach aufgebauten prokaryotischen Zelle (Protocyte). So zeichnen sich die
eukaryotischen Zellen (Eucyten) durch den Besitz eines Zellkerns und eines internen
Membransystems aus. Durch diese inneren Membranen ist die Eucyte zusétzlich in funktionell
unterscheidbare Kompartimente unterteilt. Jedes Kompartiment bt spezifische Funktionen aus und
ist mit einem entsprechenden Satz an Enzymen ausgestattet. Diese fir Eukaryoten typische
Kompartimentierung setzt einen kontrollierten Transport von Metaboliten Uber die Membran voraus,
um den Stoffaustausch und damit das Zusammenspiel verschiedener Stoffwechsel prozesse zwischen
den Kompartimenten einer Zelle sowie zwischen der Zelle selbst und ihrer AufRenwelt zu
gewdhrleisten.

Der spezifische Transport von bestimmten Mol ekiilen bzw. 1onen tber die Membran wird durch
integrale Membranproteine ermdglicht, die einen passiven oder aktiven Transport katalysieren. Der
aktive Transport erfordert Energie und ist daher immer direkt oder indirekt an exergonische Prozesse
gekoppelt. Dagegen bendtigt der passive Transport, der immer in Richtung des
Konzentrationsgradienten erfolgt, keine zusétzliche Energie.

Bei den Transportproteinen unterscheidet man zwischen Carrier-Proteinen (Translokatoren,

Transporter oder Permeasen) und Kanaproteinen (Ilonenkandle). Die Carrier-Proteine binden ihre
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Substrate spezifisch und transportieren sie durch die Membran, indem sie eine Reihe von
Konformationsdnderungen durchlaufen. Wird bei einem Carrier-vermittelten Transport ein Substrat
transportiert, so spricht man von Uniport. Der gleichzeitige Transport von zwei Substraten in die
gleiche oder in die entgegengesetzte Richtung bezeichnet man als Symport (Cotransport) bzw.
Antiport. Dagegen bilden die Kanalproteine aufgrund ihrer Struktur eine hydrophile Pore, durch die
ein passiver Transport von lonen erleichtert wird. Dabei konnen sich die lonenkandle unter
Einwirkung eines Signals 6ffnen bzw. schlief3en oder unter fortlaufender Energiezufuhr den Transport
von lonen durchfihren.

Bislang sind zahlreiche Transportproteine aus verschiedenen Organismen biochemisch
charakterisiert und auf molekularer Ebene identifiziert worden. Aufgrund ihrer spezifischen
Transporterfunktion sowie ihrer DNA- bzw. Proteinsequenz lassen sich die Transportproteine in
unterschiedliche Familien einteilen (SAIER, 1994).

Adenosintriphosphat (ATP) a's universelle Energiewadhrung der Zelle kann - wie alle anderen
Nukleotide - aufgrund der GrofRe und Ladung die Membran nicht frei passieren, sondern gelangt
mittels spezieller Transportproteine Uber die Membran. In eukaryotischen Zellen konnten bereits
kodierende DNA-Sequenzen fir mitochondriale und plastidare ATP-Transporter identifiziert werden
(KLINGENBERG, 1989; KAMPFENKEL €t al., 1995). Innerhalb der Prokaryoten wurden die Gene fir ein
solches ATP-Transportsystem in den strikt intrazellul&ren Eubakterien Rickettsia prowazekii und
Chlamydia trachomatis nachgewiesen (WILLIAMSON et al., 1989; TJADEN et al., 1999).

Der auf molekularer und biochemischer Ebene gut charakterisierte mitochondriale Adenylat-
Transporter kommt in allen Mitochondrien-enthaltenden eukaryotischen Zellen vor (VIGNAIS, 1976;
HACKENBERG & KLINGENBERG, 1980; KLINGENBERG, 1989). Unter physiologischen Bedingungen
katalysiert dieses Transportprotein den Export von ATP im striktem Gegentausch mit cytosolischem
ADP (,Counter-exchange”-Modus; KLINGENBERG, 1989). Die Funktion des ADP/ATP-Carriers
(AAC) liegt in der Versorgung ATP-konsumierender Reaktionen auf3erhalb des Mitochondriums mit
ATP, das im Zuge der oxidativen Phosphorylierung auf der mitochondrialen Matrixseite synthetisiert
wird. Zusammen mit allen bislang bekannten Transportproteinen der inneren Mitochondrienmembran,
einschliefdlich der 2-Oxoglutarat/Malat-Transporter, Phosphat- Transporter, Tricarboxylat-Transporter
sowie die Protonen-leitenden Entkoppler-Proteine (UCP, ,uncoupling proteins'), gehort der
mitochondriale ADP/ATP-Transporter zur ,Mitochondrial Carrier Family* (MCF-Familie). Trotz der
unterschiedlichen Substratspezifitdten und Transportmechanismen werden diese Transportproteine zu
einer Familie zusammengefasst (KUAN & SAIER, 1993). Ein Vergleich der DNA- bzw. Protein-
sequenzen hat ergeben, dass alle Mitglieder dieser Familie eine dhnliche molekulare Struktur
aufweisen und vermutlich auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgehen (SAIER, 1994). Die
Transportproteine der MCF-Familie bestehen im funktionellen Zustand aus einem Homodimer mit
2° 6 transmembranen, a-helicdlen Domanen (KLINGENBERG, 1989; FIORE et al., 1998). Jedes

Monomer enthdlt drei sich wiederholende, interne Sequenzbereiche mit einer Lange von etwa 100
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Aminosauren, die jeweils zwei Transmembranhelices und eine hydrophile Schieife (,Loop") bilden,
so dass ein Monomer aus sechs transmembranen Helices entsteht (KLINGENBERG, 1989;
FIORE et al., 1998). Es wird angenommen, dass diese Transporterfamilie urspriinglich durch eine
Gentriplikation entstanden ist (SAIER, 1994).

Neben dem mitochondridlen ADP/ATP-Carrier besitzen pflanzliche Zellen einen weiteren
Adenylat-Transporter, der in der inneren Hullmembran von Plastiden lokalisiert ist
(KAMPFENKEL et al., 1995; NEUHAUS et al., 1997). Der plastidare ATP-Transporter (AATP,
ATP/ADP-Transporterprotein) importiert unter ,In-vivo“-Bedingungen ATP aus dem Cytosol in den
Plastiden, wobei im Gegentausch ADP aus dem Plastiden exportiert wird (HELDT, 1969). Damit weist
dieser Adenylat-Transporter im Vergleich zu dem mitochondrialen ADP/ATP-Carrier eine entgegen-
gesetzte Transportrichtung auf. Die physiologische Bedeutung fur einen solchen ATP-Import besteht
bei den Chloroplasten vermutlich in der néchtlichen Versorgung mit ATP, das u.a. fir die
Starkemobilisierung benétigt wird (NEUHAUS & SCHULTE, 1997). Bei den heterotrophen Speicher-
plastiden liegt die wesentliche Funktion des plastiddren ATP/ADP-Transporters darin begriindet, dass
diese Plastiden nur in geringem Mal3e ATP synthetisieren konnen. So sind die anabolen Reaktionen
wie z.B. die Stérke- und Fettsaurebiosynthese auf die ATP-Versorgung aus dem Cytosol angewiesen
(NEUHAUS et al., 1993; MOHLMANN €t al., 1994).

Obwohl der plastidare und der mitochondriale Adenylat-Transporter dieselben Substrate (ATP
und ADP) als frei Sduren im Antiport transportieren (TRENTMANN et al., 2000), weisen beide
eukaryotischen Transporter keine substantiellen Gemeinsamkeiten bezliglich ihrer molekularen
Struktur auf. Interessanterweise besitzt der plastidére ATP/ADP-Transporter auf Proteinebene
signifikante Ahnlichkeiten von tiber 60 % zu den ATP-Transportproteinen der obligat intrazellularen
Eubakterien  Rickettsia prowazekii  und  Chlamydia trachomatis  (WILLIAMSON et al., 1989;
TJADEN et al., 1999). Diese humanpathogenen Endoparasiten sind durch den Besitz eines ATP-
Transporters in der Lage, ATP im direkten Gegentausch mit endogenem ADP zu importieren und
damit den cytosolischen ATP-,Pool* der eukaryotischen Wirtszelle auszubeuten. Unter physio-
logischen Bedingungen katalysieren demnach die rickettsiellen und chlamydialen Transporter den
Transport von ATP in derselben Richtung wie der plastidare Adenylat-Transporter
(WINKLER & NEUHAUS, 1999). Aufgrund der Aminosduresequenzen wird angenommen, dass die
bakteriellen und die plastidéren ATP/ADP-Transporter als Monomere funktionell sind und aus zwal f
transmembranen a-Helices bestehen. Damit besitzen diese Transporter keine molekularen
Strukturdhnlichkeiten zu den mitochondrialen ADP/ATP-Carriern und werden als nicht-
mitochondriale Nukleotid-Transporter bezeichnet (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Charakteristisch fir
Transportproteine mit zwolf membrandurchspannenden Doménen ist die Anordnung der Doménenin
zwei Gruppen zu je 6 Helices, die durch einen relativ grof3en hydrophilen ,Loop* miteinander
verbunden sind (MALONEY, 1990; SAIER, 1994).
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Die Sequenzverwandtschaft der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter ist im Hinblick
auf den weiten phylogenetischen Abstand zwischen den Eubakterien und den Pflanzen
bemerkenswert. Der evolutive Zusammenhang dieser vermutlich miteinander verwandten Transporter
ist bis heute ungeklart. Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion Uber die Enstehung der ersten
eukaryotischen Zelle ergeben sich folgende wichtige Fragestellungen: Ist der nicht-mitochondriale
Nukleotid-Transporter ausschliefdlich auf intrazellulére Bakterien und Plastiden beschrankt? Wenn ja,
wie haben sich diese Transporter innerhalb der beiden Organismenreiche entwickelt? Woher stammt
das Gen (Ursprung des Gens) und Uber welche moglichen evolutiven Wege kdnnte es auf die
jeweiligen Organismen Ubertragen worden sein?

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist es, Anhatspunkte fir die Evolution nicht-
mitochondrialer Nukleotid-Transporter zu erhalten. Dazu ist es notwendig, weitere homologe
Transportproteine in den verschiedenen Organismen zu identifizieren, um zu untersuchen, inwiefern
das Gen im gesamten Organismenreich vorkommt. Im Rahmen laufender Genomprojekte sind bisher
mehrere prokaryotische Genome vollstdndig sequenziert worden. Des Weiteren stehen schon die
ersten Gesamt- bzw. Teilsequenzen einiger eukaryotischer Genome in verschiedenen Datenbanken
zur Verfugung. Diese phylogenetisch auswertbaren Sequenzen konnen in Bezug auf die
I dentifizierung weiterer nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter genutzt werden. Zusétzlich kann
unter Anwendung molekularbiologischer Techniken ein zielgerichtetes Suchen nach weiteren

Sequenzhomol ogen in ausgewahlten Organismen erfolgen, die aus evolutiver Sicht interessant sind.

1.1 Identifizierung von nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern in eukaryotischen

Algen
Pflanzenzellen zeichnen sich gegeniliber den Ubrigen Eukaryoten (Tiere und Pilze) durch den Besitz
von Plastiden aus. Die Plastiden sind semiautonome Organellen mit eéinem eigenen kleinen Genom
und kommen in verschiedenen Aushildungsformen vor (Chloroplasten, Chromoplasten, L eukoplasten
etc.). Sie sind von zwel Membranen umgeben, der &duf3eren und der inneren Hullmembran
(WAGNER & NEUHAUS, 2000). Die innere Plastidenmembran leitet sich nach der Endosymbionten-
Theorie von der Plasmamembran des ehemaligen phototrophen Cyanobakteriums ab (MARGULIS,
1970), die eine physiologische Barriere zwischen Stroma und Cytoplasma darstellt und zahlreiche
Transportproteine enthdlt. Die &uRere Hullmembran wird als Endocytosemembran der Wirtszelle
bezeichnet, obwohl in ihr einige Porine mit eubakteriellem Ursprung lokalisiert sind, die den
Transport von lonen und kleinen Molekilen Uber die auf3ere Hullmembran ermoglichen
(WAGNER & NEUHAUS, 2000).

Bislang konnten in héheren Pflanzen (Spermatophyta) wie Arabidopsis, Raps, Kartoffel und
Mais DNA-Sequenzen isoliert werden, die fir plastidare ATP/ADP-Transporter kodieren
(KAMPFENKEL et al., 1995; TJADEN et al., 19982 MOHLMANN et al., 1998; NEUHAUS, unveroffent-

licht). Es sind stets mehrere Isoformen des plastidaren ATP/ADP-Transporters in den jeweiligen
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Pflanzenspezies nachgewiesen worden. Zur biochemischen Charakterisierung dieser Transporter
konnten die kodierenden DNA-Sequenzen im heterologen E.coli-Expressionssystem erfolgreich
funktionell exprimiert werden (MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 19984). Die biochemischen
Eigenschaften der plastidéren ATP/ADP-Transporter sind auf¥erordentlich &hnlich. Sowohl die
Arabidopsis-Isoformen AATP1At und AATP2AL as auch das Kartoffelhomolog AATP1S sind
spezifisch fur den ATP- und ADP-Transport. Andere Nukleotide werden nicht als Substrat erkannt
(MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 19984). Man geht derzeit davon aus, dass ale hdheren
Pflanzen einen plastidéren ATP/ADP-Transporter besitzen, um die Plastiden mit ausreichend Energie
in Form von ATP zu versorgen (NEUHAUS & EMES, 2000).

Inwiefern eukaryotische Algen aufgrund ihrer urspriinglicheren Entwicklung auch einen
plastdidren ATP/ADP-Transporter besitzen, sollte in der vorliegenden Doktorarbeit untersucht
werden. Die Algen, die sich im Verlauf ihrer Evolution vom Einzeller bis hin zum komplizierten
Flecht- und Gewebethallus entwickelt haben, lassen sich basierend auf rRNA-Anaysen in
veschiedene phylogenetische Abteilungen einordnen (BHATTACHARYA & MEDLIN, 1998). Fur diese
Doktorarbeit wurden représentative Vertreter zur Identifizierung von plastidéren ATP/ADP-
Transportern innerhalb der eukaryotischen Algen ausgewahit.

Aus evolutiver Sicht ist der einzellige Flagellat Cyanophora paradoxa, der zu den
Glaucocystophyceen gehort, auferst interessant (KIES & KREMER, 1986). Die Vertreter dieser Familie
gelten as die urspringlichsten Algen (,Ur-Algen“ bzw. ,primitivsten Pflanzen®), da sie einen
Cyanobakterium-ghnlichen Plastid mit einer rudimentéren prokaryotischen Zellwand enthalten
(LOFFELHARDT & BOHNERT, 1997). Dieses als Cyanelle bezeichnete Organell besitzt zwischen der
inneren und auferen Hullmembran noch Reste einer Peptidoglucan-Schicht (GIDDINGS et al., 1983).
Da sich Cyanophora paradoxa durch einfache Anzuchts- und Wachstumsbedingungen auszeichnet,
ist diese Alge innerhalb der Glaucocystophyceen am besten charakterisiert.

Die Griinalgen (Chlorophyta) lassen sich phylogenetisch as die unmittelbaren Vorléufer der
hoheren Pflanzen einordnen (DEVEREUX et al., 1990; CHAPMAN & BUCHHEIM, 1991). Ein Vertreter
dieser Familie ist Chlamydomonas reinhardtii, der als Modellorganismus in Bezug auf Genetik und
Physiologie gut charakterisiert ist (HARRIS, 1989). Falls in den Plastiden der Grinalgen ein
ATP/ADP-Transporter vorhanden ist, kénnte in Chlamydomonas reinhardtii die entsprechende
kodierende DNA-Sequenz identifiziert werden.

Eine weitere interessante Alge fir die Analyse der Evolution plastidérer ATP/ADP-Transporter
ist die Kiesdadge Odontella sinensis, die zur Familie der Heterokontophyta gehdrt (KROTH &
STROTMANN, 1999). Im Gegensatz zu den Plastiden der Rotalgen (Rhodophyta), Grinalgen
(Chlorophyta) und denen der hoheren Pflanzen (Spermatophyta) besitzen die Heterokontophyta,
Cryptophyta und Chlorarachniophyta Plastiden mit vier Membranen. Bei den Dinophyta und
Euglenophyta kommen Plastiden mit drei Hillmembranen vor (HAUBER et al., 1994). Plastiden, die

von mehr als zwei Hillmembranen umgeben sind, werden as komplexe Plastiden bezeichnet. Sie
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sind das Ergebnis sekundéarer Endosymbiosen zwischen Plastiden-hatigen Eukaryoten
(Endosymbiont) und heterotrophen Eukaryoten (Wirtszelle). Im Laufe der coevolutiven Entwicklung
wurde der eukaryotische Endosymbiont schrittweise bis auf die Plastiden und die Plasmamembran
reduziert (MAIER, 1996). Man nimmt an, dass diese sekundédren Endosymbiosen unabhangig
voneinander (polyphyletisch) aus verschiedenen Wirten und Endosymbionten entstanden sind
(KROTH & STROTMANN, 1999). Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit des plastidaren Odontella-
Genoms mit dem Genom der Rotalge Porphyra purpurea geht man davon aus, dass im Fall der
Kieseldge eine Rotalge (Rhodophyta) phagocytiet worden ist (KOWALLIK et al., 1995;
REITH & MUNHOLLAND, 1995). Da bereits in der Rotalge Galdieria sulphuraria ein plastidarer
ATP/ADP-Transporter charakterisiert worden ist (Stamme, 1999), stellt sich aus evolutiver Sicht die
Frage, ob ein @nlicher Transporter auch in den Plastiden der Kieselalge Odontella vorhanden ist.

1.2 Identifizierung von weiteren nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern in

Prokaryoten
Nach der algemein anerkannten Endosymbionten-Theorie sind Mitochondrien und Plastiden aus
ehemals freilebenden Eubakterien hervorgegangen, die von einer Wirtszelle aufgenommen worden
sind und sich im Verlauf der Evolution zum Organell entwickelt haben (MARGULIS, 1970). Dabel
erfolgte ein horizontaler Transfer von Genen aus dem Genom der Endosymbionten in den Zellkern
der Wirtszelle (MARTIN & HERMANN, 1998). Im Hinblick auf die Evolution nicht-mitochondrialer
Nukleotid-Transporter wére es vorstellbar, dass das Gen fir diesen Transporter im Zuge der
Endosymbiose durch Gentransfer in das Genom der eukaryotischen Zelle gelangt ist. So kdnnten
maoglicherweise die heutigen Nachfahren der Mitochondrien- bzw. Plastiden-Vorlaufer das Gen
immer noch im Genom besitzen. Um diesen evolutiven Weg zu untersuchen, kénnten die vollstandig
sequenzierten Genome einiger Vertreter der a-Proteo- und Cyanobakterien, die als die unmittelbaren
Vorfahren dieser Organellen angesehen werden, zur Identifizierung nicht-mitochondrialer Nukleotid-
Transporter herangezogen werden (CAVALIER-SMITH, 2000; GRAY et al., 1999). So wurden in dem
a-Proteobakterium Rickettsia prowazekii, das zu den engsten Verwandten der Mitochondrien z&hlt
(ANDERSSON €t al., 1998), nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter entdeckt (WINKLER, 1976;
WINKLER & NEUHAUS, 1999).

Andererseits kdnnte die Wirtszelle das Gen fir diesen Transporter bereits im Genom enthalten
haben. Trifft diese Hypothese zu, sollte dieses Gen im Genom heutiger Archaebakterien zu finden
sein, da die Eukaryoten vermutlich aus einem methanogenen Archaebakterium hervorgegangen sind
(MARTIN & MULLER, 1998). Dazu sollten in der vorliegenden Doktorarbeit die im Rahmen von
Genom-Projekten verdffentlichen Sequenzen archealer Genome fir die Suche nach homologen

Transportproteinen genutzt werden.
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Denkbar wére auch ein horizontaler Gentransfer zwischen Pflanzen und Eubakterien, bei dem
der nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter von den Pflanzen auf die Prokaryoten Ubertragen
worden ist. Solch ein Transfer konnte durch Wechselwirkungen intrazellulérer Bakterien mit
pflanzlichen Zellen erfolgen. Fir die Cyclophilin (CyP) kodierende Genfamilie sowie fur die Gene
der grofen Rubisco-Untereinheit rbcL konnte beschrieben werden, dass sich die Existenz dieser
pflanzlichen Gene im eubakteriellen Genom nicht mit einem endosymbiontischen Gentransfer
begriinden lasst (CHOU & GASSER, 1997; DELWICHE & PALMER, 1996). Ebenfalls konnte vor kurzem
eine neue Familie der eubakteriellen Citrat-Carrier entdeckt werden, die aufgrund eines horizontalen
Gentransfers zu dem plastiddren 2-Oxogluturat/Mdat-Translokator aus Spinat verwandt ist
(Poset al., 1998). Interessanterweise konnten im vollstdndig sequenzierten Chlamydien-
Genomprojekt eine Reihe von Genen entdeckt werden, zu denen man in Pflanzen homologe Proteine
findet (STEPHANS, 1998). Zu diesen z&hlen die zwei Gene der nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter aus Chlamydia trachomatis NPT1Ct und NPT2Ct (TJADEN et al., 1999). Innerhalb der
Bakterien konnten die fur nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter kodierenden Gene durch
horizontalen Gentransfer untereinander weit verbreitet worden sein, was dazu fuhrt, dass sich der
Ursprung des Gens nicht mehr rekonstruieren |&sst (MARTIN, 1999; GARCIA-VALLVE & al., 2000).

Da ATP — im Gegensatz zu den meisten Nahrstoffen — nicht im AuRenmedium verfugbar ist,
geht man davon aus, dass ATP-Transportproteine bei Eukaryoten auf Endomembranen bzw. bei
Prokaryoten auf obligat endosymbiontisch bzw. endoparasitisch |ebende Bakterien beschrankt sind
(WINKLER & NEUHAUS, 1999). Innerhalb der Prokaryoten konnten bislang nur in strikt intrazelluléren
Eubakterien nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter identifiziert werden (WILLIAMSON &t al.,
1989; TJIADEN et al., 1999). Aus diesem Grund sollte in dieser Doktorarbeit untersucht werden, ob
solche Transporter ausschlief3lich auf intrazelluldre Bakterien beschrankt oder auch in freilebenden
Bakterien zu finden sind. Dazu sollte im gesamten Reich der Eubakterien nach weiteren

Sequenzhomol ogen gesucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Vertreber

Produkte

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
AppliChem, Darmstadt

Bioconcept, Umkirch
Biometra, Géttingen

Biomol, Hamburg

Biozym, Oldendorf

Duchefa, Haarlem, Niederlande
Difco Laboratories, Hamburg
Fermentas, St.Leon-Rot

Gerbu, Gaiberg
Hybraid, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe

Macherey-Nagel, Diren
Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MWG Biotech, Ebersberg
NEN DuPont, Bad Homburg

New England Biolabs, Schwalbach

Novex, Frankfurt aM
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden

Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP),
Hybond N Nylonmembranen

Glycerin, Glycin, Natriumcitrat, D(+)-Glucose,
EDTA, Acrylamid 4K-L6sung (40 %),
Nitrocellulosemembranfilter (0,45 mm)
Phenol-Chloroform-1soamylakohol

SDS

Filter-Pipettenspitzen

Ampicilin, Chloramphenicol, Rifampicin, Tetrazyklin
Methionin-, Assay” -Medium

T4-DNA-Polymerase |, Restriktionsnukleasen, IPTG,
X-Gal, Lambda DNA/Pst | Marker,

NADH, NAD, NADP

Tag-DNA-Polymerase

SUPERSCRIPT' ™I RNasel™ Reverse Transkriptase,
Agarose, Bacto-Agar, Hefe-Extrakt, Pepton,

T4 DNA Ligase, Oligo(dT) 1218 Primer
Whatman-Papier

Polyethylenamin-Cellul ose-Diinnschicht-Chromatographie-
Platten, Methanol, Magenesiumchlorid, 1sopropanol,
Kaliumchlorid

NMMACS mRNA Isolation Kit

Oligonukleotide

[a%P]-ATP, [a**P]-dCTP, [*S]-Methionin
Prestained Protein Marker Broad Range,
Restriktionsnukleasen

Dry Ease Mini-Gel Drying System

Pfu-Polymerase, pGEM-T Easy Vector System |
QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAbrane Nylonmembranen,
QIAGEN LambdaMini Kit,

QIAEX |1 Gel Extraction Kit
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Vertreiber Produkte

Riedel-de-Haen, Seelze Tris, Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe Eisessig, NaCl, Ethanol, Hepes

Schleicher & Schuell, Dassel Protran Nitrocellulosemembranen, ELU-Quick DNA
Purification Kit

Sigma-Aldrich, Deisenhofen DNase, RNase, Kodak X-OMAT/XAR-5, Bicinchoninsaure-

Kupfersulfat-L 6sung, Temed, Bromphenolblau,
Ammoniumpersulfat, Natriumdihydrogenphosphat,
Dodecylmaltosid, Kaliumdihydrogenphosphat,
Coomassie Brilliant Blue G-250

Stratagene, Heidelberg ExAssist™ Interference-Resistant Hel per Phage
with SOLR strain

Alle nicht aufgeftihrten Chemikalien wurden von der Firma Sigma im hochsten Reinheitsgrad

bezogen.

2.2 Algenanzucht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Wildtyp-Stamm von Cyanophora paradoxa sowie mit der
zellwandlosen Mutanten des Wildtyps von Chlamydomonas reinhardti (cw-15) gearbeitet, die aus der
Sammlung fir Algenkulturen in Géttingen (SAG) bezogen wurden (Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Verwendete Algenstdmme und Anzuchtmedia

Algen-Name Stamm SAG-Nr. Medium
Cyanophora paradoxa Wildtyp SAG 29.80 nach SCHLICHTING et al. (1990)
Chlamydomonas reinhar dtii cw-15 SAG 83.81 nach SUEOKA (1960)

Die Anzucht der Algen erfolgte photoautotroph bei einer Beleuchtungsstérke von 250 nmol Photonen
m?stund be ener Beliiftung (40| h%) mit reiner Luft (0,035 % CO,). Dabei wurden die Algen
entweder im Dauerlicht angezogen oder durch einen 12-stindigen Licht/Dunkelrhythmus

synchronisiert.
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Die im Licht/Dunkel-Wechsel angezogenen Algen wurden stets am Ende der Dunkelphase
geerntet. FUr RNA- bzw. DNA-Isolierungen erfolgte der Zellaufschluf3 der Algen durch Mdrsern
unter Stickstoffkihlung.

2.3 Biochemische M ethoden

2.3.1 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt von wassrigen Losungen ohne Detergenzien wurde nach der Methode von
BRADFORD (1976) mit Hilfe von Coomassie Brilliant Blue G-250 bei einer Wellenldnge von 595 nm
im Spektralphotometer bestimmt. Als Referenzprotein zur Erstellung einer Eichgeraden diente
Rinderserumalbumin (BSA). Der Proteingehalt in detergenshaltigen Lésungen wurde mit einer
Bicinchoninsaure-Kupfersulfat-Losung  (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) nach Anweisung des
Herstellers ermittelt.

2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche Natriumdodecylsul fat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, abgekirzt SDS-PAGE (engl. Natrium: ,, Sodium*), nach LAEMMLI (1970) durch-
gefuhrt.

Die diskontinuierlichen Elektrophoresen erfolgten in vertikalen Elektrophoresekammern (Serva,
Heidelberg) mit einem 10-15 %igen Trenngel und einem 3 %igen Sammelgel. Die Proben wurden mit
einem Probenpuffermedium (62,5mM Tris-HCI; pH8,3; 0,05 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerin;
0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 20 mM DTT,e) versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Auftragen der Proben erfolgte die Trennung bei einer konstanten Spannung von 80 - 120 Volt. Als
Molekulargewichtsstandard wurde das Proteingemisch ,Prestained Protein Marker Broad Range"
(New England Biolabs, Schwalbach) verwendet. Das Anfarben der Proteine im Gel erfolgte mit
Coomassie Brilliant Blue G250 (0,25 % (w/v) in 45 % (v/v) Methanol und 9% (v/v) Eisessig). Zur
Entfarbung wurden die Gele etwa 12 Stunden bei Raumtemperatur in einer Losung aus 5 % Methanol

und 7,5 % Eisessig inkubiert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Bakterienstdmme

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit den folgenden Escherichia-coli-Stamme gearbeitet (Tab. 2.2).
Die Bakterien wurden auf YT-Medium (0,8 % (w/v) Pepton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,25 % (w/v)
NaCl; pH7,0) bzw. YT-Platten (+ 1,5% (w/v) Agar) unter aeroben Bedingungen bei 37°C
angezogen. Durch Zugabe der entsprechenden Antibiotika wurden geeignete Selektionsmedien
hergestellt (Tab. 2.3).
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Tab. 2.2: Verwendete Bakterienstamme

E.coli-Stdmme Resistenz Verwendung Referenz

E.coli XL1Blue Tet' Séamtliche Klonierungen STRATAGENE, Heidelberg
E.col BL21(DE3) pLysS Clm' Heterologe Expression STUDIER €t al., 1990
E.coli XL1 Blue MRF Tet' Analysevon cDNA-Banken  STRATAGENE, Heidelberg
E.coli XL1BlueSOLR - In-vivo Exzision STRATAGENE, Heidelberg

Tab. 2.3;: Konzentrationen der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 200 pg/ml
Chloramphenicol (CIm) 25 pug/mi
Rifampicin (Rif) 0,5 mg/ml
Tetrazyklin (Tet) 10 pg/mi

2.4.2 Vektoren
Diein dieser Arbeit verwendeten oder konstruierten Vektoren, die zur Klonierung oder Expression in
Bakterien eingesetzt wurden, sind in Tabelle 2.4 dargestellt.

Tab. 2.4: Auflistung der verwendeten Vektoren

Plasmide relevante Merkmale Referenz

pBSK Klonierungsvektor STRATAGENE, Heidelberg
pGEM-T Easy Klonierungsvektor PROMEGA, Mannheim
pET16b Expressionsvektor mit Histidin-, Tag" NOVAGEN, Heidelberg
pNL 1 800 bp grofes AATPCp-PCR-cDNA-Fragment diese Arbeit

aus Cyanophora paradoxa in pPGEM-T Easy
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Plasmide relevante Merkmale Referenz

PNL 2 800 bp groes AATPCr-PCR-cDNA-Fragment diese Arbeit
aus Chlamydomonas reinhardtii in pPGEM-T Easy

pNL 3 800 bp grofes AATPOs-PCR-cDNA-Fragment diese Arbeit
aus Odontella sinensis in pGEM-T Easy

pNL 4 800 bp grofies NPTCc-PCR-cDNA-Fragment diese Arbeit
aus Caedibacter caryophilain pGEM-T Easy

pNL 5 2,1 kb grof3e genomische NPTHo-DNA-Sequenz diese Arbeit
aus Holospora obstusa in pBSK

pNL 6 1,7 kb grof3er AATPCr-cDNA-KIon diese Arbeit
aus Chlamydomonas reinhardtii in pPGEM-T Easy

pNL 7 1,6 kb grof3er AATPOs-cDNA-Klon diese Arbeit
aus Odontella sinensis in pGEM-T Easy

pNL 8 1,5 kb grof3e genomische NPT1Ho-DNA-Sequenz aus diese Arbeit

Holospora obstusa in pET16b mit N-term. His-, Tag"

2.4.3 Oligonukleotide

Die fur die DNA-Sequenzandyse sowie fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels
Polymerasekettenreaktion eingesetzten Oligonukleotide, die von der Firma MWG Biotech
(Ebersberg) hergestellt wurden, sind in der Tabelle 2.5 aufgelistet.

Tab. 2.5: Verwendete Oligonukleotide

Name Basensegeunz

T3 Promotor Primer 5-ATT AACCCT CACTAAAGGGA -3
T7 Promotor Primer 5-TAA TACGACTCA CTATAGGG-3
M213 Forward Primer 5- GTA AAA CGA CGGCCAGT -3

M13 Reverse Primer 5- GGA AACAGC TAT GACCAT -3
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Name Basensegeunz

| 1149-Left 5- TGA GCA AGT TCAGCCTGGTTAAGTC- 3

| 1149-Right 5-GCT TATGAGTATTTICTTCCAGGGTA -3
PFL 65 5-TTY GCN AAY SARATHAC- 3

PFL 66 5- RTCNARNGG DAT RTANGCCAT -3

PFL 67 5-GCX CCNCCN SWY TTNCCNA - 3
Holo-1-Primer (Nde ) 5- AAT TGA GGC CATATGTCAAACTTIGTC- 3
Holo-2-Primer (Xho ) 5-CTATTCTTT TCT CGA GGT CCGAACC- 3%

Fir die degenerierten Oligonukleotide (PFL 63- PFL 67) wurde der folgende 1UB-Kode
(International Union of Biochemistry) angewendet: M=A+C, R=A+G, S=G+C; Y=C+T;
V=A+G+C, H=A+C+T;, K=G+T, D=A+G+T, B=G+T+C, N=A+C+G+T,

X =1Inosin.

2.4.4 Rekombinante Techniken

2.4.4.1 Transformation von kompetenten E.coli-Zdlen
Die Herstellung kompetenter E.coli-Zellen und deren Transformation erfolgte nach HANAHAN (1983).

2.4.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelel ektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde nach SAMBROOK et al.
(1989) in horizontalen Gelapparaturen durchgefuhrt. Als GroRenstandard diente der Lambda
DNA/Pst | Marker (Fermentas, St.Leon-Rot).

2.4.4.3 , In-vitro*-M anipulation von DNA

Die Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Fermentas, St.Leon Rot) sowie die
Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase (Life Technologies, Karlsruhe) erfolgten nach
Angaben des Herstellers. Bei Insertion von DNA-Fragmenten wurde der Plasmidvektor mit Hilfe von
Alkalischer Phosphatase aus Kéaberdarm (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Die Extraktion von DNA-
Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde nach der Methode des ,, QIAEX 11 Gdl Extraction Kit* (Qiagen,
Hilden) durchgefihrt.
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2.4.4.4 1 solierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Mini Kit"
gemass den Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden).

2.4.4.5 DNA-Amplifikation mittels Polymer asekettenr eaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von bestimmten DNA-Abschnitten wurde in
einem T3-Thermocycler sowie in einem T-Gradient Thermocycler (Biometra, Gottingen) durch-
gefuhrt. Als DNA-Polymerasen wurden die Tag-DNA-Polymerase (Hybraid, Heidelberg) bzw. die
Pfu-Polymerase mit einer 3'-5-Exonukleaseaktivitét (Promega, Mannheim) verwendet. Beide DNA-
Polymerasen wurden entsprechend den Angaben des Herstellersin die PCR-Reaktion eingesetzt.

2.4.5 DNA-Sequenzanalyse
Fur die DNA-Sequenzierung wurde der Sequenzierservice der Firma Seglab (Géttingen) in Anspruch

genommen.

2.4.6 DNA- und Aminosiur esequenz-Datenver ar beitung

Die DNA- und Aminoséauresequenzen wurden mit dem Progranm TRANSLATOR von Molecular
Biology Shortcut im Internet analysiert (www.mbshortcuts.com). Die Seguenzvergleiche von
Proteinen erfolgten mit dem CLUSTALW-Programm (THOMPSON, 1994), das im Internet unter der
Adresse http://lwww?2.ebi.ac.uk/clustalw frei zuganglich ist. Zur manuellen Nachbearbeitung des
Protein-Alignments wurde das Progranm GENEDOC verwendet (NICHOLAS et al., 1997). Die
phylogenetischen Stammbaum-Analysen wurde mit den Programm PHYLIP Version 3,5c berechnet
und mit dem Progamm TREEVIEW bearbeitet (FELSENSTEIN, 1993; PAGE, 1996). Die Hydropathie-
analysen wurden mit dem Programm ProtScale nach KYTE & DOOLITTLE (1982) im Internet erstellt

(www.expasy.ch/cgi-bin/ protscale.pl).

2.4.7 1solierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA wurde nach einer Modifizierung (RNA-Miniprep nach US-
Patent 5.346.994) des Protokolls von CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987) durchgefiihrt. Die Reinheit
und Konzentration der erhaltenen RNA wurde durch photometrische Messung der Absorption bei
Wellenlangen von 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt (SAMBROOK et al., 1989).

2.4.8 ,Northern-Blot"-Analyse

Die Auftrennung von hitzedenaturierter RNA wurde in Formaldehyd-haltigen Agarosegelen
durchgefiihrt. Mittels Kapillartransfer wurde die RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran
(Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) in 10fach konzentriertem Transferpuffer-
medium (0,15 M Natriumcitrat; 1,5M NaCl; pH 7,0) Ubertragen. Die auf Nylonmembran transferierte
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RNA wurde mit Hilfe eines UV-Ofens (Spectronics Corporation) durch UV-Licht der Wellenlénge

254 nm (120 mJ~ cm?) kovalent auf der Membran fixiert.

2.4.9 Poly-(A")-mRNA-Isolierung

Die Isolierung von Poly-(A")-mRNA (messenger RNA oder mRNA) erfolgte mit dem ,mMACS
MRNA Isolation Kit“ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) entsprechend den Angaben der
Herstellers.

2.4.10 Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR)

Komplementd&re DNA (cDNA, complementary oder copy DNA) wurde mittels der
SUPERSCRIPT ™| RNasel~ Reverse Transkriptase (Life Technologies, Karlsruhe) nach Angaben des
Herstellers aus mRNA hergestellt.

2.4.11 Analyse einer Phagen-cDNA-Bank

Die Analyse der Phagen-cDNA-Banken (Tab. 2.6) erfolgte nach einer von BENTON et al. (1977)
beschriebenen Methode, bei der geeignete E.coli-Zellen (Wirtszellen oder host cells) mit
Bakteriophagen infiziert werden, die im Phagenvektor eine bestimmte cDNA-Sequenz enthalten.
Jeweils 500.000 Plagues wurden durchgemustert. Die Analyse des inseriertem cDNA-Fragments
erfolgt im Falle der Odontella- und Cyanophora-cDNA-Bank mittels ,In-vivo“-Exzision bzw. im

Falle der Chlamydomonas-cDNA-Bank mittels| DNA-Isolierung.

Tab. 2.6: Verwendete Phagen-cDNA-Banken

Organismus Phage E.coli-Wirtszelle Referenz

Odontella sinensis | ZAPII XL1-Blue MRF PaNciCc et al., 1993
Cyanophora paradoxa | ZAPII XL1-Blue MRF JAKOWITSCH et al., 1993
Chlamydomonas reinhar dtii | 1149 K12 BHB2600 AMATI et al., 1988

2.4.12 . In-vivo“ -Exzison

Die, In-vivo“-Exzision der | ZAP 11-Phagen mit Hilfe von f1-Helferphagen wurde nach dem Protokoll
des ,ExAssgt™ Interference-Resistant Helper Phage with SOLR strain“ (Stratagene, Heidelberg)
durchgefihrt.
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2.4.13 Isolierung von Phagen-DNA
Die Isolierung von LambdaPhagen-DNA erfolgte mit Hilfe des ,QIAGEN Lambda Mini Kit*
(Qiagen, Hilden).

2.4.14 | solierung von genomischer DNA
Die Isolierung genomischer DNA aus Algen wurde mit dem ,,ELU-Quick DNA Purification Kit®
(Schleicher & Schuell, Dassel) nach den Angaben der Herstellers durchgefihrt.

2.4.15 , Southern-Blot“ -Analyse

Fir eine ,, Southern-Blot*-Analyse wurden 2,5 ng genomische DNA durch Restriktionsendonukleasen
geschnitten und anschliefRend im Agarosegel aufgetrennt. Der Transfer der genomischen DNA auf
eine Nitrocellulosemembran erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989). Die auf Nitrocellulosemembran
(0,45 mm; Schleicher & Schuell, Dassel) transferierte DNA wurde mit Hilfe eines UV-Ofens
(Spectronics Corporation) durch UV -Licht der Wellenlange 254 nm (120 mJ”~ cm?) kovalent auf der

Membran fixiert.

2.4.16 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden erfolgte nach dem ,Ready-To-Go DNA
Labelling Beads (-dCTP)“-Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) geméss den Angaben des
Herstellers, wobel [a32P]-dCTP (3000 Ci/mmol; NEN DuPont, Bad Homburg) as radioaktiv

markiertes Nukleotid eingesetzt wurde.

2.4.17 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Zur Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden wurden die Membranen mit fixierter
RNA bzw. DNA zur Abséitigung unbesetzter Membranbindungsstellen zuvor 30 min bei 42°C mit
Hybridisierungspuffermedium (CHURCH et al., 1984) vorhybridisiert. Die radioaktiv markierten
DNA-Sonden wurden fiir 10 min bei 95°C denaturiert, anschlief?end 5min auf Eis gekihlt und zum
Vorhybridisierungsansatz gegeben. Die Hybridiserung erfolgte bei 50-60°C Uber Nacht im
Hybridisierungsofen OV1 (Biometra, Gottingen). Um die unspezifisch gebundene DNA zu entfernen,
wurden die Membranen mit Waschpuffermedium A (40 mM NaHPO,, pH 7,2, 1mM EDTA; 5%
(w/v) SDS) gewaschen und 30 min bei der Hybridisierungstemperatur inkubiert. Abschlief3end
wurden die Membranen fur finf Minuten mit Waschpuffermedium B (40 mM NaHPOg4; pH 7,2;
1 mM EDTA; 1% (w/v) SDS) gewaschen. Nach Trocknen der Membranen wurden diese mit einem
Rontgenfilm (Kodak X-OMAT/XAR-5, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in lichtdichten Expositions-
kassetten (Amersham Pharmacia, Freiburg) mit Reflektorschirm (,,intensifying screen”, NEN DuPont,
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Bad Homburg) bei —70°C exponiert. Die Autoradiogramme wurden entsprechend der Strahlungs-
intensitét der Membranen nach 1-7 Tagen entwickelt.

Um die Nylonmembranen fir weitere Hybridisierungen mit anderen DNA-Sonden zugénglich
zu machen, wurden die gebundenen Sonden von den Membranen entfernt. Dazu wurden die
Membranen fur eine Stunde in ,, Strip"-Puffermedium (0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0; 3M NaCl; 10 %
(w/v) SDS) inkubiert, der zuvor aufgekocht wurde. Die Membranen mit den fixierten Nukleinsauren

konnten fur erneute Hybridisierungen wiederverwendet werden.

2.5. ldentifizierung von homologen DNA-Sequenzen mittels Computer-gestiitzter Analysen
von Sequenzdatenbanken

Mittels Computer-gestiitzter Analysen wurden die Genom- und EST-Projekte von Pro- bzw.
Eukaryoten nach homologen DNA-Sequenzen durchsucht, die im Internet Uber Sequenzdatenbanken
offentlich zuganglich sind. Es wurden im Internet die Sequenznformationen folgender Datenbanken
analysiert: European Molecular Biology Laboratory (EMBL, http://www.ebi.ac.uk/embl), The
Institute of Genomic Research (TIGR; http://www.tigr.org), die National Center for Biotechnology
Information (NCBI; http://www.ncbi.nim.nih.gov) und Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG; http://www.genome.ad.jp/kegg).

Die in den Tabellen aufgelisteten Organismen sind untersucht worden, deren Genome derzeit
oder vollstéandig sequenziert worden sind (Tab. 2.7, 2.8 und 2.9). Die EST-Datenbanken (expressed
sequence tag) eukaryotischer Organsimen wurden ebenfalls im Internet analysiert. Die offentlich
zuganglichen EST-Projekte von den verschiedenen Organismen sind hier aufgrund der grof3en Anzahl
nicht aufgelistet.

Tab. 2.7: Genom-Projektevon Vertretern der Archaebakterien

Organismus syst. Einteillung Referenz
Archaeoglobus fulgidus Euryarchaeata KLENCK et al., 1997
Methanobacterium thermoautotrophicum Euryarchaesta SMITH et al., 1997

Methanococcus jannaschii Euryarchaeata BuLT et al., 1996
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Tab. 2.8: Genom-Projektevon Vertretern der Eubakterien

Organismus

syst. Einteilung

Referenz

Agrobacterium tumefaciens*
Aquifex aeolicus

Bacillus substilus
Bdellovibrio bacteriovorus *
Borrelia burgdorfei
Buchnera sp.

Frankia alni *

Gloeobacter violaceus*
Helicobacter pylori 26695
Holospora obtusa **
Legionella pneumophila *
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Nostoc punctiforne*
Pseudomonas aeruginosa
Rhodobacter capsulatus *
Snorhizobium meliloti *
Synechocystis sp. PCC6803

Xyella fastidiosa

a-Proteobakteria
Aquificalles
Gram-pos.Bakterien
d-Proteobakteria
Spirochaete
o-Proteobakteria
Firmicutes
Cyanobakterien
e-Proteobakterien
a-Proteobakterien
g-Proteobakterien
Gram-pos.Bakterien
Gram-pos.Bakterien
a-Proteobakterien
Cyanobakterien
g-Proteobakterien
a-Proteobakterien
a-Proteobakterien
a-Proteobakterien

g-Proteobakterien

unveroffentlicht
DECKERT et al., 1998
KUNSsT et al., 1997
unveroffentlicht
FRASER et al., 1997
SHIGENOBU et al., 2000
unverdffentlicht
unveroffentlicht

TomB et al., 1997
unveroffentlicht
unveroffentlicht
CoLEet al., 1998
HIMMELREICH et al., 1996
TETTLIN €t al., 2000
unveroffentlicht
STOVER €t al., 2000
unveroffentlicht
unveroffentlicht
KANEKO €t al., 1996

SMPSON €t al., 2000

* Das Genom wird derzeit sequenziert und ist daher noch nicht vollstdndig abgeschlossen. Es sind

bislang nur Teilsequenzen in den Datenbanken 6ffentlich zuganglich.

** DasHolospora-Genom-Projekt ist Uber keine Datenbank verdffentlicht. Die Sequenzinformationen

wurden durch die Kooperation mit Dr. Lang (University of Montreal) zur Verfigung gestellt.
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Tab. 2.9: Genom-Projektevon Vertretern der Eukaryoten

Organismus syst. Einteilung Referenz
Aspergillus nidulans Fungi ZHu et al., 2001
Caenorhabditis elegans * Nematodae unveroffentlicht
Entamoeba histolytica * Entamoebidae unveroffentlicht
Gardialambdia Diplomonadidae MCARTHUR €t al., 2000
Leishmanaia major Chromosom | * Kinetoplastidae MYLER et al., 1999
Plasmodium fal ciparum Chromosom [, I * Apicomplexae GARDNER €t al., 1998

BowmAN eal., 1999
Saccharomyces cerevisiae Fungi GOFFEAU ET AL., 1996

Trypanosoma brucei * Kinetoplastidae unverdffentlicht

* Das Genom wird derzeit sequenziert und ist daher noch nicht vollsténdig abgeschlossen. Es sind

bislang nur Teilsequenzen in den Datenbanken 6ffentlich zuganglich.

2.6 Heterologe Expression und biochemische Analyse rekombinanter Proteine

2.6.1 Heterologe Expression von rekombinanten Proteinen in E.coli

Der E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS stellt in Verbindung mit pET-Plasmidvektoren (Novagen,
Heidelberg) insbesondere fir die Expression von Membranproteinen ein geeignetes bakterielles
Expressionssystem dar (MIROUX & WALKER, 1996). Die heterologe Expression erfolgte hach dem
»PET-Expression-System”-Protokoll geméass den Angaben des Herstellers (Novagen, Heidelberg),
wobei der Expressionsvektor pET16b verwendet wurde.

Die cDNA bzw. genomische DNA, die fir verschiedene nicht-mitochondriale Nukleotid-
Transporter kodieren, wurde ,in frame* (im Leseraster) hinter eine DNA-Sequenz des
Expressionsvektors pET16b kloniert, so dass sich nach Expression der Fremd-DNA am N-terminalen
Ende ein zusétzlicher Higtidin-, Tag" (10 Histidine) befand.

2.6.2 Radioaktive Markierung heterolog exprimierter Proteine mit [*S]-Methionin ([*S]-
M ethionin-Assay)

Da der Nachweis heterolog exprimierter Membranproteine wegen des geringen Expressionsniveaus

oftmals nicht direkt auf einem SDS-Gel durch Coomassie-Farbung moglich ist, stellt eine radioaktive

Markierung mit [®°S]-Methionin wahrend der Proteinsynthese aufgrund der hohen Sensitivitét eine
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hilfreiche Alternative dar. Ein solcher [®*S]-Methionin-Assay wurde nach dem Protokoll
TJADEN et al. (1998a) durchgefiihrt, wobei als radioaktiv markierte Aminosiure [®S]-Methionin
(5 mCi/mmol; NEN DuPont, Bad Homburg) eingesetzt wurde.

Anschlieflend erfolgte eine Anreicherung von Membranproteinen aus E.coli. Hierzu wurden die
Bakterienzellen  durch  Zentrifugation (5min, 5000 g, 4°C) sedimentiert  und  in
Aufschluf3puffermedium (10 mM Tris; pH 7,5, 1mM EDTA; 15mM (v/v) Glycerin; 1mM PMSF)
resuspendiert. Der Aufschlul? der Zellen erfolgte mittels einer Ultraschallbehandlung (Ultraschallstab
Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonic S.A., Carouge-Genéve, Schweiz). Nach einer
Zentrifugation (10 min, 14000 g, 4°C) wurden die Membranen im Uberstand angereichert. Diese
wurden schliefdlich in einer Ultrazentrifuge OTD Combi (Sorvall, Bad Homburg) fir 45 min bei
100000 g sedimentiert und in Puffermedium A (300 mM NaCl; 100 mM NaH,PO,; 10 mM Imidazol;
8 mM Glycerin) mit 0,1 % (w/v) Dodecylmaltosid (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) solubilisiert. Durch
eine erneute Ultrazentrifugation (45 min, 100000 g, 4°C) wurden die Membranproteine von den
Membranen getrennt. Der membranproteinhaltige Uberstand wurde nach einer Proteinbestimmung
(Kapitel 2.3.1) in eine SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese eingesetzt (Kapitel 2.3.2).

2.6.3 Transportversuche an intakten E.coli-Zéellen

Zur biochemischen Charakterisierung der rekombinanten Transportproteine wurden Aufnahme-
versuche an intakten E.coli-Zellen durchgefiihrt, die die kodierenden DNA-Sequenzen exprimieren
und das Membranprotein funktionell in die bakterielle Plasmamembran integrieren. Dazu wurde der
E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLsyS mit dem entsprechenden pET16b-Expressionskontrukt trans-
formiert. Die Transportversuche erfolgten nach TJADEN et al. (1998a).

2.6.4 Efflux-Ver suche mit [a?P]-Adenylat-vor belandenen E.coli-Zéllen

Um festzustellen, inwieweit der Transport von Adenylaten (ATP bzw. ADP) vom Gegen-
tauschsubstrat abhangig ist, wurden sogenannte Efflux-Versuche (, back-exchange*) durchgefihrt
(TJIADEN et al., 1998a; TRENTMANN €t al., 2000). Zur Identifizierung der exportierten, radioaktiv
markierten Adenylate erfolgte eine Dinnschichtchromatographie mit Polyethylamin-Cellulose-DC-
Platten (Merck, Darmstadt) nach MANGOLD (1967). Der Anteil der exportierten, radioaktiv

markierten Adenylate konnte anschlief3end im Szintillationszahler quantifiziert werden.

2.7 Klonierung eines Plasmid-K ontrukts zur heterologen Expression in E.coli
Fur die heterologe Expression des nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus Holospora
obstusa (NPTHo) im E.coli-Stamm BL21 (DE) pLysS wurde das Expressionskonstrukt pNL 8 aus
dem Vektor pET16b und der kodierenden genomischen NPTHo-DNA konstruiert.

Die genomische DNA, die den kodierenden Bereich fur das NPTHo-Protein enthélt, besitzt ein
Lange von 2,1 kb und wurde Uber die Restriktionsstellen Sal | und Kpnl in den Vektor pBSK
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inseriert (pNL 5; Kapite 2.4.2; Tab. 2.5). Diese Kontrukt wurde freundlicherweise von Dr. Lang
(University of Montreal) zur Verfiigung gestellt.

Zur Herstellung des Expressionskonstrukts pNL 8 wurde der kodierende Bereich des NPTHo-
Proteins mittels PCR durch die Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert (Kapitel 2.4.4.5). Als, Template*
diente das Konstrukt pNL 5. Durch die Verwendung der PCR-Primer Holo-1 und Holo-2
(Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5) wurde eine Nde |-Restriktionsschnittstelle Uber das Start-ATG bzw. eine
Xho |-Restriktionsschnittstelle hinter dem Stoppkodon in das amplifizierte PCR-Produkt eingefihrt.
Nach Restriktionsverdau des erhaltenen PCR-Produktes mit Ndel und Xho | konnte die genomische
DNA ,in frame" in den mit Ndel und Xho | gedffneten pET16b-V ektor kloniert werden, so dass am
N-terminalen Ende des exprimierten NPTHo-Proteins ein Histidin-, Tag“ angefligt werden konnte
(pNL 8).
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3 Ergebnisse

Die Evolution plastidarer und eubakterieller Nukleotid-Transporter, die man aufgrund biochemischer
und molekularer Eigenschaften zur Familie der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
zusammenfasst, ist noch vollig ungeklart. Bisang konnte nur in den Plastiden hoherer Pflanzen
(Spermatophyta) und in obligat intrazelluldren Endoparasiten ein solches Transportsystem
nachgewiesen werden. Ziel dieser Doktorarbeit war es, weitere nicht-mitochondriale Nukleotid-
Transporter in den verschiedenen Pro- und Eukaryoten zu identifizieren und die mdgliche evolutive
Beziehung dieser Transporter innerhalb der jeweiligen Organismen zu anaysieren. Dazu konnten
bisher unbekannte homologe DNA-Sequenzen in eukaryotischen Algen sowie in weiteren
intrazelluldren Parasiten bzw. Symbionten isoliert werden. Zudem konnte ein bisher unbekannter
Nukleotid-Transporter aus Holospora obtusa nach heterologer Expression in E.coli biochemisch

charakterisiert werden.

3.1 ldentifizierung von weiteren nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern

Die ldentifizierung von weiteren nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern erfolgte mittels
molekularbiologischer Techniken (Kapitel 3.1-3.1.2) und Computer-gestiitzten Analysen von
Sequenzdatenbanken (Kapitel 3.1.3).

Aus einem Vergleich der Aminosaure-Abfolge (Alignment) der bisher bekannten nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transportern gehen hochkonservierte Motive hervor (WINKLER &
NEUHAUS, 1999). Dazu zdhlen die Aminosdure-Motive AELWG (Aminosduren 244 - 248 des
AATP1At-Proteins), FANQIT (Aminosduren 259 -264 des AATP1At-Proteins), MAYIPLD
(Aminosauren 491 - 497 des AATPl1At-Proteins) und GKSGGA (Aminosauren 526 - 531 des
AATP1AL-Proteins). Gemald dieser konservierten Bereiche der plastiddren und eubakteriellen
Nukleotid-Transporter wurden degenerierte Oligonukleotid-Primer (PFL 63 - 67) hergestelit
(Kapitel 2.4.3). Mittels Tag-Polymerasekettenreaktion (PCR) konnten durch verschiedene Primer-
kombinationen DNA-Abschnitte amplifiziert werden (Kapitel 2.4.4.5). Fir die Anayse pro- und
eukaryotischer Organismen wurde als , Template® genomische DNA bzw. cDNA eingesetzt. Die
erhaltenen DNA-Fragmente wurden in dem pGEM-T Easy-Vektor kloniert (Kapitel 2.4.2) und
ansequenziert (Kapitel 2.4.5). In einigen Fallen wurden zusétzlich cDNA-Banken analysiert, um die
vollstdndige kodierende cDNA-Sequenz zu identifizieren (Kapitel 2.4.11).

Daruber hinaus erfolgte die ldentifizierung weiterer homologer DNA-Sequenzen mittels
Computer-gestiitzten Analysen von Sequenzdatenbanken, in denen die Genom- oder cDNA-
Sequenzen verschiedener Organismen aus dem Internet verwendet wurde (siehe die Liste der

verwendeten Sequenzdatenbanken in Kapitel 2.5).
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Die erhaltenen Sequenzen der identifizierten Nukleotid-Transporter wurden zusammen mit den
bisher bekannten Transportproteinen mit Hilfe von geeigneten Computer-Programmen anaysiert
(Kapitel 2.4.6). Dabei konnte aus den SequenzVergleichen (Multiple Alignment) ein
phylogenetischer Stammbaum fur diese Transporter-Familie konstruiert werden. Auf3erdem konnten
fur die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter konservierte Sequenzmotive dargestellt werden,
die Uberraschenderweise ebenfalls bei den mitochondrialen Transportern der ,, Mitochondrial Carrier
Familiy* (MCF) wiederzufinden sind. Weitere Analysen wurden mit der Seqguenz des nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus Holospora obtusa (NPTHO) durchgefiihrt. So konnte
anhand einer Hydropathieanalyse ein 12-Transmembranhelix-Modell fir dieses Transportprotein

erstellt werden.

3.1.1 Identifizierung von homologen DNA-Sequenzen in eukaryotischen Algen mittels PCR

Zur Identifizierung nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter in eukaryotischen Algen wurde
zun&chst aus den Algen Cyanophora paradoxa und Chlamydomonas reinhardtii (Kapitel 2.2) direkt
Poly-(A")-mRNA isoliert (Kapitel 2.4.9), die mittels Reverser Transkription in einzelstrangige cDNA
(complementary oder copy DNA) umgeschrieben wurde (Kapitel 2.4.10). Im Fall der Kieselalge
Odontella sinensis wurde Gesamt-RNA, die von Dr. P. Kroth (Universitédt Dusseldorf) freundlicher-
weise bereitgestellt wurde, fir eine Poly-(A")-mRNA-Isolierung und eine anschlieBende RT-PCR
eingesetzt. Mit den degenerierten Oligonukleotiden PFL 64 und PFL 66 konnte aus den Algen jeweils
ein 800 bp grofles cDNA-Fragment isoliert werden (pNL 1-3; Kapitel 2.4.2, Tab. 2.4). Die Sequenz
analyse ergab, dass es sich bei diesen cDNA-Teilsequenzen vermutlich um bisher unbekannte nicht-

mitochondriale Nukleotid-Transporter eukaryotischer Algen handelt (siehe Anhang; Kapitel 7.2).

3.1.2 ldentifizierung von homologen DNA-Sequenzen in Prokaryoten mittels PCR

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. M. Wagner (Technische Universitdt Miinchen) gelang
es, aus vier verschiedenen Endosymbionten des Protisten Acanthamoebea spp. DNA-Teilsequenzen zu
isolieren, die zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern homolog sind. Dazu wurde die
genomische DNA von diesen nicht-kultivierbaren Symbionten TUMEL, HN3, ET39 und C36 isoliert
und flr anschlief?ende PCR mit den degenerierten Oligonukleotiden PFL 63-PFL 67 eingesetzt. Die
erhaltenen DNA-Fragmente wurden schlief3lich kloniert und sequenziert.

Ebenfalls konnte im Genom des intrazelluldren Eubakteriums Caedibacter caryophila, die
freundlicherweise von Dr. J. Kusch (Universitét Kaiserdautern) zur Verfligung gestellt wurde, ein
DNA-Abschnitt mit den Primern PFL 63 und PFL 66 amplifiziert und kloniert werden
(pNL 4; Kapitdl 2.4.2; Tab. 2.4). Die Nukleotid- bzw. Aminosiuresequenz der 800 bp grof3en DNA-
Teilsequenz ist zu denen der bisher identifizierten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern
auf3erordentlich dhnlich.
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Des Weiteren wurde in einem phytopathogenen Endoparasiten der Papaya-Friichte (papaya
bunchy top bacterium, Pbtb), eine zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern homologe
DNA-Seguenz mittels degenerierten Primern nachgewiesen (in Kooperation mit Prof. H. H. Winkler,
University of South Alabama, und Prof. D. Davis, University of Florida; DAVIS et al ., 1998).

3.1.3 ldentifizierung von homologen DNA-Sequenzen mittels Computer-gestitzter Analysen von

Sequenzdatenbanken
Im Hinblick auf eine mdgliche Identifizierung weiterer Nukleotid-Transporter wurden mittels
Computer-gestitzter Analysen die im Internet verdffentlichten Genom- bzw. cDNA-Sequenzen
ausgewahlter Organismen verfolgt (Kapitel 2.5). Um ein weites Spektrum der Organsimenreiche
abzudecken, wurden aus evolutiver Sicht interessante Vertreter innerhalb der Archaea, Eubakteria
sowie Eukarya ausgesucht.

Die Recherchen veschiedener Genom-Projekte im Internet ergaben, dass in den Genomen der
aufgelisteten Organismen keine weiteren, bisher unbekannten nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter identifiziert werden konnten (Kaptiel 2.5; Tab. 2.7 - 2.9).

In Kooperation mit Dr. F. Lang (Univesity of Montreal) wurde durch die Genomsequenzierung
des Eubakteriums Holospora obtusa eine DNA-Sequenz entdeckt (NPTHo), deren abgeleitete
Proteinsequenz zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern eine signifikante Ahnlichkeit
aufweist. Diese vollstéandig kodierende Nukleotidsequenz wurde freundlicherweise von Dr. Lang zur
Verfligung gestellt und konnte in einen geeigneten Vektor kloniert werden (pNL 5
Kapitel 2.4.2; Tab. 2.4).

Durch eine Computer-gestiitze Analyse der EST-Projekte (expressed sequence tag) konnten in
weiteren Vertretern hoherer Pflanzen, aber auch in niederen Pflanzen (Algen), cDNA-Teilsequenzen
identifiziert werden, deren abgeleitete Aminosduresequenzen fir einen plastidaren ATP/ADP-
Transporter kodieren. In der Tabelle 3.1 sind die pflanzlichen Organismen aufgelistet, in deren EST-
Projekte homologe DNA-Sequenzen entdeckt wurden. Unter der ,Accession‘-Nummer ist die
jeweilige cDNA-Sequenz der EST-Klone in der EMBL-Datenbank (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg), unter der Internetadresse http://www.ebi.ac.uk/embl, abgelegt.

Tab. 3.1: Identifizierung homologer EST-cDNA-Sequenzen

Organismus syst. Einteilung EMBL-Accession-Nr.
Dunaliella salina Chlorophyta BG264105
Hordeumvulgare (Gerste) Spermatophyta (Poaceae) BG343269

Lotus japonicus (Hornklee) Spermatophyta (Fabacea€) AW720186; AV 425290
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Organismus syst. Einteilung EMBL-Accession-Nr.

Lycopersicon esculentum (Tomate)  Spermatophyta (Solanaceae) BE459811; AW931058; AW092822
Medicago truncatula (Hopfenklee)  Spermatophyta (Fabaceae) BG454651; BG456211; BG 634429
Mentha piperita (Pfefferminze) Spermatophyta (Laminaceae) AW?255797; AW255224
Mesembryanthemum crystallinum  Spermatophyta (Aizoaceae) BG269363

Oryza sativa (Reis) Spermatophyta (Poaceae) AU057209

Porphyra yezoensis Rhodophyta AV430292

Soja hispida (Sojabohne) Spermatophyta (Fabacea€) BE574942

Sorghum bicolor (Mohrenhirse) Spermatophyta (Poaceae) H55010

Triticum aestivum (Weizen) Spermatophyta (Poaceae) BF482730

3.1.4 Analyse von Phagen-cDNA-Banken

Um die vollsténdige kodierende DNA-Sequenz fur die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
aus Chlamydomonas reinhardtii, Odontella sinensis und Cyanophora paradoxa zu erhalten, wurden
entsprechende Phagen-cDNA-Banken analysiert (Kapitel 2.4.11). Das Durchsuchen (,,screenen”) der
Algen-cDNA-Banken erfolgte mit einer homologen Sonde. Fir die Herstellung der radioaktiv
markierten Sonde wurde as DNA-, Template® die jeweiligen 800 bp grofRe DNA-Fragmente
eingesetzt (Kapitel 2.4.16 und 2.4.17), die mittels degenerierter Primer isoliert werden konnten
(Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5).

Bel der Chlamydomonas-cDNA-Bank handelt es sich um eine | 1149-cDNA-Bank, die
freundlicherweise von Dr. Goldschmidt-Clermont (Universitét Genf) bereitgestellt wurde. Die zur
Synthese der cDNA verwendete mRNA stammt aus einer Chlamydomonas-reinhardtii-Kultur eines
Wildtyp-Stammes, die photoautotroph im Dauerlicht angezogen wurde. In dieser Bank sind die
cDNA-Molekile Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Notl in das Genom des Lambda-1149-
Phagen inseriert (AMATI et al., 1988). Von den bei der Analyse der Chlamydomonas-cDNA-Bank
erhaltenen ,, positiven* Phagen konnten genomische DNA-Fragmente isoliert werden (Kapitel 2.4.13).
Diein dem | -Genom inserierten cDNA-Molekile wurden anschlief3end mit den Primern | 1149-L eft
und | 1149-Right amplifiziert (Tab. 2.5) und in den pGEM-T Easy-Vektor kloniert (pNL 6; Tab. 2.4).
Bei der Sequenzanalyse konnte ein cDNA-Klon mit einer Lange von 1,7 kb identifiziert werden, deren
Sequenz fir einen putativen plastidaren ATP/ADP-Transporter aus Chlamydomonas reinhardtii
kodiert, bei dem jedoch aufgrund der fehlenden Sequenzinformation das N-terminale Ende unbekannt
Ist.
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Die von Dr. P. Kroth (Universitét Dusseldorf) zur Verfiigung gestellte Odontella-cDNA-Bank
ist ebenfalls eine Phagen-Bank. Fir die cDNA-Herstellung dieser | ZAP I1-cDNA-Bank wurde die
RNA aus photoautotroph angezogenen Odontella-sinensis-Zellen isoliert. Die cDNA-Molekile
wurden ins Lambda-Genom ber EcoRI- und Notl-Restriktionsschnittstellen kloniert (PANCIC et al.,
1993). Nach ,In-vivo“-Exzision (Kapitel 2.4.12) und Sequenzierung konnte ein 1,6 kb grof3er cDNA-
Klon isoliert werden, aus dessen abgeleiteter Aminosauresequenz sich ein putativer nicht-
mitochondrialer Nukleotid-Transporter aus Odontella sinensis, mit einem verkirzen 5 -Ende, ergab
(pNL 7; Tab. 2.4).

Die Anayse einer | ZAPI1I-cDNA-Bank aus Cyanophora paradoxa, die von Prof. W.
Loffelhardt (Universitdt Wien) freundlicherweise bereitgestellt wurde, konnte kein entsprechender
homologer cDNA-Klon fir einen nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Cyanophora
paradoxa isoliert werden (JAKOWITSCH et al., 1993).

3.1.5 DNA-Sequenzanalyse

Die in dieser Doktorarbeit identifizierten DNA-Sequenzen aus Pro- und Eukaryoten wurden
sequenziert und analysiert. Bei allen zu untersuchenden DNA-Sequenzen ergab die Sequenzanalyse,
dass es sich um putative nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter handelt. Die Nukleotid- und
deren abgeleitete Aminosauresequenz dieser Transportproteine wird im Anhang (Kapitel 7.1 und 7.2)
fur die jeweiligen Organismen im Detail beschrieben. Bel den meisten homologen Sequenzen handelt
es sich um Teilsequenzen. Aufgrund der unvollstdndigen Sequenzinformation ist bei einigen

Organismen der N- bzw. C-Terminus des jeweiligen Transportproteins unbekannt.

3.1.6 Vergleich von ver schiedenen Proteinsequenzen (, Multiple Alignment*)
Die Anordnung von mehreren miteinander verwandten Proteinsequenzen liefert Informationen Uber
die Aminosdureverteilungen an einzelnen Positionen. Aus einem solchen multiplen Aminosdure-
Alignment lassen sich konservierte Sequenzmotive innerhalb der Proteinfamilie einer Funktionsklasse
identifzieren. Durch die Ermittlung der Anzahl identischer und &hnlicher Sequenzpositionen im
Alignment kann der Verwandschaftsgrad der miteinander verglichenen Proteine bestimmt werden. Die
Werte fur die Identitéat bzw. Ahnlichkeit sind bezogen auf die Alignmentlange in Prozent angegeben.
Fir die Bewertung der Ahnlichkeiten gibt es unterschiedliche empirische Ansitze (Matrix). Dabel
wird die Ahnlichkeit zwischen Aminosauren durch die Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit der die
Aminosdure i in einem verwandten Protein durch die Aminosdure j ersetzt werden kann, ohne dass
sich die biologische Funktion des Proteins mutmal3lich andert.

Die Herstellung eines multiplen Sequenzalignments zwischen den bisher bekannten nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transportern und den im Rahmen dieser Doktorarbeit identifizierten
homologen Proteinen erfolgte mit den Programmen CLUSTAL W und GENEDOC (Kapitel 2.4.5).
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Die Quantifizierung der Ahnlichkeiten erfolgte nach der BLOSUM-62-Matrix. Die Proteinsequenzen
der plastidaren und bakteriellen Transporter sind unter den jeweiligen ,, Accession“-Nummern in der
EMBL-Datenbank zugénglich (Kapitel 7.3; Tab.7.3). Von den neuen bisher unbekannten Transport-
proteinen sind die Sequenzinformationen im Kapitel 7.1 und 7.2 aufgefihrt.

In der Abbildung 3.1 ist das Protein-Alignment der plastidéren ATP/ADP-Transporter aus
niederen und héheren Pflanzen dargestellt. Da von einigen Transportproteinen nur Teilsequenzen
bekannt sind, wurde der Vergleich der Aminosduresequenzen auf den kodierenden Bereich des
AATP1AL-Proteins von der Aminosdureposition 240 bis zur Aminosaureposition 570 beschrankt.
Betrachtet man dieses Teil-Alignment der plastidéren Transporter, so geht hervor, dass die
Aminosduren innerhalb des ausgewahlten, internen Protein-Bereichs sehr konserviert sind. Lediglich
die homologen Transporter der Algen weisen leichte SequenzAbweichungen auf. Darliber hinaus
besitzen die ATP/ADP-Transporter der Algen sowie die der monokotylen Pflanzen durch einen
Aminosaure-Einschub einen grofReren hydrophilen Loop zwischen der 6. und 7. Transmembranhelix
im Vergleich zu den Vertretern der dicotyledonen Pflanzen. Innerhalb des ,Loop“-Bereichs sind die
Aminosduren der plastidaren Transporter weniger konserviert. Aus dem Antell dhnlicher bzw.
identischer Aminosduren (Tab. 7.4) ergibt sich, dass die plastiddren Transporter hoherer Pflanzen

tendentiell groRere Ahnlichkeiten zueinander als zu den Vertretern der niederen Pflanzen aufweisen.
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Abb. 3.1: Protein-Alignment plastidarer ATP/ADP-Transporter aus niederen und hoheren
Pflanzen. Der multiple Aminoséurevergleich basiert auf den kodierenden Bereich des AATP1AL-
Proteins von Aminosaureposition 240 bis Aminosdureposition 570. Identische Aminosduren sind
durch schwarze Boxen, dhnliche Aminosauren durch graue Boxen gekennzeichnet. Die jeweilige
Bezeichnung der verschiedenen Transporter ist links dargestellt. Der putative Bereich fir die
6. und 7. Transmembranhelix sowie die hochkonservierten Doménen sind durch Balken gekenn-
zeichnet. Mit den schwarzen und grinen Baken sind die Transportproteine der Di- bzw.
M onokotyledonen zusammengefasst. Die Transporter der eukaryotischen Algen sind mit einem blauen
Balken gekennzeichnet. AATP, ATP/ADP-Transportprotein; At, Arabidopsis thaliana; Bn, Brassica
napus; St, Solanum tuberosum; Le, Lycopersicon esculentum; Mc, Mesembryanthemum crystallinum;
Sh, Soja hispida; Mp, Medicago truncatula; Zm, Zea mays; Sb, Sorghum bicolor; Ta, Triticum
aestivum; Hv, Hordeum vulgare; Cp, Cyanophora paradoxa; Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Ds,

Dunadiella salina; Gs, Galdieria sulphuraria; Os, Odontella sinensis.

Bei dem multiplen Protein-Alignment der bakteriellen Nukleotid-Transporter wurden ebenfalls
die Transportproteine aufgrund der unvollsténdigen Sequenzinformationen Uber einen gemeinsamen
Aminosaurebereich miteinander verglichen, der dem kodierenden Bereich des nicht-mitochondrialen
Nukleotid-Transporters aus Rickettsia prowazekii (TLC1Rp) von der Aminosdure 175 bis zur
Aminosdure 415 entspricht (Abb. 3.2). Aus diesem Aminosdure-Vergleich geht hervor, dass die
eubakteriellen Nukleotid-Transporter untereinander geringere Ubereinstimmungen aufweisen als die
pflanzlichen Homologen zueinander. Innerhalb der Eubakterien haben die nicht-mitochondrialen
Nukleotid-Transportproteine eine groflere Variabilitét erfahren und stellen eine heterogene Gruppe
dar, was sich auch in den Zahlen fir die Ahnlichkeit- bzw. |dentitatswerte wiederspiegelt (Tab. 7.5).
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Abb. 3.2: Protein-Alignment nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter aus Eubakterien. Der
multiple Aminosdurevergleich basiert auf den kodierenden Bereich des TLCI1Rp-Proteins von
Aminosaureposition 175 bis Aminosdureposition 415. Identische Aminosduren sind durch schwarze
Boxen, ahnliche Aminosduren durch graue Boxen gekennzeichnet. Die jeweiligen Bezeichnung der
verschiedenen Transporter ist links dargestellt, wobei die der a-Proteobakterien mit einem roten
Baken zusammengefasst sind. Die chlamydialen Transporter sind mit einem grauem Baken
gekennzeichnet. NPT, Nukleosidtriphosphat- Transporter; Rp, Rickettsia prowazekii; Pbtb, Rickettsia-
verwandter Endoparasit der Papaya (,,Papaya bunchy top bacterium®); Ho, Holospora obtusa; C36,
Rickettsia-verwandter Endosymbiont; Cc, Caedibacter caryophila; ET39, Caedibacter-verwandter
Endosymbiont; HN3, Caedibacter-verwandter Endosymbiont; Ct, Chlamydia trachomatis; TUME1,
Chlamydia-verwandter Endosymbiont.

Die Abbildung 3.3 zeigt einen Aminosdurevergleich der nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter aus den Pflanzen und Eubakterien, von denen die vollsténdig kodierende Proteinsequenz
bekannt ist. Betrachtet man dieses Alignment, so fallt die groRe Ahnlichkeit der plastidaren
ATP/ADP-Transporter und der bakteriellen Homologen auf, die sich recht gleichméafZig Uber den
gesamten Sequenzbereich erstreckt. So lassen sich funf hochkonservierte Doméanen erkennen:
AELWG (Aminosiuren 244 - 248 des AATP1AL-Proteins), FANQIT (Aminosduren 259 - 264 des
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AATP1At-Proteins), GLGANVALIF (Aminosauren 277 - 286 des AATP1At-Proteins), MAYIPLD
(Aminosauren 491 - 497 des AATPl1At-Proteins) und GKSGGA (Aminosauren 526 - 531 des
AATP1AL-Proteins). Dagegen findet man starke Abweichungen in den Aminosauresegquenzen vor
allem im Bereich des hydrophilen ,,Loops* zwischen der Transmembranhelix 6 und 7 (Aminoséuren
239 - 290 des AATP1At-Proteins) sowie des N- bzw. C-Terminus. Zudem unterscheiden sich die
pflanzlichen Proteinsequenzen durch den Besitz von N-terminalen Transitpeptiden von den
bakteriellen Transporter. Die Bereiche der Transitpeptide weisen jedoch keine grolke
Ubereinstimmung auf, wobei sich das um ca. 70 Aminosauren langere Transitpeptid des ATP/ADP-
Transporters aus der Rotalge Galderia sulphuraria (AATPGs) besonders hervorhebt. Fir die
Berechnung des Anteils dhnlicher bzw. identischer Aminosduren wurden bei den pflanzlichen
Transporter die Transitpeptide nicht berticksichtigt (Kapitel 7.5; Tab. 7.7). Die zugehdrigen Werte fir
die Ahnlichkeit bzw. Identitat zeigen, dass die pflanzlichen ATP/ADP-Transporter untereinander die
grofdten Homologien aufweisen. Interessanterwei se besitzen die chlamydialen Transporter eine hdhere
Ahnlichkeit zu den pflanzlichen als zu anderen eubakteriellen Homologen.

Des Weiteren ist auffalend, dass die Proteinsequenzen der Nukleotid-Transporter aus
Holospora obtusa NPTHo und der zweiten Isoform aus Chlamydia trachomatis NPT2Ct von den
anderen Transportproteinen stérker divergieren. Zudem zeichnen sich beide Proteine jeweils durch
eine Sequenzerweiterung von sieben Aminosduren aus. Beim NPT1Ho-Protein befindet sich der
Aminosaure-Einschub im Bereich des hydrophilen ,,Loops* zwischen der 7. und 8. transmembranen

Doméne, im Fall des NPT2Ct-Proteins im Bereich zwischen der 6. und 7. transmembranen Domaéne.
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Abb. 3.3: Protein-Alignment der plastidaren und bakteriellen Nukleotid-Transporter mit
vollsténdiger Aminosiuresequenz. ldentische Aminosauren sind durch schwarze Boxen, dhnliche
Aminosauren durch graue Boxen gekennzeichnet. Die jeweilige Bezeichnung der verschiedenen
Transporter ist links, die Aminosdurepositionen sind rechts dargestellt. Die plastidaren Transporter der
hoheren Pflanzen und der Algen sind mit einem schwarzen bzw. griinen Kasten zusammengefasst. Die
Transporter der a-Proteobakterien sind mit einem roten, die chlamydialen mit einem grauem Kasten
umrahmt. Die putativen Bereiche fir die Transmembranhelices sowie die hochkonservierten Doménen

sind durch Balken gekennzeichnet.

3.1.7 Hydropathieanalyse von NPTHo

Bei den bisher bekannten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern aus Pflanzen und Eubakterien
handelt es sich um integrale Membranproteine, die zur Gruppe der 12-Helix-Transporter zugeordnet
werden konnen (MARGER & SAIER, 1993; WINKLER & NEUHAUS, 1999).

Um Einblicke in die molekulare Struktur des nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus
Holospora obtusa NPTHo zu erhalten, wurde eine Hydropathieanalyse mit der abgeleiteten
Proteinsequenz duchgefiihrt. Hydropathieanalysen erlauben eine Voraussage, welche Abschnitte in
einer Proteinsequenz moglicherweise transmembrane Helices bilden. Dabei wird jeder Aminosaure ein
bestimmter Hydropathiewert zugeordnet. Aus diesen Werten &3 sich dann die Abfolge hydrophiler
und hydrophober Membrandoménen eines Proteins berechnen. Diese Analyse wurde mit dem
Programm ProtScale nach einem von KYTE& DOOLITTLE (1982) entwickelten Algorithmus
ausgefuhrt.
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Aus der Abbildung 3.4 geht hervor, dass dem NPTHo-Protein entsprechend den homologen
Transportproteinen 12 maogliche Transmembranhelices zugeordnet werden kann (WINKLER &
NEUHAUS, 1999).
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Abb. 3.4: Hydropathieanalyse der Aminosduresequenz von NPTHo. Die Hydropathieanayse
wurde mit dem Programm TMpred nach KYTE & DoOOLITTLE (1982) durchgefihrt
(www.ch.embnet/software/TMpred). Auf der xAchse sind die Positionen der Aminosauren darge-
stellt, die yAchse zeigt die Hydrophobizitét bei einer Intervalgrofe von 15 Aminosduren. (positive
Werte = hydrophaob, negative Werte = hydrophil). Die potentiellen transmembranen Bereiche sind
durch Balken gekennzeichnet.

3.1.8 Erstellung eines 12-Transmembranhelix-M odells fir NPTHo
Auf Grundlage der Hydropathienanalyse (Kapitel 3.1.7) wurde zusammen mit den Ergebnissen der
DNA-Sequenzanalyse (Kapitel 3.1.5) und des Aminosaure-Alignments (Kapitel 3.4) ein Computer-
modell zur Veranschaulichung der molekularen Architektur fur den nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter aus Holospora obstusa NPTHo erstellt.

Das NPTHo-Protein lasst sich ebenso wie die bisher bekannten Homologen as integrales
Membranprotein mit 12 transmembranen a-helicalen Domanen darstellen, das zwischen der sechsten

und der siebten Transmembranhelix einen hydrophilen ,Loop* besitzt. Diese hydrophile Schieife ist
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bei den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter ebenso wie der hydrophile N- bzw. C-Terminus
vermutlich ins Cytosol gerichtet (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Die aus dem multiplen Protein-
Alignment (Abb. 3.3) ermittelten konservierten Sequenzmotive AELWG (Aminosauren 244 - 248 des
AATP1At-Proteins), FANQIT (Aminosduren 259 - 264 des AATP1At-Proteins), GLGANVALIF
(Aminosauren 277 - 286 des AATP1At-Proteins), MAYIPLD (Aminosduren 491 - 497 des AATP1AL-
Proteins) und GKSGGA (Aminosduren 526-531 des AATPl1At-Proteins) sind in dem
Computermodell anschaulich gekennzeichnet (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Darstellung eines 12-Helix-Modells von NPTHo. Die konservierten Motive sind rot

unterlegt. Die potentiellen a-Helices sind in Tonnenform dargestellt.

3.1.9 Phylogenetische Stammbaum-Analyse
Mit Hilfe eines phylogenetischen Stammbaums lassen sich evolutive Zusammenhange verwandter
Proteine aus den verschiedenen Organismen veranschaulichen. Ein solcher Stammbaum gibt Auskunft,
wie nahe die einzelnen Proteine miteinander verwandt sind. Des Weiteren lasst sich aus einem
Stammbaum ermitteln, in welchem relativen zeitlichen Abstand sich die Proteine von ihrem
gemeinsamen Vorlaufer veréndert haben (Evolutionsgeschwindigkeit).

Bei einem multiplen Proteinalignment (Kapitel 3.1.6) werden die Ahnlichkeiten zwischen den

verglichenen Sequenzen berechnet, die man als evolutive Distanzen betrachtet. Aus diesen evolutiven
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Absténden |&sst sich ein phylogenetischer Stammbaum konstruieren. Die Analyse der Sequenzdaten
erfolgte mit dem Programm CLUSTALW und der phyolgenetische Stammbaum wurde mit dem
Programm PHYLIP nach der Neighbor-Joining-Methode (SaiTou & NEI, 1987) unter Verwendung
der Dayhoff PAM Matrix zur Distanzberechnung mit Hilfe der Optionen SEQBOOT, PRODIST,
NEIGHBOR und CONSENSE berechnet (Kapitel 2.4.6). Um die Zuverlassigkeit der erhatenen
Stammbaum-Topologie statistisch abzusichern, wurden 100 Bootstraps durchgefuhrt, d.h. der
Datensatz des Alignments wurde randomisiert und fir jeden der entstandenen 100 Datensdtze wurde
eine Phylogenie berechnet. Die ermittelten Bootstrapwerte geben den prozentualen Anteil der
Gruppierungen in alen ermittelten Phylogenien wieder und erlauben so eine Einschézung der
statistischen Signifikanz der beobachteten Verzweigungsmuster innerhalb des Stammbaums. Die
Bearbeitung des Stammbaums erfolgte mit dem TREEVIEW-Programm (Kapitel 2.4.6).

Um die Verwandschaftsverhdtnisse der plastidéren ATP/ADP-Transporter innerhalb der
Pflanzen zu ermitteln, wurde ein phylogenetischer Stammbaum erstellt (Abb. 3.6). Die Phylogenie des
plastidaren Transporters basiert auf 17 pflanzlichen Proteinsequenzen, waobel das multiple Alignment
aus Kapitel 3.1.6 zur phylogenetischen Berechnung herangezogen wurde. Die Analyse bezieht sich
somit fur jede Sequenz auf den Proteinbereich, der dem Aminosdurebereich 240 - 570 des AATP1AL-
Proteins entspricht. Die Aminosauresequenz des putativen plastiddren ATP/ADP-Transporter aus
Cyanophora paradoxa wurde fur die Stammbaum-Analyse dieser Protein-Familie s Wurzel definiert.

Der resultierende Baum kann in zwel Hauptaste aufgeteilt werden, der monophyletisch aus dem
plastidéren ATP/ADP-Transporter aus Cyanophora paradoxa hervorgeht. Der obere Hauptast enthalt
die Transportproteine der Grunalgen und der héheren Pflanzen (Spermatophyta). Die Transport-
proteine der beiden Griinalgen Chlamydomonasreinhardtii und Dunaliella salina, deren Ursprung auf
ein gemeinsames Vorlaufer-Protein zurtickgeht, bilden einen eigene distinkte Gruppe. Ebenfalls
ordnen sich die Sequenzen der mono- und dikotylen Transporter in zwei getrennten Gruppen an. Unter
den dikotylen Sequenzen gruppieren sich die jeweiligen Vertreter der Familien Brassicaeae, Fabaceae
und Solanaceae zusammen, deren verwandtschaftliche Beziehungen dieser Proteine durch die hohen
Bootstrapwerte unterstiitzt werden. Die Transportproteine der Monokotyledonen stammen alle aus
Mitgliedern der Familie Poaceae ab und bilden innerhalb der phylogenetischen Anayse einen
entsprechenden Ast, dessen Verzweigungsmuster sich durch hohe Bootstrapwerte auszeichnet.
Dagegen enthdlt der untere Hauptast die plastiddren ATP/ADP-Transporter der Rotalge Galdieria und
die der heterokonten Alge Odontella, bei denen man von einer nahen Verwandschaft ausgehen kann
(100 % Bootstrap).
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Abb. 3.6: Phylogenetischer Stammbaum der plastiddren ATP/ADP-Transporter aus
hoheren und niederen Pflanzen. Zur Berechnung des Stammbaums diente die Neighbor-
Joining-Methode unter Verwendung der Dayhoff PAM Matrix. Die Bootstrapwerte tiber 50 %
wurden berticksichtigt und an die Verzweigungspunkte im Stammbaum eingetragen. Die
Balkenlange entspricht einer Substitutionsrate von 0,1 Austauschen pro nichtidentischer
Aminosaureposition. Die Berechnung des Stammbaums basiert auf dem multiplen Alignment
aus Kapitel 3.1.9 (Abb.3.1) und somit auf insgesamt 17 pflanzliche Proteinsequenzen
(Aminosaure 240 - 570 bezogen auf die AATP1At-Proteinsequenz).

Die Verwandtschaftsbeziehungen der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus
Prokaryoten sollten ebenfalls genauer ermittelt werden. Dazu wurden insgesamt 14 eubakterielle
Sequenzen des entsprechenden Aminosaure-Alignments aus Kapitel 3.1.6 in eine phylogenetische
Analyse einbezogen, deren Ergebnisin Abbildung 3.7 dargestellt ist. Ausgehend vom TLC1Rp-Protein
wurden der Sequenzbereich von 175 aa bis 415 aa fur die Phylogenie eingesetzt.

Es wurde ein sogenannter ,,wurzelloser® Distanzstammbaum erstellt, dem keines der Proteine
als Ursprungsprotein zugrunde gelegt wurde. Anhand des Stammbaumes kann man eine deutliche

Gliederung in zwei Proteinfamilien erkennen. So beinhaltet der obere Teilbaum die Sequenzen von
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Eubakterien, die anhand der 16S-rRNA-Analyse zur Ordnung der Rickettsiales zugeordnet werden.
Die Sequenzen der beiden Caedibacter-verwandten Endosymbionten ET39 und HN3 zweigen vom
oberen Ast vor den anderen rickettsiellen Sequenzen ab. Aufgrund der geringen Bootstrapwerte wird
jedoch diese Abzweigung nicht stark unterstiitzt. Innerhalb der rickettsiellen Proteinfamilie sind zwei
Gruppierungen zu erkennen. Zu der ersten Gruppe gehdren die Transportproteine aus Caedibacter
caryophila, Rickettsia prowazekii sowie aus dem Rickettsiavewandten Endoparasiten der Papaya
(Papaya bunchy top bacterium, Pbtb) die vermutlich monophyletisch aus einem gemeinsamen
Vorfahren hervorgegangen sind (100 % Bootstrap-Unterstiitzung). Die zweite Gruppe wird dagegen
von den Sequenzen der Rickettsia-Isoformen TLC 2 - 5 gebildet, deren Aste relativ lang sind. Dartiber
hinaus erhdlt das Verzweigungsmuster keine hohe Bootstrap-Unterstiitzung.

- Caedibadter-verwandter Endosymbiont ET39
Caedibacter-verwandter Endosymbiont HN3
Hoosporadbstusa
% Rickettda-verwandter Endosymbiont C36
— Caedibadter caryophila
10 E Rickettsa prowazkii (1) Ricketiales
Rickettga-verwandter Endoparast der Papaya

Rickettsa prowazkii (4)
Rickettsa prowazkii (3)
Rickettsa prowazekii (2)
Rickettsa prowazii (5)

Chlamydia-verwandter Endosymbiont TUMEL

Chlamydia trachomatis () Chlamydies

8 Chlamydiatrachometis(2)

0l

Abb. 3.7: Phylogenetischer Stammbaum der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus
Eubakterien. Zur Berechnung des Stammbaums diente die Neighbor-Joining-Methode unter
Verwendung der Dayhoff PAM Matrix. Die Bootstrapwerte tiber 50 % wurden bertichsicktigt und an
die Verzweigungspunkte im Stammbaum eingetragen. Die Bakenldnge entspricht einer
Substitutionsrate von 0,1 Austauschen pro nichtidentischer Aminosaureposition. Die Berechnung des
Stammbaums basiert auf dem multiplen Alignment aus Kapitel 3.1.9 (Abb. 3.2) und somit auf
insgesamt 14 bakterielle Proteinsequenzen (Aminosaure 175-415 bezogen auf die TLCLRp-

Proteinsequenz).
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Vor diesen beiden Gruppierungen sind die Sequenzen aus Holospora obtusa und dem
Rickettsia-verwandten Endosymbionten C36 jeweils durch einen Seitenast deutlich abgetrennt und
stehen innerhalb des oberen Teilstammbaums isoliert. Zudem ist auffallend, dass deren Astléngen im
Vergleich zu den anderen relativ lang sind, wobei die Sequenz des nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporters aus Holospora obtusa am weistesten vom V erzweigungspunkt entfernt ist.

In dem Stammbaum der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter zweigen die homologen
Sequenzen der beiden Caedibacter-verwandten Endosymbionten ET39 und HN3 vor den chlaymdialen
und ricketsiellen Transporter ab. Diese phylogenetische Einordnung wird durch geringe
Bootstrapwerte nicht stark unterstiitzt und stellt vemutlich ein Artefakt dar. Aufgrund der 16S-rRNA-
Anayse gehdren diese Endosymbionten zur Gattung Caedibacter (Dr. M. Wagner, Technische
Universitdt Munchen; unverdffentlicht). Demnach wirde man auch deren Transportproteinen
entsprechend ihrer molekularen Taxonomie zu ihren néchsten V erwandten einordnen.

Der untere Teilbaum enthélt die Sequenzen der chlamydialen Transporter. Entsprechend ihrer
nahen Verwandtschaft gruppieren sich die beiden Proteine aus Chlamydia trachomatis zueinander,
wobei sich die zweite Isoform durch einen sehr langen Verzweigungsast auszeichnet und damit eine
Sonderstellung einnimmt.

Fir eine umfassende phylogenetische Analyse wurden sowohl die pflanzlichen als auch die
eubakteriellen Transportproteine mit einbezogen (Abb. 3.8). Bei dieser verwandschaftlichen
Untersuchung wurden représentativ neun vollsténdigen Sequenzen aus funf Eukaryoten und vier
Bakterien berlicksichtigt. Die phylogenetischen Berechnungen basieren bei den ausgewdéhiten
Proteinen auf den gesamten kodierenden Bereich, wobei die plastidéaren Transportproteine ohne
Transitpeptid eingesetzt wurden. Der resultierende Stammbaum beinhaltet drei monophyletische
Teilstammbaume, deren Bootstrap-Unterstiitzung 100 %, 73 % bzw. 80 % betragt. So gehen die
plastidaren, rickettsiellen und chlamydialen Transporter jeweils aus einem gemeinsamen Vorfahren
hervor.

Der obere und grofte Teilstammbaum reprasentiert die plastdidaren Transporter der niederen
sowie hoheren Pflanzen, dessen Verzweigungsmuster (Topologie) durch hohe Bootstrapwerte
unterstiitzt wird. Innerhalb dieser Gruppierung zweigt as erstes die Rotalgen-Sequenz ab. Unter den
Sequenzen der hbheren Pflanzen (Spermatophyta) besitzt der Transporter aus Mais einen separaten
Seitenast und ist damit von den Vertretern der Dikotyledonen getrennt.

Die eubakteriellen Sequenzen spaten sich in zwei Teilstammbdume auf. Der eine Teilbaum
enthdlt die Roteine von Vertretern der Rickettsiales, wahrend die beiden chlamydialen Transporter
dem anderen Teilbaum angehdren. Im Vergleich zu den pflanzlichen Sequenzen weisen die

Transporter aus Eubakterien l&ngere V erzweigungsaste auf.
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Abb. 3.8: Phylogenetischer Stammmbaum der pflanzlichen und bakteriellen nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter. Zur Berechnung des Stammbaums diente die Neighbor-
Joining-Methode unter Verwendung der Dayhoff PAM Matrix. Die Bootstrapwerte tber 50 % wurden
berlicksichtigt und an die Verzweigungspunkte im Stammbaum eingetragen. Die Bakenlange
entspricht einer Substitutionsrate von 0,1 Austauschen pro nichtidentischer Aminosaureposition. Die
Berechnung des Stammbaums basiert auf das multiple Alignment aus Kapitel 3.1.9 (Abb. 3.3) und
bezieht sich insgesamt auf neun Proteinsequenzen, wobei die Transitpeptide der plastidaren

Transportproteinen in die Berechnung nicht berticksichtigt wurden.

3.1.10 Konservierte Sequenzmotive
Ein konserviertes Sequenzmotiv ist eine Abfolge von Aminosduren, die in alen Sequenzen einer
Proteinfamile vorkommen. Oft besitzen diese konservierten Sequenzmotive Ubergeordnete Funktionen
und werden Konsensusseguenzen genannt.

Aus dem multiplen Alignment der pflanzlichen und bakteriellen nicht-mitochondrialen
Nukleotid-Transporter lassen sich funf hochkonservierte Sequenzmotive erkennen, die bis auf nur

wenige Abweichungen in allen bislang identifizierten Proteinen vorkommen (Kapitel 3.1.6; Abb. 3.3).
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Bei diesen konservierten Aminosauren handelt es sich um die Motive AELWG (Aminosiuren 244 -
248 des AATPl1At-Proteins), FANQIT (Aminosduren 259-264 des AATP1AL-Proteins),
GLGANVALIFV (Aminosauren 277 - 286 des AATP1At-Proteins), MAYIPLD (Aminosduren 491 -
497 des AATP1AL-Proteins) und GKSGGA (Aminosauren 526 - 531 des AATP1AL-Proteins).

Bei einer genaueren Betrachtung zeigt sich, dass drel dieser Sequenzmative ebenfalls in alen
Mitgliedern der ,Mitochondrial Carrier Family* (MCF-Familie) vorkommen. Diese Entdeckung ist
AuRerst interessant, da die mitochondrialen Transporter ansonsten keinerlei substantielle Ahnlichkeiten
zu der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Familie aufzeigen. So bestehen die Transporter der MCF-
Familie im funktionellen Zustand aus einem Homodimer mit potentiellen 2” 6 transmembranen, a-
helicadlen Doméanen (KLINGENBERG, 1989; FIORE et al., 1998), wéhrend die nicht-mitochondrialen
Nukleotid-Transporter vermutlich als Monomere mit zwdlf transmembranen a-Helices eine kontrére
molekulare Struktur aufweisen (WINKLER & NEUHAUS, 1999).

Die Motive GLGANVALIF/V, MAYIPLD und GKSGGA erscheinen dreimal mehr oder
weniger konserviert in den Proteinsequenzen der mitochondrialen Transportproteine. In der Abbildung
3.9 sind jeweils Ausschnitte aus einem multiplen Alignment dargestellt, das mit den Programmen
CLUSTAL W und GENEDOC erstellt wurde (Kapitel 2.4.6). Dieser Aminosdaure-Vergleich basiert auf
29 verschiedenen Proteinen der MCF-Familie, deren Sequenzen unter den jeweiligen Zugangs-
(»Accesson*)-Nummern in der EMBL-Datenbank zugénglich sind (Kapitel 7.4; Tab.7.4). Bel diesen
Sequenzen handelt es sich um die mitochondrialen ATP/ADP-Transporter (A-1 bis A-20), die ,Graeve
disease associated proteins’ (G-1;G-2), die 2-Oxoglutarat/Maat-Transporter (O-1; O-2), die
Phosphat-Transporter (P-1; P-2) sowie die Protonen-leitenden Entkoppler-Proteine (U-1 bis U-3).

S0 ist das konservierte Motiv GLGANVALIF/V in den transmembranen Doménen TM 2, TM 4
und TM 6 der mitochondrialen Transporter mit einigen Abweichungen wiederzufinden. Vor alem ist
die erste und letzte Aminosdureposition des Motivs in alen drei a-Helices stark konserviert. Ferner
besitzen die mitochondrialen ATP/ADP-Transporter (A-1bis A-20) die Aminosdureabfolgen ANV
und GAN in TM 2 bzw. TM 6, die auffallend in allen Sequenzen mehr oder weniger identisch sind.

Das zweite Sequenzmotiv der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter MAY IPLD kommt
innerhalb der MCF-Mitglieder as verkirztes Motiv vor. In der ersten, dritten und finften
transmembranen Domane findet man das Motiv wieder, wobei vermutlich die Aminosdure Methionin
(M) nicht konserviert und die Aminoséure Isoleucin (l) innerhalb des Motivs deletiert wurde. Am
starksten konserviert ist in alen drei a-Helices die Aminosdure Prolin (P), in TM 5 zusétzlich die
Aminosaure Aspartat. Des Weiteren kommt die Aminosaureabfolge L D in der ersten transmembranen
Domane nicht innerhalb der mitochondrialen ATP/ADP-Transportern vor, sondern ist nur in den
Ubrigen MCF-Mitgliedern zu beobachten. Dagegen erscheint die Aminosdureabfolge L D in TM 3 fast
ausschliefdlich innerhalb der mitochondrialen ATP/ADP-Transporter (A-1 bis A-20) stark konserviert,

nicht aber bel den anderen Vertretern der MCF-Familie.
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Abb. 3.9

verschiedene Transporter der MCF-Familie. Die drei konservierten Sequenzmotive der nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter GLGANVALIF/V (blau), MAYIPLD (rot) und GKSGGA

(grun) sind Uber dem jeweiligen Alignment-Ausschnitt der MCF-Mitglieder dargestellt. Ebenfalls sind
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die einzelnen transmembranen Domanen (TM) der mitochondrialen Transporter angegeben, in denen
das entsprechende Motiv vorkommt. Identische Aminosduren sind durch farbige Boxen, dhnliche
Aminosduren durch graue Boxen gekennzeichnet. Die Abklrzungen der verschiedenen MCF-
Transporter sind links aufgefiihrt. Vor jedem Alignment sind die Aminosaurepositionen dargestellt. A-
1 bis A-20 représentieren mitochondriale ADP/ATP-Carrier (AAC); G-1 und G-2 reprasentieren
» Graeve disease associated proteins’; O-1 und O-2 reprasentieren 2-Oxoglutarat/Malat- Transporter; P-
1 und P-2 reprasentieren Phosphattransporter; U-1 bis U-3 représentieren Protonen-leitende
Entkoppler-Proteine. A-1: Arabidopsis thaliana (AAC2), A-2: Lupinus albus, A-3: Oryza sativa, A-4:
Solanum tuberosum, A-5: Triticumaestivum (AAC1), A-6: Triticumaestivum (AAC2), A-T
Chlamydomonas reinhardtii, A-8: Chlorella kesderii, A-9: Dictyostelium discoideum, A-10:
Saccharomyces cerevisiae (AACL), A-11: Saccharomyces cerevisiae (AAC2), A-12: Saccharomyces
cerevisae (AAC3), A-13. Saccharomyces pombe, A-14 Caenorhabditis elegans, A-15: Neurospora
crassa, A-16: Halocynthia roretzi, A-17: Drosophila melanogaster, A-18: Homo sapiens (AAC1), A-
19: Homo sapiens (AAC2), A-20: Homo sapiens (AAC3), G-1. Rattus norvegicus, G-2: Homo
sapiens, O-1: Bos taurus, O-2: Homo sapiens, P-1: Saccharomyces cerevisiae, P-2: Homo sapiens, U-

1: Rattus norvegicus, U-2: Bostaurus, U-3: Homo sapiens.

In den transmembranen Doméanen TM 1, TM 3 und TM 5 der MCF-Proteine findet sich das
Motiv GKSGGA der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter in einer abweichenden Form mit
zusétzlichen Insertionen wieder. Dabei ist ein Einschub von zwei Aminosduren in den drei a-Helices
Zu beabachten, der mehr oder weniger fur jede transmembrane Doméne spezifisch konserviert ist. Im
Vergleich zu TM 1 und TM 5 ist das Motiv GK - - SGGA in der dritten transmembranen Doméane
vorwiegend bei den mitochondrialen Adenlyat-Transportern (A-1bisA-20) besonders stark
konserviert. Darlber hinaus kommt dieses Sequenzmotiv. am C-Terminus innerhalb der
mitochondrialen ATP/ADP-Transporter nur bei den pflanzlichen Vertretern vor (A-1 bis A-9), wobei

drel Aminosauren inseriert wurden.

3.1.11 Ermittlung der statistischen Signifikanz der konservierten Sequenzmaotive
Die hochkonservierten Sequenzmotive der  nicht-mitochondrialen  Nukleotid-Transporter
GLGANVALIFV, MAYIPLD und GKSGGA kommen ebenfdls in alen Mitgliedern der MCF-
Familie vor, die ansonsten kaum substanielle Ahnlichkeiten zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transportern aufweisen.

Um zu Uberprifen, ob das Vorkommen dieser Sequenzmotive in den MCF-Sequenzen
statistisch signifikant ist, wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der die Aminosiuren an der

entsprechenden Position innerhalb der Sequenzmotive zu finden sind. Diese Berechnungen wurden im
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Vergleich sowohl fur die Familie der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter as auch fur die
Familie der MCF-Transporter durchgefuhrt.

Dazu wurden 29 verschiedene Transportproteine der MCF-Familie ausgewdahlt, bei denen es
sich um mitochondriale ATP/ADP-Transporter, ,, Graeve disease associated proteins’, 2-Oxoglutarat/
Maat-Transporter sowie Protonen-leitende Entkoppler-Proteine handelt (Kapitel 7.4, Tab. 7.4). Im
Fall der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter wurden vierzehn Proteinsequenzen eingesetzt,
von denen jeweils der vollsténdige kodierende Bereich bekannt ist: die beiden Isoformen des
plastidéren ATP/ADP-Transporters aus Arabidopsis thaliana (AATP1AL, AATP2AL), die plastidéaren
ATP/ADP-Transporter aus Raps (AATP1Bn), Kartoffel (AATP1S), Mais (AATP1Zm), der Rotalge
Galdieria sulphuraria (AATPGs) sowie die bakteriellen Nukleotid-Transporter aus Rickettsia
prowazekii (TLC1-5Rp), Chlamydia trachomatis (NPT1Ct, NPT2Ct) und Holospora obtusa (NPTHO).

Die zu untersuchenden Proteinsequenzen wurden fir die jeweilige Familie getrennt voneinander
mit den CLUSTAL W-Programm verglichen (Kapitel 2.4.6). Anhand der resultierenden Protein-
Alignments wurden fir beide Transporter-Familien die Aminosduren der entsprechenden Sequenz-
motive quantifiziert, und zwar mit welcher Haufigkeit die Aminosdure i an der Aminosaureposition x
vorzufinden ist. Da aufgrund der Gentriplikation die konservierten Sequenzmotive in den MCF-
Proteinen jeweils dreima wiederzufinden sind, wurden im Fal der MCF-Familie fur jedes
Sequenzmotiv die Triplikate zusammengefasst. Jedoch wurde das am C-Terminus vorkommende
Sequenzmotiv GK - - SGGA bei den Mitgliedern der MCF-Familie nicht berlicksichtigt. Somit wurden
im Fall der mitochondrialen Transportproteine insgesamt 87 Sequenzen fur die Berechnungen
einbezogen.

In der Abbildung 3.10 sind die prozentualen Haufigkeiten der Aminosauren dargestellt, mit der
die jeweiligen Aminosauren der drei konservierten Motive bel beiden Transporter-Familien
vorkommen. Auffallend ist, dass diese Motive der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter mit
nur wenigen Ausnahmen und mit einer hohen statistischen Signifikanz in der MCF-Familie
wiederzufinden sind. Im Fall des Sequenzmotivs GLGANVALIF/V kommen bei der MCF-Familie an
sieben von zehn Positionen identische Aminosduren mit der jeweils héchsten prozentualen Haufigkeit
vor. Dagegen weisen im Vergleich beider Familien nur zwei Aminosdurepositionen in den
entsprechenden Motiven keine Ahnlichkeiten zueinander auf. Die Berechnungen fiir das zweite Motiv
MAYPILD ergeben, dass bei den Vertretern der MCF-Familie Gber die Hélfte der Positionen mit
identischen Aminosduren besetzt sind, die dartiber hinaus mit der hochsten Wahrscheinlichkeit an
dieser Position vorzufinden dnd. Bei dem dritten Motiv weisen die MCF-Transporter bis auf zwei
Aminosaure-Insertionen zu dem nicht-mitochondrialen Sequenzmotiv identische Aminosauren auf,

wobei an vier Positionen jeweils die Aminosdure mit der hochster Haufigkeit vorkommt.
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Abb. 3.10: Die prozentualen Haufigkeiten der Aminosduren in den drei konservierten Motiven,
diein beiden Transporter-Familien vorkommen. Die identischen und &hnlichen Aminosauren sind
schwarz bzw. grau markiert. Alle Aminosduren mit einer Haufigkeit Uber 10% sind aufgefihrt.

Aminosaure-Insertionen sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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3.1.12 Erstellung eines Strukturmodells fur die M CF-Familie

Anhand eines Strukturmodells soll for die MCF-Familie die Anordnung der Sequenzmotive
GLGANVALIF/NV, AYIPLD und GKSGGA, die auch in den nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transportern hochkonserviert sind, veranschaulicht werden.

Die Abbildung 3.11 zeigt ein solches Strukturmodell fir ein hypothetisches MCF-Mitglied in
Anlehnung an ein Modell fir mitochondriale ATP/ADP-Transporterproteine nach NELSON &
DOUGLAS (1993). Das dargestellte Strukturmodell weist sechs transmembrane Doménen auf, die der
molekularen Architektur eines Monomers der MCF-Familie entspricht. Im funktionellen Zustand
jedoch bestehen die mitochondrialen Transportproteine aus zwei identischen Monomeren (Homodimer

mit 2~ 6 transmembranen a-Helices; KLINGENBERG, 1989; FIORE et al., 1998).
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Abb. 3.11: Darstellung eines hypothetischen Strukturmodells auf Grundlage eines M odells fir
mitochondriale ATP/ADP-Transporter nach NELSON & DOUGLAS (1993). Die potentiellen
transmembranen a-Helices sind in Tonnenform dargestellt. Die konservierten Sequenzmotive sind

farbig gekennzeichnet.

Die Motive GLGANVALIF/V, AYIPLD und GKSGGA kommen dreimal in den Sequenzen der
MCF-Transporter vor. Diese Sequenzmotive AYIPLD (rot) und GKSGGA (grin) befinden sich
innerhalb der transmembranen Domanen TM 1, TM 3 sowie TM 5. Dagegen lasst sich die

Aminosaureabfolge  GLGANVALIF/V zur zweiten, vierten und sechsten Transmembranhelix
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zuordnen. Auféllig ist die vorhergesagte Lage dieser Motive im Strukturmodell. So befinden sich die
Motive in den jewelligen a-helicalen Doméanen anndhernd an gleicher Position. Diese Anordnung
entspricht den sich wiederholenden, internen Sequenzbereichen der MCF-Familie. Aufgrund einer
Gentriplikation enthdlt jedes Monomer drei sehr dhnliche Sequenzabschnitte, die jeweils zwel
Transmembranhelices bilden. Zusammengesetzt ergibt sich damit ein Monomer aus sechs a-Helices
(KLINGENBERG, 1989; FIORE et al., 1998).

3.2 Molekular-genetische Analysen von nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern aus
niederen Pflanzen

Far die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Cyanophora paradoxa und Chlamydomonas

reinhardtii (AATPCp bzw. AATPCr) erfolgte eine weitere molekulare Charakterisierung.

In hoheren Pflanzen existieren die plastidaren ATP/ADP-Transporter in mehreren |soformen.
Mittels , Southern-Blot”-Analysen sollte in Vertretern der niederen Pflanzen (Algen) untersucht
werden, ob Kopien des Gens fir das entsprechende Transportprotein im Genom vorkommen (,, Multi-
copy“-Gen oder ,, Single-copy“-Gen).

Des Weiteren sollte erstmals mittels ,,Northern-Blot“-Analysen der Transkriptionsgehalt der
plastidéren ATP/ADP-Transportproteine dieser pflanzlichen Einzeller unter Berilicksichtigung des

Einflusses wechselnder Lichtbedingungen untersucht werden.

3.2.1 , Southern-Blot"-Analyse
Eine ,, Southern-Blot“-Analyse kann Auskunft geben, ob das zu untersuchende Gen im Genom des
jeweiligen Organismus as ,, Single-copy“-Gen vorkommt oder ob es sich um eine Genfamilie handelt.

Fir die Identifizierung der Kopienzahl der putativen ATP/ADP-Transportproteine (AATP) in
Vertretern der niederen Pflanzen (Algen) wurde aus Cyanophora paradoxa und Chlamydomonas
reinhardtii genomische DNA isoliert und mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten
(Kapitel 2.4.14). Die Ansétze wurden elektrophoretisch aufgetrennt und durch ,, Southern-Blotting” auf
eine inerte Membran Ubertragen (Kapitel 2.4.15). Die genomische AATP-DNA wurde durch
Hybridisierung mit einer homologen Sonde nachgewiesen. Zur Herstellung der radioaktiv markierten
Sonde wurde as DNA-,Template® das jewellige cDNA-Fragment aus Cyanophora  bzw.
Chlamydomonas eingesetzt (Kapitel 2.4.16 und 2.4.17), das mittels degenerierter Primer isoliert
werden konnte (Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5).

Bel der , Southern-Blot“-Analyse entstehen durch Spaltung der genomischen DNA fir das
jeweilige Enzym charakteristische DNA-Fragmente, wobei nur die detektiert werden, die mit der
entsprechenden AATP-Sonde hybridisieren. Dabei ist die Anzahl der Fragmente davon abhangig, wie
héufig das jeweilige Restriktionsenzym im Gen schneidet, und wieviele weitere homologe Gene im

Genom vorkommen. Demnach ergibt das Bandenmuster des Radioautogramms, das nach der
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Hybridisierung mit der homologen Sonde bei der ,, Southern-Blot"-Anayse entsteht, Hinweise auf die
Kopienzahl des AATP-Gensim Algen-Genom.

Die in Abbildung3.12 dargestellten Radioautogramme zeigen fir die AATP-Gene aus
Cyanophora paradoxa und Chlamydomonasreinhardtii nach Verdau mit den verschiedenen
Restriktionsenzymen jeweils nur eine diskrete Bande. Dies deutet daraufhin, dass bei beiden Algen das

AATP-Genim Genom dsein ,, Single-copy“-Gen in einfacher Kopienzahl vorkommt.

A B

genomische DNA aus genomische DNA aus
Cyanophora paradoxa Chlamydomonas reinhardtii
Bglll EcoRI Hincll Notl Xhol Bglll EcoRIHincll Notl Xhol

Abb. 3.12: , Souther n-Blot“ -Analyse mit genomischer DNA aus Cyanophora paradoxa (A) und
Chlamydomonas reinhardtii (B), die mit ver schiedenen Restriktionsenzymen geschnitten wurde.

Pro Spur wurde jeweils 2,5 ng genomische DNA aufgetragen.

3.2.2 ,Northern-Blot“-Analyse

Der Einfluf? wechselnder Lichtbedingungen auf den Transkriptionsgehalt des plastidaren ATP/ADP-
Transportproteins in den Algen Cyanophora paradoxa und Chlamydomonas reinhardtii wurde mittels
»Northern-Blot“-Analyse untersucht.

Hierzu wurden die entsprechenden Algen-Kulturen photoautotroph entweder bei Dauerlicht
angezogen oder durch einen 12-stindigen Licht/Dunkelrhythmus (Wechsellicht) synchronisiert
(Kapitel 2.2). Die im Licht/Dunkel-Wechsel kultivierten Algen wurden am Ende der Dunkelphase
geerntet. Aus den Algen wurde Gesamt-RNA isoliert (Kapitel 2.4.7), die anschlief3end einer
»Northern-Blot“-Analyse unterzogen wurde (Kapitel 2.4.8). Der Nachweis der AATP-mRNA erfolgte
durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde. Als ,, Template” fur die Herstellung

der homologen Sonde diente das jeweilige cDNA-Fragment aus Cyanophora bzw. Chlamydomonas
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(Kapitel 2.4.16 und 2.4.17), das mittels der degenerierten Primern isoliert werden konnte
(Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5).

In der Abbildung 3.13 sind die Radioautogramme als Ergebnis der ,,Northern-Blot“-Anaysen
dargestellt. Im Fall von Cyanophora paradoxa lasst sich unter Wechsdllicht-Bedingungen eine
diskrete Bande von etwa 2,5 kb erkennen, die der Grofze der AATP-mRNA entspricht. Dagegen ist der
AATP-mRNA-Transkriptgehalt unter Dauerlichtbedingungen wesentlich geringer, da auf dieser Hohe
nur eine schwache Bande detektiert werden konnte.

Bel der Grunalge wird eine gegensétzliche Beobachtung gemacht. Die grofiten Mengen an
AATP-mRNA akkumulieren unter Dauerlichtbedingungen, wéhrend unter Wechsellicht die AATP-
MRNA aufgrund geringer Transkriptgehalte kaum nachweisbar ist.

S RNA aus S RNA aus
Cyanophora paradoxa Chlamydomonasreinhardtii

1 2 3 4

3kb —»
——

2kb —»

Abb. 3.13: ,Northern-Blot“-Analyse mit Gesamt-RNA aus Cyanophoraparadoxa und
Chlamydomonas reinhardtii unter verschiedenen Lichtbedingungen. Die Algen-Kulturen wurden
photoautotroph bei Dauerlicht angezogen (Spurl und 3) oder durch einen 12-stindigen
Licht/Dunkelrhythmus (Spur 2 und 4) synchronisiert. Pro Spur wurden 10 ng Gesamt-RNA
aufgetragen.
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3.3 Heterologe Expression eines nicht-mitochondrialen Nukleotid-TransportersausHolospora
obtusa (NPTHo0) in Escherichia coli

Der im Zuge der Genomsequenzierung des Eubakteriums Holospora obtusa identifizierte nicht-

mitochondriale Nukleotid-Transporter (NPTHo) wurde zur biochemischen Charakterisierung in

Escherichia coli heterolog exprimiert. Mit Hilfe der Dbakteriellen Expresson sollte die

Transportfunktion des NPTHo-Proteins an intakten E.coli-Zellen analysiert werden, um zu Uberpriifen,

ob dass Protein die ihm zugeschriebene Transportaktivitét besitzt.

Die heterologe Expression von nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern aus Arabidopsis
thaliana, Rickettsia prowazekii und Chlamydia trachomatis wurde bereits im bakteriellen System
erfolgreich durchgefuhrt (TJADEN et al., 1998a; KRAUSE et al., 1985; TJADEN et al., 1999). Hierbei
wurde gezeigt, dass die heterolog exprimierten Transportproteine funktionell in die E.coli-Cyto-
plasmamembran integrieren. Auf diese Weise erlaubt dieses Expressionssystem eine biochemische
Charakterisierung der Transportproteine an den intakten E.coli-Z€llen.

Auf Grund der erfolgreichen Expression bakterieller sowie pflanzlicher Nukleotid-Transporter
zeichnet sich der E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS in Verbindung mit dem pET16b-Vektor as ein
effizientes Expressionssystem aus. Daher wurde die entsprechende kodierende DNA des nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus Holospora obtusa (NPTHO) in den Expressionsevektor
pPET16b kloniert (Kapitel 3.3.1). Nach Transformation der BL21-Zellen wurde die heterologe
Expression des NPTHo-Proteins und dessen Einbaus in die bakterielle Cytoplasmamembran
nachgewiesen (Kapitel 3.3.2). Zur biochemischen Charakteriserung des funktionell exprimierten
NPTHo-Proteins wurden an den intakten E.coli-Zellen Transportstudien durchgefihrt (Kapitel 3.3.3).

3.3.1 Herstellung des Plasmid-Konstrukts zur heter ologen Expression von NPTHo in E.coli

Zur heterologen Expression des nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus Holospora obtusa
(NPTHO) im E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS wurde der Expressionsvektor pET16b verwendet
(Kapitel 2.4.1 und 2.4.2). Die Uber die ,Multiple cloning site® (MCS) inserierte DNA steht im
PET 16b-Expressionsvektor unter der Kontrolle des T7-Promotors des gleichnamigen Bakteriophagens.
Das Gen fur die T7-RNA-Polymerase, dessen Expression durch Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
induziert werden kann, ist im BL21-Genom inseriert. Auf diese Weise wird eine gezielte Expression
des Fremdproteins ermoglicht.

Fir die NPTHo-Expression wurde der kodierende DNA-Abschnitt so hinter dem Histidin-
kodierenden Bereich des pET16b-Vektors kloniert (pNL 8; Kapitel 2.7), dass an dem exprimierten
Protein ein N-terminaer Histidin-, Tag“ angefligt wird. Ein solcher ,Tag* dient zur spezifischen
Anreicherung mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie und verandert nicht die biochemische
Eigenschaften  nicht-mitochondrialer  Nukleotid-Transporter aus Bakterien und Pflanzen
(TJADEN et al., 1998a; TJADEN et al., 1999).
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Die Abbildung 3.14 zeigt die Klonierungsstrategie fur das Kontrukt pNL 8, mit dem der E.coli-
Stamm BL21 transformiert wurde. Mittels PCR wurden die notwendigen Restriktionsschnittstellen
durch spezifische Primer eingefugt (Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5). Die korrekte Durchfiihrung der

Klonierungsschritte wurde jeweils durch Restriktions- und Sequenzanalysen kontrolliert.

PCR mit Holo-1-
und Holo-2-Primer

|

Holo-1-Primer Holo-2-Primer
(Nde I) (Xhol)
»> <
.

Z

PCR-NPTHo-DNA

RV mit Ndel
und Xho |

Ndel Xhol

PCR-NPTHo-DNA

Xbal Ncol Ndel Xhol Ligation Xbal Ncol Ndel Xho|
|ATG | (Hig)y,|

NPTHo-DNA

v

RV mit Nde | und Xho |

Abb. 3.14: Klonierungstrategie zur Herstellung des Konstruktes pNL8 zur heterologen
Expression des nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus Holospora obstusa (NPTHO0).
Zur Herstellung des Expressionskonstrukts pNL 8 wurde der kodierende Bereich des NPTHo-Proteins
mittels PCR durch die Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert (Kapitel 2.4.4.5). Als , Template" diente das
Konstrukt pNL 5, das die kodierende NPTHo-DNA enthélt. Durch die Verwendung der PCR-Primer
Holo-1 und Holo-2 (Kapitel 2.4.3; Tab. 2.5) wurden eine Nde |- und Xho |-Restriktionsschnittstelle in
das amplifizierte PCR-Produkt eingefuhrt. Nach Restriktionsverdau des erhaltenen PCR-Produktes mit
Ndel und Xho| konnte die genomische DNA ,in frame* in den mit Ndel und Xho | gedffneten
PET16b-Vektor kloniert werden (pNL 8).
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3.3.2 Nachweis der heterologen Expression von NPTHo in E.coli

Fir eine biochemische Charakterisierung des heterol og exprimierten NPTHO-Transportproteins mittels
Transportstudien an intakten E.coli-Zellen ist eine funktionelle Integration in die bakterielle
Cytoplasmamembran notwendig. Wegen des geringen Expressionsniveaus ist der Nachweis heterolog
exprimierter Membranproteine in den E.coli-Zellen erst durch eine radioaktive Markierung der
neusynthetisierten Proteine aufgrund der hohen Sensitivitét moglich. Daher sollte die bakterielle
Expression des NPTHo-Proteins mittels radioaktiver Markierung mit [*°S]-Methionin nachgewiesen
werden ([®S]-Methionin-Assay; Kapitel 2.6.2). Um dies zu erreichen, wurde das im Kapitel 3.3.1
beschriebene Expressionskonstrukt pNL 8 in dem E.coli-Stamm BL21 (DE) pLysS transformiert und
die Genexpression durch IPTG-Zugabe induziert (Kapitel 2.6). Als Kontrolle dienten induzierte BL21-
Zellen mit dem ,,leerem” pET16b-Vektor.

Der Nachweis der Integration des exprimierte NPTHo-Proteins in die E.coli-Plasmamembran
wurde nach einer Membrananreicherung ermdglicht. Die angereicherten Membranproteine wurden
anschlieffend in SDS-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 2.3.2). Das heterolog exprimierte
Protein l&sst sich durch den Einbau der radioaktiv markierten Aminoséure im SDS-Gel durch eine
abschlieffende Radioautographie detektieren.

50 kDa =P
-

Abb. 3.15: Radioautogramm der elektrophor etisch aufgetrennten Membranproteineaus BL 21-
Zellen nach [*S]-Methionin-Assay, die mit Expressionskonstrukt pNL 8 transformiert wur den.

Als Kontrolle dienten BL21-Zellen mit dem ,, leeren” Expressionsvektor pET16b.

Die Abbildung 3.15 zeigt das Radioautogramm des nach SDS-Gelel ektrophorese getrockneten
Gels. Im Vergleich zur Kontrolle ist in der Plasmamembranfraktion der NPTHo-exprimierenden
BL21-Zellen eine diskrete Proteinbande zu erkennen. Dies ist der Nachweis fir eine erfolgreiche
Integration des nicht-mitochondrialen Nukleotid- Transporters aus Hol ospora obtusa in die bakterielle
Plasmamembran. Die apparente Molekularmasse fur das NPTHo-Protein konnte auf dem SDS-Gel mit

ca. 50 kDa bestimmt werden und weicht damit von der tatsichlichen Molekularmasse (56,5 kDa) ab.
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Dieser Unterschied in den Molekularmassen ist fur Membranproteine aufgrund des hohen Anteils
hydrophober Aminoséuren nicht ungewohnlich. So besitzt das ricktettsielle Transportprotein TCL1Rp
eine tatsdchliche Molekularmasse von 56,7 kDa und erscheint in SDS-Gelen bel etwa 36,5kDa
wesentlich kleiner (Plano & Winkler, 1991).

3.3.3 Transportstudien an intakten E.coli-Zellen nach heterologer Expression von NPTHoO

Um den Einbau des heterolog exprimierten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus
Holospora obtusa (NPTHo) in die bakterielle Cytoplasmamembran zu Uberprifen, wurden
Transportmessungen an intakten induzierten E.coli-Zellen durchgefiihrt (Kapitel 2.6.4). Fir die
Transportstudien wurde der E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS verwendet und mit dem
Expressionskonstrukt pNL 8 transformiert (Kapitel 3.3.2). Die heterologe Genexpression erfolgte fir
die biochemische Charakterisierung des rekombinanten NPTHo-Proteins wie in Kapitel 2.6.4

beschrieben.

3.3.3.1 Zeitabhéngigkeit der ATP- und ADP-Aufnahme an intakten E.coli-Zdlen

Bei fast allen bislang bekannten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Pflanzen und
Eubakterien handelt es sich um ATP/ADP-Antiporter, die ausschliefdlich den Transport von ATP und
ADP ermdglichen und damit ein sehr definiertes Substratspektrum besitzen (KRAUSE et al., 1985;
MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 1998a; TJADEN et al., 1999). Lediglich das Transportprotein
NPT2 aus Chlamydia trachomatis stellt vermutlich einen Uniporter dar, der ale vier Nukleotide ATP,
CTP, GTP und UTP a's Substrate akzeptiert (TJIADEN et al., 1999).

Deshalb wurden die Transportversuche an den intakten und pNL 8-transformierten BL21-Zéellen
zunachst mit den radioaktiv markierten Nukleotiden [a *P]-ATP und [a *P]-ADP durchgefiihrt
(Kapitel 2.6.4). Die zeitabhangige ATP- bzw. ADP-Aufnahme fiir das heterolog exprimierte NPTHo-
Protein ist in Abbildung 3.16 dargestellt. Die Transportgeschwindigkeit fur ATP und ADP steigt in
den ersten zwei Minuten linear an. Nach etwa 10 Minuten strebt die Importgeschwindigkeit einem
Gleichgewicht entgegen. Die nachfolgenden Transportstudien wurden innerhalb des zeitlinearen
Bereichs durchgefihrt, um eine Unterschdtzung der Transportraten durch eine Limitierung der
Aufnahmekapazitét der E.coli-Zellen zu vermeiden.

Die Anfangsgeschwindigkeiten der [a #P]-ATP- und ADP-Aufnahme (gemessen bei zwei
Minuten) liegt in beiden Félen bei ca. 1,4 nmol ATP bzw. ADP - mg ™ Protein. Die nicht-induzierten
Kontrollen nehmen im Vergleich zu den induzierten kaum radioaktiv markiertes ATP bzw. ADP auf,

was eine von der Induktion abhangige Nukleotid-Aufnahme bestétigt.
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Abb. 3.16: Zeitabhangigkeit der [a *P]-ATP- und [a **P]-ADP-Aufnahme in intakte E.coli-
Zellen des Stammes BL 21 (DE3) pL syS, die mit dem Expressionskonstrukt pNL 8 transformiert
wurden. Dieinduzierten (+IPTG) Zellen wurden (A) in Anwesenheit von 50 mM [a *P]-ATP und (B)
in Anwesenheit von 50 "M [a *P]-ADP fir die angegebenen Zeiten bei 30°C inkubiert. Die
dargestellten Werte représentieren den Mittelwert aus Triplikaten. Als Kontrolle dienten nicht-
induzierte (- IPTG) BL21-Zellen mit dem Expressionskonstrukt pNL 8.
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3.3.3.2 Einflul’ ver schiedener Effektoren auf die ATP-Aufnahme

Zur Untersuchung der Substratspezifitdt des NPTHo-Proteins wurde der Effekt verschiedener
Metabolite auf die ATP-Aufnahme anaysiert. Damit sollte Uberprift werden, ob der nicht-
mitochondriale Nukleotid-Transporter aus Holospora obtusa weitere Nukleotide oder auch andere
Metabolite as mdgliche Transportsubstrate akzeptiert. Auf3erdem sollte der Einflufd von CCCP als
Entkoppler des pH-Gradienten Uber die E.coli-Membran untersucht werden. Der Anlald fur diese
Untersuchung ist das NPT2-Protein aus Chlamydia trachomatis, bei dem abweichende
Substratspezifitdten beobachtet werden konnten (TJADEN et al., 1999).

Die Transportversuche wurden an den intakten und pNL 8-transformierten BL21-Zellen mit
dem radioaktiv markierten Nukleotid [a *P]-ATP durchgefiihrt (Kapitel 2.6.4). Die potentiellen
Inhibitoren wurden in 5facher Konzentration gegentiber der ATP-Konzentration eingesetzt, CCCP
wurdein einer Konzentration von 50 mM zugegeben.

Das Saulendiagramm in Abbildung 3.17 fasst die Ergebnisse der Inhibitor-V ersuche zusammen.
Die ATP-Aufnahme des NPTHo-Proteins wird nur durch ADP deutlich gehemmt, da die Transportrate
auf ca. 35% gemindert wird. Die anderen getesteten Nukleotide und Metabolite haben keinen
signifikanten inhibitorischen Effekt. Auch zeigt der Abbau des pH- und Ladungsgradienten durch
CCCP keinen subtantiellen Einfluld auf die ATP-Aufnahme durch das NPTHo-Protein. Somit weist
das NPTHo-Protein in Ubereinstimmung mit den nicht-mitochondrialen ATP/ADP-Transporter, und
mit Ausnahme des NPT2-Proteins aus Chlamydia trachomatis, kein differentes Substratspektrum auf.
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Abb. 3.18: EinfluR verschiedener Effektoren auf die [a *P]-ATP-Transportrate nach
heterologer Expression von NPTHo in BL 21-Z€ellen. Dieinduzierten Zellen wurden in Anwesenheit
von 50 mMl [a ®P]-ATP fur 2Minuten bei 30°C inkubiert. Die dargestellten Werte repréasentieren den
Mittelwert aus Triplikaten. Die Effektoren sind in 5-facher Konzentration gegeniiber ATP eingesetzt.
Der Entkoppler CCCP wurde in einer Konzentration von 50 mM bzw. 500 mM zugegeben. Die
Kontrolle ohne Effektoren ist auf 100 % gesetzt.
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3.3.3.3 Bestimmung der apparenten Ky - und Vypa-Werte fir ATP und ADP

Um die Affinitét des Transportproteins NPTHo zu seinen Substraten ATP und ADP zu analysieren,
wurde die Abhangigkeit der ATP- bzw. ADP-Aufnahme von steigenden Substratkonzentrationen
ermittelt. Die Transportversuche wurden an den intakten und pNL 8-transformierten BL21-Zellen mit
den radioaktiv markierten Nukleotiden [a *P]-ATP und [a *P]-ADP durchgefiihrt (Kapitel 2.6.4).

Die Abbildung 3.18 zeigt, dass die ATP- bzw. ADP-Aufnahme in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt. Aus dieser Darstellung geht hervor, dass
bei einer ATP-Konzentration von etwa 280 nmol ATP-mg ™ Protein - h™* die ATP-Aufnahme
apparent geséttigt erscheint. Die ADP-Aufnahme erreicht bei einer ADP-Aufnahme von etwa
250 nmol ADP - mg ™ Protein - h ** den geséttigten Bereich.

Die doppelt-reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk erlaubt die Berechnung der Ky- und
Vmax-Werte fir die Substrate ATP und ADP. Die kinetischen Daten fir das NPTHo-Protein sind den
bereits ermittelten Daten nicht-mitochondrialer ATP/ADP-Transporter aus Pflanzen und Bakterien in
der Tabelle3.2 gegenlbergestellt. Dabel wurde das NPT2-Transportprotein aus Chlamydia
trachomatis nicht berticksichtigt, da es sich nicht um einen ATP/ADP-Antiporter handelt, sondern um
einen Nukleotid-Uniporter, der die vier Nukleotide ATP, CTP, GTP und UTP vermutlich im Symport
mit Protonen transportiert (TJADEN et al., 1999).

Tab. 3.2: ApparenteKy- und Vma-Wertedes NPTHo-Proteinsim Vergleich mit den bakteriellen
und pflanzlichen Nukleotid-Transportern. Die Ky- bzw. Via-Werte der aufgefiinrten Nukleotid-
Transporter wurden in einer Séttigungskinetik im heterologen Expressionssystem an intakten E.coli-
Zellen bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten. Die Ky-

Werte sind in mM, die Vima-Werte in nmol ATP bzw. ADP - mg ™ Protein - h " angegeben.

AATPIAt  AATP2At  AATPLS TLC1Rp NPT1 Ct NPT Ho

Ku (ATP) 17 22 25 75 8 300
VinalATP) 28 7 100 270 370 285
Kv (ADP) 12 20 20 50 39 340
Vmad ADP) 80 24 200 350 625 250

Das NPTHo-Protein besitzt wie das Transportprotein  NPT2Ct, Uberraschend geringe
Substrataffinitéten, wobei die Affinitdt zu ATP geringfugig hoher als zu ADP ist (Ky-Wert fir ATP =
300 mM; Ky-Wert fir ADP = 340 miM). Im Vergleich dazu zeichnen sich die anderen Nukleotid-
Transporter durch Ky-Werte fir beide Substrate aus, die im Bereich von 10 bis 50 mM liegen
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(Tab. 3.2). AuRRerdem weisen die Ubrigen Transportproteine stets eine hohere Affinitét fur ADP asfir
ATP auf. Ein weiterer Unterschied liegt in der maximalen Transportgeschwindigkeit, die fir ADP bis
zu dreima hoher als fir ATP ist. Dagegen transportiert das NPTHo-Protein beide Substrate mit

anndhernd gleicher Geschwindigkeit.
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Abb. 3.18: Abhé&ngigkeit der [a **P]-ATP-und [a **P]-ADP-Aufnahme von steigenden Substrat-
konzentrationen in intakte BL 21-Zellen, die mit dem Expressionskonstrukt pNL 8 transformiert
wurden. Die IPTG-induzierten E.coli-Zellen wurden fur 2 Minuten bei 30°C mit den angegebenen
Konzentrationen an [a *P]-ATP bzw. [a *P]-ADP inkubiert. Die dargestellten Werte représentieren
jeweils den Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten. Einschub: Lineweaver-Burk-Darstellung
der jeweiligen ATP- und ADP-Aufnahme. (A) ATP-Aufnahme: Der resultierende Ky-Wert betrégt
300 MM und der Vu-Wert liegt bei 285 nmol ATP* mg ™ Protein - h ™. (B) ADP-Aufnahme: Der
resultierende Ky-Wert betragt 340 mM und der Vma-Wert liegt bei 250 nmol ATP * mg ™ Protein - h ™.
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3.3.3.4 Analyse eines , Counter-exchange” -M echanismus mit Hilfe von Efflux-Versuchen

Fir die bislang charakterisierten ATP/ADP-Transporter aus Pflanzen und Bakterien (mit Ausnahme
von NPT2Ct) konnte gezeigt werden, dass ihre Substrate in einem striktem Gegentausch-M echanismus
(» Counter-exchange") transportiert werden. Mit Hilfe von Efflux-V ersuchen sollte untersucht werden,
inwieweit der Transport von ATP und ADP bei dem NPTHo-Protein ebenfalls nach diesem
Mechanismus erfolgt (Kapitel 2.6.4).

Bei den Efflux-Versuchen wurden zunéchst die mit dem Expressionskonstrukt transformierten
und IPTG-induzierten BL21-Z€llen , vorbeladen”, indem die Bakterienzellen fir eine vorgegebene
Zeitspanne mit [a #P]-ATP bzw. [a ®P]-ADP inkubiert wurden. Die Vorbeladung fuhrt zur
Aufnahme des jeweiligen radioaktiv markierten Nukleotids, vermittelt durch das heterolog exprimierte
NPTHo-Transportprotein. Der Export der Nukleotide aus den E.coli-Zellen sollten im Falle eines
Gegentausch-Mechanismus abhangig sein von der Présenz des auf3en angebotenen Gegentausch-
substrats. Um diesen Transportmechanismus zu Uberprifen, wurden den vorbeladenen BL21-Zellen
die Nukleotide ATP und ADP as Gegentauschsubstrate angeboten. Als Kontrolle wurde der Efflux
ohne Gegentauschsubstrate in Kaliumphosphat- bzw. HEPES-Puffermedium analysiert.

Mittels einer dinnschichtchromatographischen Auftrennung wurden die exportierten, radioaktiv
markierten [a *P]-Nukleotide detektierbar. Da die intakten E.coli-Zellen die importierten Nukleotide
verstoffwechseln kdnnen, kann auf dieser Weise festgestellt werden, ob es sich bei der exportierten
Radioaktivitdt um radioaktives ATP oder ADP handelt. Der Anteil der exportierten Nukleotide konnte
anschlief?end im Szintillationsz&hler quantifiziert werden.

Als Vergleich wurden ebenfalls Efflux-Versuche fir den plastidaren ATP/ADP-Transporter aus
Arabidopsis thaliana AATP1At durchgefuhrt. Fir die heterologe Expression des AATP1At wurde der
E.coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS und das Expressionskonstrukt pET 6 verwendet (TJADEN et al.,
1998a). Aus den Radioautogrammen des AATPI1At-Proteins ist ersichtlich (Abb. 3.19), dass as
radioaktives Nukleotid sowohl ATP als auch ADP im Gegentausch mit ATP bzw. ADP exportiert
wird. Der grofite Anteil an radioaktiven Nukleotiden erscheint jedoch als ADP, woraus sich sowohl fir
die ATP- as auch fir ADP-Vorbeladung ein ATP/ADP-Verhdltnis von etwa 0,07 bis 0,17 ergibt
(Tab. 3.3). Bei den Efflux-Experimenten ohne Gegentauschsubstrat wurde sowohl in Kaliumphosphat-
as auch in HEPES-Puffermedium weder ATP noch ADP exportiert. Die geringen ADP-
Kontaminationen im Kaliumphosphat-Puffermedium lassen sich eventuell auf unsauberes Waschen
der E.coli-Zellen nach der ADP-V orbeladung zurtickfihren.

Die DC-Andyse fir das NPTHo-Protein fuhrt dagegen zu abweichenden Ergebnissen
(Abb. 3.20). Sowohl bei der ATP- als auch bei der ADP-Vorbeladung stimulieren ATP und ADP als
Gegentauschsubtrate ausschliefdlich den ADP-Export, nicht aber ATP-Export. Dieses Ergebnis geht
aus dem ATP/ADP-Verhdltnis von ungefdhr 0,01 deutlich hervor, was einer ATP-Exportrate von
einem Prozent entspricht (Tab. 3.3). Ohne Gegentauschsubstrat wird bei den Efflux-Experimenten
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auch nur ADP als radioaktives Nukleotid freigesetzt, jedoch nur in Kaliumphosphat-Puffermedium.

Damit weist der nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter aus Hol ospora obtusa vermutlich einen
bisher unbekannten Transportmechanismus auf.

A

Efflux nach Vorbeladung mit [a32P]-ATP

ADP—p . .

ATP —>
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Abb. 3.19: Radioautogramm des Efflux-Experiments mit AATP1At, das die Auftrennung von
radioaktiv markiertem ATP und ADP mittels Duinnschichtchromatographie zeigt. Die
induzierten E.coli-Zellen mit dem Expressionskonstrukt pET6 wurden fur 2 Minuten mit 100 mv
[a 2P]-ATP (A) bzw. [a *P]-ADP (B) vorbeladen. Die Efflux-Versuche erfolgten fiir 2 Minuten mit
den Gegentauschsubstraten ATP und ADP (jeweils 500 nM) sowie in Gegenwart von 50 mM

Kaiumphosphat- bzw. HEPES-Puffermedium (pH 7,2). Nach Zentrifugation der Bakterienzellen
wurde der Uberstand mittels Duinnschichtchromatographie aufgetrennt.
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Abb. 3.20: Radioautogramm des Efflux-Experiments mit NPTHo, das die Auftrennung von

radioaktiv markiertem ATP und ADP mittels Dunnschichtchromatographie zeigt. Die

induzierten E.coli-Zellen mit dem Expressionskonstrukt pNL 8 wurden fir 2 Minuten mit 100 mvi
[a ¥P]-ATP (A) bzw. [a #P]-ADP (B) vorbeladen. Die Efflux-Versuche erfolgten fir 2 Minuten mit
den Gegentauschsubstraten ATP und ADP (jeweils 500 nM) sowie in Gegenwart von 50 mM
Kaiumphosphat- bzw. HEPES-Puffermedium (pH 7,2). Nach Zentrifugation der Bakterienzellen

wurde der Uberstand mittels Duinnschichtchromatographie aufgetrennt.
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Tab. 3.3: Diebei den Efflux-Experimenten erhaltenen ATP/ADP-Verhéltnissefir dasAATP1At-
und NPTHo-Protein. Der Anteil der exportierten, radioaktiv markierten Adenylate wurde nach der
DC-Anayse im Szintillationszahler quantifiziert, aus dem das jeweilige ATP/ADP-Verhdtnis ermittelt

wurde.

Efflux nach Vorbeladung mit [a3*P]-ATP
ATP/ADP-Verhdltnis ATP ADP KH,PO4 HEPES
AATP1AL 01 0,07 - -
NPTHo 0,009 0,014 0,011 -

Efflux nach Vorbeladung mit [a*P]-ADP
ATP/ADP-Verhdltnis ATP ADP KH,PO4 HEPES
AATP1AL 0,17 0,16 01 -
NPTHo 0,014 0,017 0,014 -

3.3.3.5 Analyse der Nukleotid-Verteilung in den E.coli-Zellen nach der ATP- bzw. ADP-
Vorbeladung

Es sollte Uberpriift werden, ob sich die abweichenden Efflux-Ergebnisse im Fall des NPTHo-Proteins

eventuell durch ein verandertes Nukleotid-Verhaltnis in den Bakterienzellen erklaren |&sst oder ob es

sich hierbei um einen Transporter-bedingten Effekt handelt (Kapitel 3.3.3.4).

Da intakte E.coli-Zellen aufgenommenes ATP bzw. ADP verstoffwechseln kdnnen, erfolgte
eine Untersuchung, zu welchen Anteilen beide Nukleotide in den Bakterienzellen nach der
Vorbeladung mit radioaktiv markiertem ATP bzw. ADP vorliegen. Diese Analyse wurde sowohl mit
den AATP1AL- als auch mit den NPTHo-exprimierenden E.coli-Zellen durchgefiihrt.

Dazu wurden die E.coli-Zellen zunéchst mit den radioaktiv markierten Nukleotiden vorbel aden,
zur Entfernung der nicht aufgenommenen Radioaktivitét gewaschen und schliefflich bei 95°C
abgetttet. Das Bakterienlysat wurde schliefdlich auf DC-Platten aufgetragen. Auf diese Weise konnten
die im Zuge der Vorbeladung importierten Nukleotide mittels Dunnschichtchromatographie
identifiziert werden.

Das Radioautogramm zeigt die Auftrennung der radioaktiv markierten Nukleotide durch eine
Dunnschichtchromatographie. Hieraus wird deutlich, dass die AATP1AL- und NPTHo-exprimierenden
E.coli-Zellen anndhernd das gleiche ATP/ADP-Verhdltnis aufweisen (Abb. 3.21). In beiden Féllen
liegt sowohl nach ATP- as auch ADP-Vorbeladung etwa 1,3-mal mehr ADP as ATP in den E.coli-
Zéellen radioaktiv markiert vor.
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Abb. 3.21: Radioautogramm der  dunnschichtchromatographischen Auftrennung der
Nukleotide, die das ATP/ADP-Verhéltnisin den E.coli-Zellen nach Vorbeladung mit radioaktiv
markiertem ATP bzw. ADP zeigt. Die induzierten E.coli-Zellen mit den Expressionskonstrukten
PET 6 bzw. pNL 8 wurden fir 2 Minuten mit 100 Ml [a *P]-ATP- bzw. -ADP vorbeladen. Nach
Entfernung der nicht aufgenommenen Radioaktivitét wurden die Bakterien bei 95°C fur SMinuten

abgetGtet. Ein Aliquot des Bakterienlysats wurde mittel s Dinnschichtchromatographie analysiert.

3.3.3.6 Einflu von Kaliumphosphat auf die ATP- bzw. ADP-Aufnahme
Um den bei den Efflux-Versuchen des NPTHo-Proteins beobachteten Phosphat-Effekt néher zu
untersuchen (Kapitel 3.3.3.4), wurde die ATP- bzw. ADP-Aufnahme (Influx) an NPTHo-
exprimierenden E.coli-Zellen in Gegenwart von Kaliumphosphat- bzw. HEPES-Puffermedium
durchgefiihrt. Die Transportversuche erfolgten an den intakten pET 6- bzw. pNL 8-transformierten
BL21-Zellen mit [a ZP]-ATP (Kapitel 2.6.4).

Aus der Abbildung 3.22 ist ersichtlich, dass die ATP-Transportrate des NPTHo-Proteins sowohl
im Kaliumphosphat- as auch im HEPES-Puffermedium anndhernd gleich ist. Dagegen ist die ADP-
Transportrate im 50 mM HEPES-Puffermedium deutlich gemindert.
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Abb. 3.22: Einflu3 von Kaliumphosphat- und HEPES-Puffermedium (pH 7,2) auf die ATP-
Aufnahme (A) bzw. ADP-Aufnahme (B) von NPTHo. Die induzierten E.coli-Zellen mit dem
Expressionskonstrukt pNL 8 wurden in Anwesenheit von 50 mM [a *P]-ATP bzw. [a *P]-ADPin
50 mM Kaliumphosphat- oder HEPES-Puffermedium (pH 7,2) fir die angegebenen Zeiten inkubiert.
Die dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert aus Triplikaten.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist es, zur Aufkldrung der Evolution plastidarer und eubakterieller
Nukleotid-Transporter beizutragen, deren Entstehung bislang noch véllig ungekléart ist. Aufgrund
biochemischer und molekularer Eigenschaften fasst man die in Plastiden hoherer Pflanzen
(Spermatophyta) und in obligat intrazellul&ren, bakteriellen Endoparasiten identifizierten Proteine zur
Familie der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter zusammen. Unter Verwendung molekular-
biologischer Methoden und Computer-gestiitzter Analysen konnten weitere, bisher unbekannte
homologe Transportproteine in verschiedenen Pro- und Eukaryoten nachgewiesen werden. In
Kapitel 4.1 wird das Vorkommen und die verwandtschaftliche Beziehung (Phylogenie) dieser
Transporter innerhalb der Organismenreiche diskutiert. Dartiber hinaus kann eine eventuelle evolutive
Verbindung mit den Transportern der ,,Mitochondrial Carrier Family* (MCF) hergestellt werden, aus
der sich die evolutive Entstehung nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter ableiten l&asst. Im
anschlieffenden Kapitel 4.2 werden die molekularen Charakteristika nicht-mitochondrialer Nukleotid-
Transgporter in eukaryotischen Algen (niedere Pflanzen) eingehender betrachtet. Ferner werden in
Kapitel 4.3 die biochemischen Eigenschaften eines nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus
Holospora obtusa vorgestellt, der vermutlich einen bisher unbekannten Transportmechanismus

aufweist.

4.1 Evolution nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter

Bislang konnten in einigen Plastiden hoherer Pflanzen sowie in zwei intrazelluléren Eubakterien
Nukleotid-Transporter identifiziert werden, deren Aminosiuresequenz signifikante Ahnlichkeiten
aufweisen. Diese Proteine besitzen jedoch keine substantiellen Gemeinsamkeiten zu den
mitochondrialen Nukleotid-Transportern der MCF-Familie (WINKLER & NEUHAUS, 1999).

Aufgrund des weiten phylogenetischen Abstandes zwischen Pflanzen und Eubakterien ist die
Sequenzverwandtschaft dieser nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter bemerkenswert. Um den
evolutiven Zusammenhang der vermutlich miteinander verwandten Transportproteine zu verstehen, war
das Ziel dieser Arbeit, weitere homologe Proteine in den verschiedenen Organismen zu identifizieren

und zusammen mit den bisher bekannten Transportern die Entstehung dieser Familie zu rekonstruieren.

4.1.1 Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter

Fir die Untersuchung zum Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter wurden aus
evolutiver Sicht interessante Vertreter der Pro- und Eukaryoten ausgewahlt. Auf diese Weise konnte fir
eine molekularbiologische bzw. Computer-gestiitzte Analyse ein weites Spektrum der Organismen-
reiche abgedeckt werden (Kapitel 3.1).
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Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter innerhalb der Eukaryoten

Das Reich der Eukaryoten umfasst sowohl einfache heterotrophe Organismen (Protisten und Protozoen)
als auch vielzellige Organismen mit wesentlich komplexeren Strukturen und Funktionen, zu denen die
Pilze, Tiere und Pflanzen gezdhlt werden. Im Rahmen der Arbeit wurde umfassend untersucht,
inwiefern der nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter in alen Abteilungen der Eukaryoten
verbreitet ist (Kapitel 3.1).

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur in den hoheren Pflanzen Arabidopsis, Raps, Kartoffel und
Mais DNA-Sequenzen bekannt, die fir einen nicht-mitochondrialen, plastidaren Nukleotid-Transporter
kodieren (KAMPFENKEL et al., 1995; TJADEN et al., 1998a; MOHLMANN et al., 1998; NEUHAUS,
unverdffentlicht). Mittels |, Targeting“-Experimente an isolierten Plastiden konnte eindeutig
nachgewiesen werden, dass das in-vitro-synthetisierte pflanzliche Transportprotein in der inneren
Hullmembran der Plastiden lokalisiert ist (NEUHAUS et al., 1997). Bezlglich der physiologischen
Funktion wird angenommen, dass der plastidare Transporter den ATP-Import, im strikten Gegentausch
mit ADP, in die Plastiden katalysiert (HELDT, 1969; MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 19983). So
haben NEUHAUS & EMES (2000) postuliert, dass vermutlich alle hoheren Pflanzen (Spermatophyta)
einen plastidaren ATP/ADP-Transporter besitzen, um die Plastiden mit ausreichend Energie in Form
von ATP zu versorgen.

In dieser Arbeit wurden weitere, bisher unbekannte homologe Transportproteine in héheren
Pflanzen, und zwar innerhalb der Angiospermen identifiziert (Kapitel 3.1.3; Tab. 3.1). Die
Angiospermen (Bedecktsamer) lassen sich in die Klassen Magnoliopsida (niedere Dikotylen),
Dicotyledoneae (hohere Dikotylen) und Monocotyledoneae untergliedern (SOLTIS et al., 1998).
Insgesamt weist diese Abteilung, zu der die meisten Nutz- und Kulturpflanzen angehoren, die grofdte
Artenfille auf. Daher stehen fir zahlreiche Mitglieder dieser Abteilung Sequenz-Informationen durch
entsprechende EST- und Genom-Projekte zur Verfligung, die in der vorliegenden Doktorarbeit als
Grundlage zur Analyse genutzt wurden.

Es konnten in verschiedenen Familien der dikotylen Pflanzen DNA-Fragmente fir putative
plastiddre ATP/ADP- Transporter identifiziert werden (siehe Anhang; Kapitel 7.2). Neben der Kartoffel
(Solanum tuberosum) as Nachtschattengewachs (Solanaceae) existiert auch in der Tomate
(Lycopersicon esculentum) ein homologes Transportprotein. Des Weiteren liegen fur die Fabaceen
Medicago truncatula (Hopfenklee), Lotus japonicus (Hornklee) sowie Sojabohne (Soja hispida) DNA-
Sequenzen vor, die fur einen plastidaren ATP/ADP-Transporter kodieren. Ebenfalls konnte fir die echte
Pfefferminze (Mentha piperita), die zur Familie der Lamiaceen (Lippenblitler) gehort, und fir die
»Mittagsblume® Mesembryanthemum crystallinum, die sich durch einen Salz-induzierbaren CAM-
Stoffwechsel (,Crassulacean Acid Metabolism®) auszeichnet, auf molekularer Ebene nachgewiesen
werden, dass sie ein homologes Protein besitzen. Auch in monokotylen Pflanzen wurden homologe
DNA-Sequenzen identifiziert, die vermutlich fir einen plastidéren ATP/ADP-Transporter kodieren:

Hordeumvulgare (Gerste), Sorghum bicolor (Hirse), Oryza sativa (Reis) und Triticum aestivum
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(Weizen). Alle diese Vertreter sind wichtige Kulturpflanzen und ordnen sich in die Familie der Poaceen
ein (siehe Anhang; Kapitel 7.2).

Dartiber hinaus konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass die Existenz plastidérer ATP/ADP-
Transporter nicht nur auf héhere Pflanzen beschrankt ist, sondern dass auch niedere Pflanzen (Algen)
einen entsprechendes Protein besitzen (Tab. 3.1). Aufgrund ihrer urspringlicheren Entstehung ist die
Analyse der Algen fur die Evolution dieser Transporter-Familie von grof’em Interesse. In
reprasentativen Vertreter der Glaukophyta, Chlorophyta, Rhodophyta und Heterokontophyta wurden
bislang unbekannte DNA-Teilsequenzen fur putative plastidéare ATP/ADP-Transporter auf molekularer
Ebene entdeckt (siehe Anhang; Kapitel 7.2).

Als Vertreter der Glaukophyta wurde in Cyanophora paradoxa ein cDNA-Fragment eines
putativen plastididren ATP/ADP-Transporters nachgewiesen (siehe Anhang; Kapitel 7.2.2). Die Familie
der Glaukophyta werden als die urspringlichsten Algen angesehen, da sie sich durch einen zum
Cyanobakterium ahnlichen Plastiden mit einer rudimentéren prokaryotischen Zellwand aiszeichnen
(LOFFELHARDT & BOHNERT, 1994). Auch Grinalgen (Chlorophyta) besitzen als unmittelbare V orléufer
der hoheren Pflanzen (BHATTACHARYA & MEDLIN, 1998) einen plastidaren ATP/ADP-Transporter.
Eine entsprechende kodierende DNA-Sequenz konnte sowohl in Chlamydomonas reinhardtii alsauchin
Dunaliella salina nachgewiesen werden (siehe Anhang; Kapitel 7.2.1und 7.2.3). Auf molekularer
Ebene wurde ebenfdls ein putativer plastidarer ATP/ADP-Transporter in der Kieselalge
Odontella sinensis identifiziert (siehe Anhang; Kapitel 7.2.10). Diese zur den Heterokontophyta
gehdrende Alge weist, wie alle anderen Mitglieder dieser Abteilung, komplexe Plastiden auf, deren
Entstehung auf eine sekundére Endosymbiose zurtickzufiihren ist (MAIER, 1996). Des Weiteren wurde
in einem Vertreter der Rotalgen (Rhodophyta), Porphyra yezoensis, ein cDNA-Sequenzabschnitt
isoliert, der vermutlich fir einen plastidéren ATP/ADP-Transporter kodiert (siehe Anhang;
Kapitel 7.2.12). Aus der thermoacidophilen Rotalge Galdieria sulphuraria wurde bereits zuvor ein
homol oges Transportprotein im Rahmen einer Diplomarbeit molekular und biochemisch charakterisiert
(STAMME, 1999).

Die weite Verbreitung des plastiddren ATP/ADP-Transporters innerhalb der niederen und
hoheren Pflanzen legt somit den Schluss nahe, dass im gesamten Pflanzenreich und damit auch in den
bisher nicht analysierten Moosen (Bryophyta), Farnen (Pteridophyta) und Gymnospermen (Nacktsamer)
homologe Proteine existieren. Darliber hinaus wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit zahlreiche
Genom- und EST-Sequenzdatenbanken von einzelligen Eukaryoten sowie von Pilzen, Tieren und dem
Menschen andysiert (Kapitel 2.5). So konnten auferhalb des Pflanzenreichs keine weiteren
Transportproteine in Eukaryoten identifiziert werden, die zu dieser Familie signifikante Ahnlichkeiten
aufweisen. Daraus l&sst sich folgern, dass es sich bei dem plastidaren ATP/ADP-Transporter um ein
Pflanzen-spezifisches Protein handelt und innerhalb der Eukaryoten ausschliefdlich auf Plastiden-haltige

Organismen beschrankt igt.
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Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter innerhalb der Prokaryoten

Aufgrund der Existenz nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter in einigen intrazelluldren Bakterien
wurde das V orkommen von weiteren Sequenzhomol ogen innerhalb der Prokaryoten untersucht, die sich
in Archae- und Eubakterien unterteilen (Kapitel 3.1).

Fir diese Analyse standen innerhalb der Archaebakterien die vollstandigen Sequenz
informationen von drei archealen Genomen zur Verfigung (Kapitel 2.5; Tab. 2.5). In den Genomen der
methanogenen Methanobacterium ther moautotr ophi cum und Methanococcus jannaschii, sowiein dem
Genom des hyperthermophilen Archaeoglobus fulgidus wurden keine entsprechenden DNA-Sequenzen
gefunden, die fir einen nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter kodieren.

Innerhalb der Eubakterien waren zu Beginn der Arbeit nur die nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter der intrazelluldren, humanpathogenen Eubakterien Rickettsia prowazekii  und
Chlamydia trachomatis bekannt (WILLIAMSON et al., 1989; TJADEN et al., 1999). Diese obligaten Endo-
parasiten besitzen ein relativ kleines Genom von nur etwa 1Mb, das jeweils vollsténdig sequenziert
wurde (ANDERSON &t al., 1998; STEPHANS &t al., 1998).

Das Genom von Rickettsia prowazekii enthédlt insgesamt funf homologe Strukturgene, die fir
nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter (TLC1-5Rp) kodieren (STEPHANS et al., 1998). Bisher
wurde lediglich das TLC1Rp-Protein im bakteriellen Expressionsystem funktionell charakterisiert, bei
dem es sich um einen ATP/ADP-Antiporter handelt (PLANO & WINKLER, 1991). Im Genom von
Chlamydia trachomatis wurden dagegen nur zwei Gene fiir nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter
entdeckt, deren Transporteigenschaften nach heterologer Expression in Escherichia coli untersucht
wurden (STEPHANS et al., 1998; TJADEN et al., 1999). Das NPT1Ct-Protein katalysiert, wie der
rickettsielle und alle plastidéren Transporter, einen Austausch von ATP und ADP, wéhrend NPT2Ct als
Netto-Importer fir GTP, UTP, ATP und CTP fungiert. Vermutlich ist diese Nukleotid-Aufnahme mit
einem einwartsgerichteten Protonengradienten energetisiert (TJADEN et al., 1999).

Durch den Besitz eines ATP-Transportsystems sind Rickettsia prowazekii und Chlamydia
trachomatis in der Lage, ATP zu importieren und den cytosolischen ATP-, Pool” der eukaryotischen
Wirtszelle auszubeuten. Sie werden daher as , Energieparasiten” bezeichnet, obwohl ihre Genome fir
Enzyme kodieren, die an einer ATP-Synthese mittels Substratkettenphosphorylierung bzw. oxidative
Phosphorylierung beteiligt sind (ANDERSSON, 1998b; ILIFFE-LEE & MCCLARTY, 1999). Es wird
angenommen, dass ihre eigene ATP-Synthese nicht zum Uberleben ausreicht (STEPHANS et al., 1998).
Darlber hinaus sind Rickettsia prowazekii und Chlamydia trachomatis auf den Import von allen anderen
Nukleotiden angewiesen (Ausnahme: Chlamydia ist in der Lage, CTP und UTP de novo zu
synthetisieren). In beiden Genomen ist das Gen flr das ubiquitére Enzym Phosphoribosyl pyrophosphat-
Synthase nicht vorhanden, welches eine zentrale Rolle im Nukleotidstoffwechsel von Pro- und
Eukaryoten besitzt (ANDERSSON et al., 19983, STEPHANS et al., 1998). Chlamydien und Rickettsien
konnen demnach ihre eigene RNA- bzw. DNA-Synthese nur durch die Aufnahme von Nukleotiden aus
dem Cytosol der Wirtszelle bewerkstelligen (ANDERSSON, et al., 1998a; STEPHANS et al., 1998). Dieser
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Nukleotid-Import wird in Chlamydia trachomatis vermutlich durch das NPT2Ct-Protein katalysiert
(TJADEN et al., 1999), wahrend fir Rickettsia prowazekii eine solche Transportfunktion unter den vier
homologen Nukleotid-Transportern (TLC2-5Rp) bislang noch nicht nachgewiesen werden konnte
(H. H. Winkler, University of South Alabama, personliche Mitteilung).

Da ATP und alle anderen Nukleotide — im Gegensatz zu den meisten Nahrstoffen — nicht im
Aulenmedium verflgbar sind, geht man derzeit davon aus, dass Nukleotid-Transportproteine bei
Prokaryoten ausschliefdlich auf obligat endosymbiontisch bzw. endoparasitisch Iebende Bakterien
beschrénkt sind (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Diese Annahme wird in der vorliegenden Doktorarbeit
anhand zahlreicher Genomanalysen verschiedener Eubakterien bestétigt. In freilebenden Eubakterien
konnten keine homologen Transportproteine nachgewiesen werden (Kapitel 2.5; Tab. 2.8). Alle im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter existieren in
intrazellulédren Eubakterien. Es konnten erstmals homologe DNA-Sequenzen aus verschiedenen
obligaten Endosymbionten einfacher Protozoen bzw. aus einem pflanzenpathogenen Endoparasiten
isoliert werden (Kapitel 3.1). Es ist festzuhalten, dass ein solches Transportsystem nicht in alen
Eubakterien vorkommt, die als Symbionten oder Parasiten strikt intrazellulér leben, sondern
offensichtlich auf wenige Gruppen beschrénkt ist.

In Kooperation mit Dr. F. Lang (University of Montreal) und Dr.J. Kusch (Universitét
Kaiserdautern) wurden DNA-Sequenzen aus den obligaten Endosymbionten Holospora obtusa bzw.
Caedibacter caryophila identifiziert, die fir einen putativen nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter kodieren. Diese Eubakterien leben im Makronukleus des Pantoffeltierchens Paramecium
caudatum und gehoren innerhalb der a-Proteobakterien zur Ordnung Rickettsiales (SPRINGER et al.,
1993; AMANN et al., 1991).

Mittels Fuoreszenzin-situ-Hybridisierung (FISH) konnten verschiedene bakterielle Endo-
symbionten in freilebenden Amdben der Gattung Acanthamoeba nachgewiesen werden
(FRITSCHE et al., 1999; FRITSCHE €t al., 2000; FRITSCHE, unverdffentlicht). Eine 16S-rRNA-Anayse
ergab, dass es sich bei den bislang unbekannten, intrazelluldren Endosymbionten um ein Rickettsia-
verwandtes Bakterium (C36), zwei Caedibacter-verwandte Bakterien (HN3 und ET39) sowie ein
Chlamydia-verwandtes Bakterium (TUMEL) handelt. Diese vier Endosymbionten besitzen ebenfalls
nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter. Die entsprechenden DNA-Sequenzen wurden in
K ooperation mit der Gruppe von Dr. M. Wagner (Technische Universitdt Minchen) isoliert.

Innerhalb der Ordnung Rickettsiales konnte vor kurzem der erste phytopathogene Parasit
identifiziert werden (DAviSet al., 1998). Dieser obligate Endoparasit verursacht in der Papaya
(Carica papaya) eine fir diese Pflanze typische Krankheit, die sog. , Papaya bunchy top disease”. In
Kooperation mit Prof. H. H. Winkler (University of South Alabama) und Dr. D. Davis (University of
Florida) wurden ebenfalls in dem Rickettsia-verwandten Parasiten ein bisher unbekannter nicht-

mitochondrialer Nukleotid-Transporter auf molekularer Ebene nachgewiesen.
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Zusammenfassend ergeben sich im Rahmen dieser Doktorarbeit folgende Erkenntnisse Uber das
Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter in  Prokaryoten: 1. Ein solches
Transportsystem konnte nicht in den Archaebakterien, sondern lediglich in Eubakterien identifiziert
werden. 2. Die Mitglieder dieser Transporter-Familie kommen bedingt durch ihre Eigenschaft,
Nukleotide zu transportieren, ausschliefdich in strikt intrazelluléren Eubakterien vor, jedoch nicht in
freilebenden Bakterien. 3. Bisang konnten homologe Transportproteine ausschliefdlich in
Endosymbionten bzw. Endoparasiten der Ordnung Rickettsiales und Chlamydiales nachgewiesen
werden. Demnach ist die Familie der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter nicht Uber das
gesamte Prokaryoten-Reich verbreitet, sondern vermutlich auf einige wenige endosymbiontisch bzw.

endoparasitisch |ebende Eubakterien beschrankt.

4.1.2 Phylogenetische Analyse nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter

Die mogliche Phylogenie der in dieser Doktorarbeit identifizierten und bisher bekannten nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter wurde analysiert. Die Verwandtschaft dieser Transporter-
Familie wurde auf Grundlage eines multiplen Proteinalignments berechnet und in einem Evolutions-

stammbaum veranschaulicht (Kapitel 3.1.9).

Phylogenie nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter aus Pflanzen

Die verwandtschaftlichen Beziehungen der plastidaren ATP/ADP-Transporter, die sich in einem
phylogenetischen Stammbaum darstellen lassen, stimmen mit der allgemein akzeptierten Vorstellung
Uber die Pflanzen- bzw. Plastidenevolution Uberein (Kapitel 3.1.9; Abb. 3.6). Somit stellt auch der
plastidére ATP/ADP-Transporter offentsichtlich einen guten molekularen Marker dar, um die
evolutiven Beziehungen im Pflanzenreich weiter zu beschreiben.

Eine Analyse der ribosomalen RNA bestétigt den monophyletischen Ursprung aler Pflanzen, die
aus einer einzigen primaren Endosymbiose zwischen einem heterotrophen Eukaryot und einem
Vertreter der Cyanobakterien hervorgegangen ist (BHATTACHARYA & MEDLIN, 1998). Im Verlauf der
pflanzlichen Evolution entwickelte sich aus dem phototrophen Eubakterium der Plastid
(DOUGLAS, 1998). Als direkte Nachfahren dieser priméren Endosymbiose gehen die Algen der
Abteilung Glaukophyta hervor, die phylogenetisch eine nicht weiter fortgefiihrte Seitenlinie von der
pflanzlichen Hauptentwicklungslinie bildet (PALMER, 2000). Diese stammesgeschichtlich primitivsten
und demnach &ltesten ,Pflanzen“ innerhalb des rezenten Pflanzenreichs weisen noch einen zum
Cyanobakterium &hnlichen Plastiden auf (LOFFELHARDT & BOHNERT, 1997). Damit stellt der putative
plastiddre ATP/ADP-Transporter aus Cyanophora paradoxa das vermutlich urspringlichste Transport-
protein der plastidéren Homologen dar.

Die Rotalgen (Rhodophyta) haben sich ebenfalls relativ frih von der Entwicklungslinie der
Pflanzen abgetrennt (BHATTACHARYA & MEDLIN, 1998). Der Stammbaum der plastiddren ATP/ADP-

Transporter bestétigt, dass das homologe Protein der Rotalge Galdieria sulphuraria aus demselben
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Vorlaufer-Protein hervorgeht wie die Transporter der Grinalgen und hoheren Pflanzen (Abb. 3.6).
Jedoch hat sich der Rotalgen-Transporter von den anderen abgetrennt und sich unabhéngig von diesem
im Laufe der Evolution relativ stark divergent entwickelt. Diese Eigenentwicklung des plastidaren
ATP/ADP-Transporters aus Galdieria sulphuraria lasst sich auf die Anpassung dieser thermoacido-
philen Alge an ihren extremen Lebensraum (hohe Temperaturen und niedrige pH-Werte) zurickfihren.

Das plagtidare ATP/ADP-Transportprotein der Kieselalge Odontella sinensis weist eine nahe
Verwandtschaft zum Rotalgen-Transporter auf, die in einem gemeinsamen Vorlaufer begriindet ist
(Abb. 3.6). Diese phylogenetische Beziehung zwischen den Transportproteinen beider Algen-Gruppen
lasst sich anhand der Plastidenevolution erklaren. Als ein Vertreter der Heterokontophyta besitzt
Odontella sinensis komplexe Plastiden, die durch sekundére Endosymbiose entstanden sind (MAIER,
1996). Aufgrund der hohen Sequenzéhnlichkeit des plastidéren Odontella-Genoms mit den Plastiden-
Genom einer Rotalge geht man davon aus, dass im Fall der Kieselalge eine Rotalge von einem
heterotrophen Flagellat phagocytiert wurde (KOWALLIK et al., 1995; REITH & MUNHOLLAND, 1995).
Im Verlauf der coevolutiven Entwicklung ist die Rotalge schrittweise bis auf den Plastiden und die
Plasmamembran reduziert worden (MAIER, 1996) und die Gene flr Plastiden-Proteine aus dem Kern
bzw. Plastiden der Rotalge wurden in den Kern des Wirtes verlagert. Auf diese Weise kdnnte das im
Kernlokaisierte Gen fir den plastidéren ATP/ADP-Transporter des Rotalgen-V orléufersins Odontella-
Genom gelangt sein. Der Stammbaum-Analyse vorhergesagte monophyletische Ursprung unterstiitzt
diese Hypothese (Abb. 3.6).

Fir die stammesgeschichtliche Herkunft der Pflanze gilt als gesichert, dass sich der Grof3teil der
heute lebenden Landpflanzen, also Moose (Bryophyta), Farne (Pteridophyta) und hohere Pflanzen
(Spermatophyta) aus urspringlichen Grinalgen (Chlorophyta) entstanden sind. Gemdald dieser
verwandtschaftlichen Beziehung gehen in diesem Stammbaum die plastidéren ATP/ADP-Transporter
der Grunalgen und die der héheren Pflanzen aus einem gemeinsamen Vorfahren hervor, wobei sich die
homologen Proteine der Griinalgen, Chlamydomonasreinhardtii und Dunaliella salina, von der
Hauptentwicklungslinie der hoheren Pflanzen abgespalten haben. Die Nukleotid-Transporter beider
Grunalgen-Vertreter lassen sich auf ein monophyletisches Vorlaufer-Protein zurlckfihren, haben sich
aber dann in zwei divergierende Linie aufgespalten (Abb. 3.6).

Der verwandtschaftliche Zusammenhang héherer Pflanzen (Spermatophyta) in Bezug auf den
plastidaren ATP/ADP-Transporter konnte lediglich fur die mono- und dikotylen Pflanzen analysiert
werden. In dem Stammbaum sind die homologen Transportproteine der Mono- und Dikotyledoneae aus
einem gemeinsamen Vorldufer-Protein hervorgegangen und bilden jeweils eine eigenstandige
monophyletische Gruppe. Diese phylogenetische Einordnung der Transportproteine stimmt mit der
taxonomischen Einteilung des Pflanzenreichs Uberein (SOLTIS et al, 1998). Innerhalb der mono- und
dikotylen Gruppe erfolgt die resultierende Anordnung der Transportproteine im Stammbaum ebenfalls

entsprechend den Verwandtschaftsbeziehungen der jeweiligen Pflanzenart, aus denen sie identifiziert
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worden sind. So gruppieren sich erwartungsgemas die jeweiligen Vertreter einer Familie zusammen
(Abb. 3.6).

Phylogenie nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter in Eubakterien:

Fur die phylogenetische Analyse nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter aus Eubakterien wurde
ein wurzelloser Stammbaum erstellt, dem kein Transportprotein als Ursprung zugrunde gelegt wurde
(Kapitel 3.1.9; Abb. 3.7). Der resultierende Stammbaum gliedert die eubakteriellen Nukleotid-Trans-
porter in zwei Gruppen, die der molekularen Taxonomie der Eubakterien entspricht. So bilden die
homologen Transportproteine der Rickettsiales bzw. Chlamydiales jeweils eine monophyletische
Gruppe.

Rickettsia bildet innerhalb der a-Proteobakterien die Stammgattung der Rickettsiales, eine
heterogene Gruppe von gram-negativen Eubakterien, von denen die meisten as Parasiten oder
Endosymbionten in eukaryotischen Zellen existieren (ANDERSSON, et al., 1998a; DRANCOURT &
RAOULT, 1994). Chlamydien hingegen bilden innerhalb der Eubakterien eine eigensténdige Gattung, die
sich ebenfals durch eine obligat intrazelluldre Lebensweise auszeichnen (WEISBURG et al., 1986).
Beide eubakteridllen Gruppen besitzen keinerlel offensichtliche verwandtschaftliche Beziehung
(OLSEN, 1994).

Innerhalb der Chlamydiales gehen beide nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus dem
Endoparasiten Chlamydia trachomatis (NPT1Ct und NPT2Ct) auf ein gemeinsames V orléufer-Protein
zurick (Abb. 3.7). Demnach sind beide Transporter-lsoformen im Chlamydia-Genom durch eine
Genduplikation entstanden. Im Laufe der Proteinevolution hat sich jedoch NPT2Ct im Vergleich zu
NPT1Ct reativ stark vom Ur-Protein entfernt. Da das NPT 2Ct-Protein einen abweichenden Transport-
mechanismus aufweist (TJADEN et al., 1999), legt dies den Schluss nahe, dass Mutationen zu dem
Funktionswandel der chlamydialen Isoform gefihrt haben kénnten.

Zudem lasst sich aus dem chlamydialen Teilstammbaum ableiten, dass die Transporter-Isoformen
des Endoparasiten Chlamydia trachomatis NPT1Ct und NPT2Ct aus einem Vorléufer des chlamydiaen
Endosymbionten TUMEL entstanden sind (Abb. 3.7). Die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
der parasitisch lebenden Rickettsien sind ebenfalls aus den Vorlaufern der rickettsiellen
Endosymbionten hervorgegangen. Dies entspricht der algemeinen Vorstellung, dass sich die
parasitische Lebensweise aus einer symbiontischen Beziehung im Zuge der Koevolution entwickelt hat
(STEINERT et al., 2000). Entsprechend sind die Nukleotid-Transporter der Endosymbionten urspring-
licher als die der verwandten Endoparasiten.

Innerhalb der Rickettsiales haben sich die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus dem
endosymbiontisch Iebenden Holospora obtusa und dem Rickettsia-verwandten Endosymbionten C36
vom dem monophyletischen rickettsiellen ,Ur“-Protein relativ stark veréndert, was im Stammbaum
durch sehr lange Verzweigungsiste wiedergegeben wird (Abb. 3.7). Es stellt sich daher die Frage,

inwiefern Mutationen als Folge der divergenten Entwicklung zu neuen Transporteigenschaften gefiihrt
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haben. Aufgrund der vollsténdig bekannten kodierenden Nukleotidsequenz des Hol ospora-Transporters
konnte in der vorliegenden Doktorarbeit die Funktion dieses Proteinsin einem bakteriellen Expressions-
system charakterisiert werden (Kapitel 4.3).

Die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus dem Endoparasiten Caedibacter
caryophila, dem Endoparasiten Rickettsia prowazekii (1) und dem Rickettsia-verwandten Endoparasiten
der Papaya-Pflanze bilden innerhalb der Rickettsiales eine eigenstandige Gruppe, die in einem
gemeinsamen Vorléaufer-Protein ihren Ursprung hat (Abb. 3.7). Bislang konnte nur fur das TLC1Rp-
Protein gezeigt werden, dass es sich um einen klassischen ATP/ADP-Antiporter handelt
(PLANO & WINKLER, 1989). Trotz intensiver Bemuhungen ist es bis jetzt noch nicht gelungen, die
vollstandigen kodierenden Sequenzen aus Caedibacter caryophila und aus dem phytopathogenen
Papaya-Parasiten flr eine biochemische Charakterisierung der Transportproteine zu isolieren. Aufgrund
der nahen Verwandtschaft zum TLC1Rp-Protein und der geringen Verénderung in der Proteinsequenz
konnte man spekulieren, dass sie ebenfalls ein Austausch von ATP im strikten Gegentausch mit ADP
katalysieren.

Die Ubrigen nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Rickettsia prowazekii (TLCRp2-5)

bilden eine eigene, monophyletische Gruppe (Abb. 3.7). Wie der homologe TL C1Rp-Transporter gehen
sie aus demselben ,, Ur“-Protein hervor. Das Vorkommen dieser | soformen beruht auf Genduplikationen
im Rickettsia-Genom (ANDERSSON, et al. 1998a). Eine Analyse der Transportfunktionen von TLCRp2-5
im E.coli-System zeigte, dass fur keines der heterolog exprimierten Proteine die Funktion eines
ATP/ADP-Transporters nachgewiesen werden konnte (Prof. H. H. Winkler, University of South
Alabama; unverdffentlicht). Darliber hinaus weisen diese rickettsiellen Isoformen eine starke Divergenz
auf.
Aus der Tatsache, dass Rickettsia prowazekii funf Seguenzhomologe (tlcRp2-5) in seinem relativ
kleinen Genom besitzt, stellt sich die Frage nach der Funktion dieser Gene. Da schon geringe
Aminosaure-Substitutionen zu drastischen V eranderungen der Transportereigenschaften fiihren kénnen,
erweist sich eine biochemische Charakterisierung der vier Transporter-1soformen als auf3erst mifdig. Die
chlamydialen Transportproteine NPT1Ct und NPT2Ct unterscheiden sich trotz der hohen Ahnlichkeit
zueinander (ca. 56 %) in ihren biochemischen Eigenschaften (TJADEN et al., 1999). Ebenso fihrt der
Austausch von zwei Aminosauren in der strikt NAD-abhangigen Leucin-Dehydrogenase aus
Thermoactinomyces intermedicus zu einem Enzym, das die gleiche Reaktion unter Verwendung von
NADP as Coenzym katalysiert (GALKIN et al., 1997). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass aus
dem mitochondrialen ADP/ATP-Antiporter durch eine chemische Modifizierung mittels Thiol-
Reagenzien ein Uniporter ohne Verlust der katalytischen Aktivitét entstanden ist (DIERKS et al., 1990).
Als weiteres Beispiel bewirkt die Substitution eines bestimmten Lysin-Restes eine veranderte Substrat-
spezifitét des Glukose-6-Phosphat/Phosphat- Transporters aus E.coli. So kann die Mutante kein Glukose-
6-Phosphat mehr transportieren, jedoch katalysiert sie effizient den Transport von Phosphoenol pyruvat
(PEP) sowie 3-Phosphoglycerat im Phosphat-gekoppelten Mechanismus (HALL et al., 1999).
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Aus der Phlyogenie nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter ergeben sich folgende
Erkenntnisse: Obwohl fir die verwandtschaftliche Analyse der Ursprung eubakterieller Transporter
nicht definiert wurde, ist dennoch festzuhalten, dass bei Chlamydiales und Rickettsiales die
Transportproteine der jeweiligen Endosymbionten dlter bzw. urspriinglicher sind. Dartiber hinaus
besitzen die parasitisch lebenden Vertreter beider Ordnungen mehrere Isoformen fir nicht-
mitochondriale Nukleotid-Transporter (aufgrund fehlender Information kann fir den Rickettsia-
verwandten Parasiten der Papaya keine Aussage zur Anzahl gemacht werden). Diese Endoparasiten
haben sich auf hohere Eukaryoten (Wirbeltiere, Mensch) spezialisiert und als pathogene Organismen
Virulenzfaktoren erworben, die an der Entstehung von Krankheiten beteiligt sind. Von denin einfachen
Protozoen lebenden Endosymbionten geht man derzeit davon aus, dass der Nukleotid-Transporter al's
»Snglecopy“-Gen im entsprechenden Genom vorkommt (Dr. M. Wagner, Technische Universitét
Munchen; Dr. J. Kusch, Universitdt Kaiserdautern; Dr. F. Lang, University of Montreal; unvertffent-
licht). So kénnte die Anpassung an eine parasitischen Lebensweise und/oder die Speziaisierung auf
mehrzellige tierische Organismen zu einem weiteren Verlust von metabolischen Eigenschaften gefihrt
haben. Im Gegenzug sind aber neue, funktionsfahige Gene erforderlich, die durch Genduplikationen und

anschlief3endem Selektionsdruck aus diesen Genkopien entstehen kénnten.

4.1.3 Konservierte Sequenzmotive und evolutive Verbindung zur M CF-Familie

Aus einem Vergleich der Aminosdure-Abfolge (Alignment) der pflanzlichen und bakteriellen nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter gehen finf hochkonservierte Sequenzmotive hervor, die bis auf
nur wenige Abweichungen in alen bislang identifizierten Proteinen vorkommen (Kapitel 3.4; Abb. 3.3).
Bei diesen konservierten Aminoséauren handelt es sich um die Motive AELWG (Aminoséuren 244 - 248
des AATP1AL-Proteins), FANQIT (Aminosduren 259 - 264 des AATP1AL-Proteins), GLGANVALIF/V
(Aminosauren 277 - 286 des AATP1At-Proteins), MAYIPLD (Aminosauren 491 - 497 des AATP1AL-
Proteins) und GKSGGA (Aminosauren 526 - 531 des AATP1At-Proteins).

Aufgrund des weiten phylogenetischen Abstandes zwischen Pflanzen und Eubakterien ist die
Sequenzverwandtschaft der nicht-mitochondrialen  Nukleotid-Transporter bemerkenswert. Bei
verwandten Proteinen nimmt man an, dass im Laufe der Evolution die konservierten Sequenzmotive
aufgrund geringer Aminosaurevariabilitét erhalten geblieben sind. Denn oft besitzen diese Motive
Ubergeordnete Funktionen und werden als Konsensussequenzen bezeichnet (SAIER, 1994).

Uberraschendweise zeigte sich, dass drei der fiinf hochkonservierten Motive ebenfalls in den
Mitgliedern der ,Mitochondrial Carrier Familiy* (MCF-Familie) vorkommen (Kapitel 3.1.10;
Abb. 3.9). Zudem konnte berechnet werden, dass die Motive GLGANVALIF/V, MAYIPLD und
GKSGGA mit einer relativ hohen statistischen Signifikanz in den Aminosduresequenzen der MCF-
Proteine wiederzufinden sind (Kapitel 3.1.11; Abb. 3.10). Diese Entdeckung ist &uf3erst interessant, da
die mitochondrialen Transporter ansonsten keinerlei substantiellen Ahnlichkeiten zu der nicht-

mitochondrialen Nukleotid-Familie aufweisen. So bestehen die Transporter der MCF-Familie im
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funktionellen Zustand aus einem Homodimer mit potentiellen 2~ 6 transmembranen, a-helicalen
Doméanen (KLINGENBERG, 1989; FIORE et al., 1998), wahrend die nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter vermutlich als Monomere mit zwdlf transmembranen a-Helices eine unterschiedliche
molekulare Struktur aufweisen (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Dennoch konnten beide Transporter-
Familien Uber die obengenannten Sequenzmotive in Verbindung stehen.

Besonders aufféllig ist, dass die Motive GLGANVALIF/V, MAYIPLD und GKSGGA in den
Proteinsequenzen der MCF-Transporter dreimal mehr oder weniger konserviert vorkommen, dasie sich
in den jeweiligen a-helicalen Doménen in anndhernd gleicher Position befinden. Diese vorhergesagte
Anordnung der Sequenzmotive geht aus einem hypothetischen Strukturmodell hervor, das sich auf der
Grundlage eines Modells fir mitochondriale ADP/ATP-Transporter nach NELSON & DOUGLAS (1993)
ableitet (Kapitel 3.1.12; Abb. 3.11). Fur die Enstehung der MCF-Familie wird angenommen, dass sie
urspringlich aus einem Seguenzabschnitt hervorgegangen ist, der fir zwe a-helicale Doménen und
eine hydrophile Schleife (,Loop*) kodiert. Dieses ,,Ur-Gen* wurde tripliziert (Gentriplikation) und
bildete sodann ein Monomer mit sechs transmembranen a-Helices (SAIER, 2000). Demnach besteht das
Monomer ausdrei sich wiederholenden, internen Sequenzbereichen. Ausgehend davon kénnte postuliert
werden, dass die Sequenzmotive GLGANVALIF/V, MAYIPLD und GKSGGA bereits im ,, Ur-Gen*
der mitochondrialen Transportproteine vorhanden waren. Dies konnte erkléaren, warum die Motive in
funktionellen MCF-Mitgliedern dreimal in anndhernd gleicher Position vorzufinden sind.

Nach SAIER (1994) ist das triplizierte Gen, das fir ein as Homodimer funktionelles Monomer
kodiert, im Laufe der Evolution mehrfach dupliziert worden. Die resultierenden Gensequenzen haben
sich dann unabhangig voneinander divergent entwickelt. Auf diese Weise konnten zahlreiche MCF-
Proteine mit unterschiedlichen Transporteigenschaften entstehen, wie der mitochondriale ADP/ATP-
Carrier, der 2-Oxoglutarat/Malat-Transporter, der Phosphat-Transporter, der Tricarboxylat-Transporter
sowie die Protonen-leitenden Entkoppler-Proteine (UCP, ,,uncoupling proteins*). Trotz der divergenten
Entwicklung mitochondrialer Transporter sind Teile der Sequenzmotive GLGANVALIF/V, MAYIPLD
und GKSGGA Uber 500 Millionen Jahre erhalten geblieben. Es stellt sich so die Frage, ob diese
Sequenzmotive eine besondere Bedeutung fur die Transportfunktion besitzen oder ob sierein zufalig in
beiden Transporter-Familien vorkommen.

Durch zielgerichtete Mutagenese an dem plastidaren ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis
thaliana (AATP1At) konnte in der Tat bestétigt werden, dass es sich bei dem Sequenzmotiv GKSGGA
um eine aulRerst bedeutende Struktur fir den Nukleotid-Transport handelt. Austausche des Aminosaure-
rest Lysins,; in diesem Motiv flhrten stets zu veranderten Transporteigenschaften des AATP1AL-
Proteins, wodurch die Erkennung fir das Substrat ATP, nicht aber fir ADP beeintréchtigt wurde
(TRENTMANN et al., 2000).

Aufgrund dessen konnte postuliert werden, dass diese Motive - vermutlich in beiden Transporter-

Familien - essentielle Funktionen austiben und aus diesem Grund in den Aminosduresequenzen
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konserviert wurden. Die Entwicklung dieser Sequenzmotive kénnte in beiden Familien unabhangig
voneinander erfolgt sein (Konvergenz). Jedoch lésst sich aus einem hypothetischen Modell fir die
Entstehung nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter eine eventuelle evolutive Verbindung
zwischen beiden Familien herleiten, wobei der Ursprung dieser Mative in der ,, de novo" -Entstehung der
MCF-Familie begriindet liegt (Kapitel 4.1.4). Damit beruht das Vorkommen dieser Sequenzmotive
moglicherweise auf eine Verwandtschaft (Homologie) zwischen den Protein-Familien.

4.1.4 Evolutionsmodell zur Entstehung nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, Einblicke in die Evolutionsgeschichte nicht-mitochondrialer
Nukleotid-Transporter zu bekommen. Der evolutive Zusammenhang zwischen den pflanzlichen und
eubakteriellen Transportproteinen ist bisang noch vdllig ungekléart. Mit der Identifizierung weiterer
Sequenzhomologen konnte in der vorliegenden Doktorarbeit eine neue Hypothese zur evolutiven
Entstehung nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter aufgestellt werden, die eine eventuelle
Verbindung mit den Transportern der ,,Mitochondrial Carrier Familiy* (MCF) indiziert.

Aus evolutiver Sicht ist fur die Transporter-Familie mit der molekularen Identifizierung eines
putativen plastidéren ATP/ADP-Transporters aus Cyanophora paradoxa ein entscheidener Schritt
gelungen. Da die dteste bzw. urspringlichste Pflanze ein solches Transportsystem besitzt, kann
aufgrund des monophyletischen Ursprungs aller rezenten Pflanzen postuliert werden, dass ein
homologer Transporter in alen Plastiden-haltigen Organismen existiert und damit im gesamten
Pflanzenreich verbreitet ist.

Daraus ergibt sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Entstehung der Pflanzen und dem
plastidéren ATP/ADP-Transporter. Nach der allgemein anerkannten Endosymbiontentheorieist die erste
Pflanzenzelle aus einer priméren Endosymbiose zwischen einem heterotrophen Eukaryoten und einem
Cyanobakterium entstanden, wobei der Plastid aus dem freilebenden photoautotrophen Eubakterium
hervorgegangen ist (PALMER, 2000; MCFADDEN, 2000). Die Etablierung und Stabilisierung der
Endosymbiose fuihrt zu einem Selektionsvorteil fir beide Partner, wobei als treibende Kraft vermutlich
eine stoffwechselphysiologische Abhangigkeit angenommen wird (MARTIN & MULLER, 1998). So
bewirkt eine langfristige Anpassung eine Abstimmung der Stoffwechselprozesse von Wirt und
Endosymbiont aufeinander (MARTIN & HERMANN, 1998).

Fir das phagozytierte Cyanobakterium stellt das intrazelluldre Milieu ein Lebensraum mit
konstanten Bedingungen dar. Es kommt zu einem Verlust von nicht mehr ben6tigten metabolen
Eigenschaften, was mit einer Reduktion des Genoms verbunden ist (STEINERT et al., 2000). Das
Cyanobakterium verliert unter anderem seine respiratorischen Gene, da der néchtliche Energie-Bedarf
durch die Wirtszelle gedeckt werden kann. Der Wirt versorgt den anabolen Stoffwechsel des
Cyanobakteriums mit ATP, das in den Mitochondrien im Zuge der oxidativen Phosphorylierung
synthetisiert wird. Im Gegenzug erhdt die heterotrophe Wirtszelle die Photoassimilate des

Endosymbionten und ist damit von der exogenen Zufuhr organischer Substrate unabhangig. Fir den



Diskussion 77

Metaboliten-Austausch  zwischen Wirt und Endosymbionten sind geeignete Transportproteine
erforderlich. Es wird angenommen, dass die heutigen plastiddren Transporter (Triosephosphat/
Phosphat-, Glukose-6-Phosphat/Phosphat-; Phosphoenol pyruvat/Phosphat- sowie der 2-Oxoglutarat/
Maa-Translokator fir diese Organell-Cytoplasma-Kommunikation neu entstanden sind (FLUGGE,
1998; MCFADDEN, 2001). So konnte fur den plastidaren ATP/ADP-Transporter ebenso eine ,,de novo“-
Entstehung postuliert werden. Die physiologische Bedeutung eines solchen Transportproteins liegt in
dem ATP-Import und damit in der n&chtlichen Versorgung des Chloroplasten mit Energie in Form von
ATP fuar den Stérkeabbau (NEUHAUS & SCHULTE, 1996), die Fettsdure- und Protein-Biosynthese
(NEUHAUS & EMES, 2000).

Die eukaryotische Wirtszelle besitzt mit dem mitochondriadlen ADP/ATP-Carrier (ACC) bereits
ein solches ATP-Transportsystem, dass bei der Entstehung der ersten eukaryotischen Zelle ,,de novo*
gebildet worden ist (WHATLEY et al., 1997; SAIER, 2000). Dieses Transportprotein, das den Export von
ATP katalysiert und somit eine entgegengesetzte Transportrichtung aufweist, kann aus biochemischen
und energetischen Griinden den ATP-Import in die Plastiden nicht bewerkstelligen. Jedoch koénnte der
mitochondriale Carrier moglicherweise fur die Bildung eines plastidéren ATP-Transporters als Vorlage
gedient haben. So konnten die fur eine Nukleotid-Transportfunktion essentiellen Genabschnitte in ein
hypothetisches Strukturgen eingebaut worden sein, das fur ein Membranprotein mit 12 potentiellen
Transmembranhelices kodiert. Die Verwendung von sogenannten Modulen fir die Entstehung neuer
Proteineist ein weit verbreitetes Phdnomen (LENGELER et al., 1994). Dies kénnte erklaren, warum Teile
der Sequenzmotive GLGANVALIF/V, MAYIPLD und GKSGGA in beiden Protein-Familie vor-
kommen (Kapitel 4.1.3). Ein solcher evolutiver Zusammenhang zwischen den mitochondrialen und
nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern wiirde fir eine homologe Entwicklung dieser Motive
sprechen.

Ein weiteres Indiz spricht fur die ,,de novo“-Entstehung des plastidéaren ATP/ADP-Transporters:
Im Zuge der Endosymbiose sind zahlreiche cyanobakterielle Gene durch horizontalen Gentransfer ins
Wirtsgenom Ubertragen worden (MARTIN et al., 1998). Auf diese Weise kdnnte ebenfalls das Gen fir
den plastidéren ATP/ADP-Transporter in den Kern der Pflanzenzelle gelangt sein. Aufgrund der
vollstandigen Genomsequenz von Synechocystis sp. PCC6803 kann jedoch dieser cyanobakterielle
Ursprung ausgeschlossen werden, dain diesem Genom keine homol ogen Gene zu den bereits bekannten
plastidéaren ATP/ADP-Transportern identifiziert wurden (KANEKO et al., 1996).

Die mogliche Enstehung des plastidéren ATP/ADP-Transporters im Zuge der Entstehung der
ersten Pflanzenzelle erklart nicht das Vorkommen homologer Transportproteine in einigen
intrazellulédren Eubakterien. Interessanterweise besitzt das Genom von Chlamydia trachomatis neben
den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern (NPT1Ct und NPT2Ct) weitere Gene, zu denen man
in pflanzlichen Organismen Homologe findet (STEPHANS et al., 1998). Es wird angenommen, dass die
Chlamydien diese , pflanzlichen Gene" mittels horizontalen Gentransfers aus einer frihen, einzelligen

Pflanzenzelle erworben haben (WOLF et al, 1999). Dies legt den Schluss nahe, dass auch das Gen fur
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den plastidéren ATP/ADP-Transporter Uber diesen Weg ins Chlamydien-Genom gelangte. So weisen
die Nukleotid-Transporter aus Chlamydia trachomatis NPT1Ct und NPT2Ct hohe Ahnlichkeiten (bis zu
65 %) zu den pflanzlichen Transportproteinen auf, vor allem zu den Homologen der niederen Pflanzen
(siehe Anhang; Kapitel 7.5; Tab. 7.6). Ein solches Nukleotid-Transportsystem bietet den Chlamydien
einen Selektionsvorteil (STEPHANS et al., 1998).

Ebenfals beruht das Vorkommen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter in einigen
Vertretern der Rickettsiales vermutlich auf einen horizontalen Gentransfer. WOLF et al. (1999)
postulieren einen horizontaler Gentransfer zwischen Chlamydien und Rickettsien. Beide Bakterien-
gruppen kommen as obligat intrazelluldre Endosymbionten vor, die in Acanthamoeben existieren
(FRITSCHE €t al., 1999; FRITSCHE et a., 2000) (Kapitel 4.1). Der Austausch von DNA setzt eine gleiche
Okologische Nische der Organismen voraus. So das grundsétzlich ein solcher Gentransfer zwischen
Chlamydien und Rickettsien in den Protozoen stattfinden konnte. Da Chlamydia trachomatis im
Vergleich zu Rickettsia prowazekii mehr Pflanzengene erworben hat (ANDERSSON et al., 1998a;
STEPHANS et al., 1998), nimmt man an, dass der Gentransfer vom chlamydialen zum rickettsialen
Eubakterium erfolgte (WOLF et al., 1999). Somit wird ein chlamydialer Ursprung der nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter in Eubakterien angenommen. Ein entgegengesetzter Transfer
musste den anschlief3enden Verlust der zuvor erworbenen Gene im Rickettsia-Genom postulieren.

Prinzipiell wére ebenfalls ein horizontaler Gentransfer zwischen Rickettsien und hoheren
Pflanzen méglich, da vor kurzem innerhalb der Rickettsiales ein phytopathogener Endoparasit der
Papaya-Pflanze entdeckt worden ist (DAVIS et al., 1998). Die Rickettsien kénnten tber diesen Weg das
Gen fur nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter erworben haben. Dementsprechend wére der
Transfer nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter durch zwei unabhéngige Ereignisse von der
Pflanze auf die Chlamydien bzw. Rickettsen moglich. Jedoch besitzen die rickettsiellen
Transportproteine die hochsten Ahnlichkeiten zu den chlamydialen Transportern (bis zu 60 %) und
nicht zu den plastidéren ATP/ADP-Transporter hoherer Pflanzen (40-50%), was eher einen
horizontalen Gentransfer zwischen Chlamydien und Rickettsien vermuten lasst. Ebenfalls indizieren
zwei weitere chlamydiale und rickettsielle Proteine einen horizontalen Gentransfer zwischen diesen
beiden Eubakterien (WOLF et al., 1999). Neben dem nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
kodieren die Genome von Chlamydia trachomatis und Rickettsia prowazekii fur ein hypothetisches
Membranprotein, dessen Funktion unbekannt ist. Dieses Protein weist einen eukaryotischen Ursprung
auf und kommt innerhalb der Prokaryoten nur in Chlamydien und Rickettsien vor. Zum anderen zeigt
die dCTP-Deaminase, die zwar im Eubakterienreich weit verbreitet ist, eine auffallend starke
Ahnlichkeit zwischen den Chlamydien und Rickettsien gegeniibber den anderen Bakterien
(WOLF et al., 1999).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter
innerhalb der Prokaryoten vermutlich nur auf die endosymbiontisch bzw. endoparasitisch |ebenden
Eubakterien der Ordnung Rickettsiales und Chlamydiales beschrankt ist. Dafir gibt es nun folgende
Erklarungsmoglichkeit: Im Gegensatz zu freilebenden Bakterien sind diese obligat intrazellulér
lebenden Endosymbionten von der AuRenwelt abgeschirmt und besitzen daher keinerlei M6glichkeiten
zum Genaustausch mit weiteren Bakterienspezies (MORAN, 1996). Daher ist es nicht zu einer
Verbreitung des durch horizontalen Gentransfer erworbenen Transporters im Laufe der bakteriellen
Evolution gekommen.

Diese komplexe Zusammenhange sind in der Abbildung 4.1 schematisch dargestellt. Im Zuge der
Genomseguenzierung bleibt es abzuwarten, ob noch weitere nicht-mitochondriale Nukleotid-
Transporter in Eu- bzw. Prokaryoten existieren, die das in dieser Doktorarbeit erstellte Evolutions-
modell dieser Transporter-Familie unterstiitzen ode rin Frage stellen. Vor alem bleibt die Frage offen,
inwiefern der pflanzliche Nukleotid-Transporter, der von den Chlamydien bzw. Rickettsien durch den
horizontalen Gentransfer erworben wurde, innerhalb der endosymbiontisch bzw. endoparasitisch
lebenden Eubakterien verbreitet ist.

4.2 Molekular-genetische Analysen nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter aus niederen

Pflanzen
Die plastidéren nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter der niederen Pflanzen (Algen) sind aus
physiologischer Sicht von Interesse. Die niederen Pflanzen stellen eine grof3e und vielféltige
Pflanzengruppe dar, wobei jede Alge flr sich typische Eigenschaften besitzt und sich damit von den
hoheren Pflanzen hervorhebt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden bislang unbekannte plastiddre ATP/ADP-Transporter in
représentativen Vertretern der Glaukophyten, Chlorophyten, Rhodophyten und Heterokontophyten
identifiziert (Kapitel 3.1.1). Die cDNAs der homologen Transportproteine aus der zur Glaukophyta
gehodrende Alge Cyanophora paradoxa (AATPCp) und der Griinage Chlamydomonas reinhardtii
(AATPCr) dienten einer molekular-genetischen Analyse (siehe Anhang; Kapitd 7.2). Aufgrund der
urspiinglicheren Entstehung wurde an diesen zwei Algen untersucht, inwiefern sich die plastidéaren
ATP/ADP-Transporter einzelliger phototropher Organismen im Vergleich zu den bisher
charakterisierten Transportproteinen hoherer Pflanzen auf molekularer Ebene unterscheiden.

In hoheren Pflanzen existiert der plastiddre ATP/ADP-Transporter als Genfamilie. So besitzt das
Arabidopsis-Genom, das kleinste Genom dicotyledoner Pflanzen, zwei homologe Gene (aatplAt und
aatp2At), die fur plastiddre ATP/ADP-Transporter kodieren (KAMPFENKEL et al., 1995). Auch in
anderen hoheren Pflanzen, wie Kartoffel und Raps, kommen mehrere homol oge Transporter-Isoformen
vor (MOHLMANN, 1997; TJADEN et al., 1998b; NEUHAUS, unverdffentlicht). Mittels , Southern-Blot*-
Analyse konnte in dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass die plastidéren ATP/ADP-Transporter der

Algen Cyanophora paradoxa und Chlamydomonas reinhardtii as , Single-copy“-Gen vorkommen
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(Abb. 3.12). Ebenfalls existiert im Genom der Rotalge Galdieria sulphuraria nur eine homologe Kopie
(STAMME, 1999). Demnach besitzen vermutlich alle einzelligen phototrophen Eukaryoten (Algen)
lediglich ein Protein, das den plastidéren Import von ATP im Gegentausch mit ADP katalysiert.

Das Vorkommen mehrerer AATP-Isoformen in hoheren Pflanzen beruht moglicherweise auf
Genduplikationen, die im Genom entstanden sind. Man nimmt an, dass im Laufe der Pflanzenevolution
die Anpasssung an neue Lebensraume zur Ausbildung héherer Organisationsformen (Vielzeller) sowie
zur Differenzierung in Gewebe bzw. Organen gefiihrt hat. Diese Weiterentwicklung erfordert zum einen
die Bildung neuer Gene, um diese komplexeren Strukturen und Funktionen zu kodieren, zum anderen
die Bildung von Genkopien, um eine differentielle Expression zu ermdglichen. So entstehen nach der
Genduplikation zundchst zwei identische Gen-Kopien, die sodann in ihrer Aminosiuresegeunz
anndhernd konserviert bleiben oder sich im Laufe der Evolution divergent entwickeln. Dabel kénnen
entsprechende Mutationen zur Entstehung neuer Funktionen fihren.

Im Fal der zwei Isoformen AATPLl und AATP2 aus Arabidopsisthaliana konnte nach
heterologer Expression in E.coli gezeigt werden, dass beide homologen Genkopien fir Proteine mit
anndhernd gleichen Transporteigenschaften kodieren (TJADEN et al., 1998; MOHLMANN et al., 1998).
Man vermutet daher, dass ihre Existenz auf eine unterschiedliche organ-, entwicklungs- bzw.
umweltspezifische Expression zurtckzufihren ist (MOHLMANN et al., 1998). Ebenso kann die
Bedeutung der zwei aatp-Gene darin bestehen, dass das eine Gen als , Ersatzkopie® fungiert, falls das
andere Gen durch Mutationen inaktiviert wird.

Da offensichtlich in Algen nur ein plastidéres ATP/ADP-Transportprotein existiert, stellt sich die
Frage, welche physiologische Rolle dieser Transporter fir einen einzelligen phototrophen Eukaryoten
spielt. Die wesentliche Funktion des plastidéren ATP/ADP-Transporter in hoheren Pflanzen ist die
Versorgung der Plastiden mit ATP. So wird in heterotrophen Plastiden vorrangig ATP fir die Starke-,
Aminosdure- und Fettsure-Biosynthese bendtigt, wahrend die Chloroplasten vermutlich nur nachts auf
den Import von exogenem ATP angewiesen sind (EMES & NEUHAUS, 1997; NEUHAUS & WAGNER,
2000).

Aus der ,Northern-Blot*-Analyse des plastidaren ATP/ADP-Transporters aus Cyanophora
paradoxa (AATPCp) geht deutlich hervor, dass unter diurnalen Bedingungen am Ende der Dunkel-
bzw. Nachtphase das AATPCp-Transkript stark akkumuliert (Abb. 3.13.). Dagegen weist eine
Cyanophora-Kultur, die im Dauerlicht angezogen wurde, keine MRNA des plastidaren
Transportproteins auf, was mit den Beobachtungen von SCHLICHTING et al. (1990) Ubereinstimmt.
Diese Gruppe konnte zeigen, dass in Dauerlicht-Kulturen kein ATP-Import an isolierten Cyanellen
gemessen wird. Somit kann nun postuliert werden, dass der AATPCp-Transkriptgehalt mit der
entsprechenden Proteinmenge bzw. -aktivitat korreliert. Physiologisch bedeutet dies fir die Alge, dass
der plastiddre ATP/ADP-Transporter vermutlich ausschliefdlich nachts eine tibergeordnete Rolle spielt.

Da die Cyanelle ein intermedidres Organell zwischen einem Cyanobakterium und einem
Chloroplasten darstellt (HELMCHEN et al., 1995), besitzt demnach auch ihr Stoffwechsel einige
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cyanobakterielle bzw. chloroplastidéare Eigenschaften (SCHLICHTING et al., 1990). Im Licht decken die
Cyanéllen ihren eigenen ATP-Bedarf durch Photophosphorylierung und sind nicht auf exogenes ATP
angewiesen. Dagegen wird das Cytosol von der Cyanelle mit Photoassimilaten versorgt, die Uber ein
Triosephosphat/Phosphat- Translokator Triosephosphate exportiert werden (SCHLICHTING & BOTHE,
1993). Nachts jedoch, wenn keine Photosynthese erfolgt, bendtigen die anabolen Reaktionen der
Cyanelle Energie in Form von ATP. Da die Glukose extraplastidér in Form von Stérke gespeichert wird
(SCHLICHTING et al., 1990), ist die Cyanelle nicht in der Lage, Uber einen glykolytischen Glukose-
Abbau mittels einer plastiddren NAD™-abhangigen Glycerinaldeyd-3-Phosphatdehydrogenase
endogenes ATP bereitzustellen (NEUHAUS & SCHULTE, 1997). Die né&chtliche Zufuhr von
cytosolischem ATP, die durch einen entsprechenden ATP-Importer gewdahrleistet wird, ist damit fur die
Cyanelle essentiell. Somit ist es schlufRendlich nicht Gberaschend, daf? in der vorliegenden Arbeit die
Existenz eines putativen plastiddren ATP/ADP-Tansporters auf molekularer Ebene bewiesen zu haben.
Uberraschend war eher, dal? SCHLICHTING et al. (1990) aufgrund von Transportmessungen an isolierten
Cyanellen die Existenz dieses Transportproteins ausschloss. So bleibt demnach festzuhalten, dass
Cyanéellen eine dhnliche Transporter-Ausstattung wie die Chloroplastiden hoherer Pflanzen besitzen.

Bel der ,Northern-Blot“-Analyse des plastiddren ATP/ADP-Transporters Chlamydomas
reinhardtii aus wurde bei beziglich der mRNA-Akkumulation interessanterweise eine gegenteilige
Beobachtung gemacht. So liegt unter Dauerlicht-Bedingungen eine vid stérkere mRNA-Akkumulation
des plastiddren ATP/ADP-Transporters (AATPCr) vor alsim Vergleich zur Dunkelphase des diurnalen
Rhythmus (Abb. 3.13). Unter der Annahme einer Korrelation zwischen dem Transkriptgehalt und der
Transportaktivitdt im Fall des AATPCr-Proteins, wird eine stéarkere ATP-Versorgung des Plastiden
unter Dauerlicht-Bedingungen indiziert. Dies wirde bedeuten, dass dem plastiddren ATP/ADP-
Transporter eine wesentliche Rolle im photoautotrophen Stoffwechsel zukommt. Ein mdgliche
Erklérung dafiir wére, dass die photosynthetische ATP-Synthese nicht ausreicht, um den ATP-Bedarf
des Plastiden im Licht zu decken. Dieses Defizit konnte der plastiddre ATP/ADP-Transporter durch den
Import von cytosolischem ATP in die Plastiden beheben, das zuvor im Zuge der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien synthetisiert wird. Warum der Plastid unter diesen
Bedingungen zusétzliches exogenes ATP bendtigt, ist jedoch unklar.

Um einen tieferen Einblick in die physiologische Bedeutung des plastidaren ATP/ADP-
Transporters fir den photoautotrophen Stoffwechsel von Chlamydomonas reinhardtii zu erhalten, sollen
zukunftig transgene Algen mit verdnderten AATPCr-Aktivitéten hergestellt werden. Auf diese Weise
konnte der direkte Einfluss des plastiddren ATP/ADP-Transporters auf den Algenstoffwechsel

analysiert werden.
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4.3 Biochemische Charakterisierung der Transporteigenschaften eines nicht-mitochondrialen
Nukleotid-Transporters aus Holospora obtusa

Holospora obtusa lebt als obligater Endosymbiont im Makronukleus des Pantoffeltierchens
Paramecium caudatum und gehort innerhalb der a-Proteobakterien zur Ordnung Rickettsiales
(SPRINGER et al., 1993; AMANN et al., 1991). Im Rahmen anes Holospora-Genom-Projekts wurde in
Kooperation mit Dr. F. Lang (University of Montreal) eine DNA-Sequenz identifiziert, die fir einen
putativen nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter (NPTHoO) kodiert. Aus einer phylogenetischen
Analyse geht hervor, dass sich das NPTHo-Protein im Laufe der Evolution von dem monophyletischen
rickettsiellen , Ur“-Protein relativ stark verandert hat (Kapitel 4.1.2). In der vorliegenden Doktorarbeit
sollte eine biochemische Charakerisierung des nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus
Holospora obtusa im bakteriellen Expressionssystem erfolgen, um Auskunft zu erhalten, inwiefern die

divergente Entwicklung moglicherweise zu veranderten Transporteigenschaften gefiihrt hat.

4.3.1 Kinetische Daten des NPTHo-Proteins im Vergleich zu den bisher bekannten Nukleotid-
Transportern

Die biochemische Charakterisierung zahlreicher nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter wurde
bereits mittels heterologer Expression im bakteriellen E.coli-System erfolgreich durchgefihrt
(KRAUSE €t al., 1985; TJADEN et al., 1998; MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 1999). Hier nun
konnte fUr den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Holospora obtusa ebenfalls gezeigt
werden, dass das heterolog exprimierte NPTHo-Protein funktionell in die bakterielle Cytoplasma-
membran integriert wird (Kapitel 3.3).

Durch eine radioaktive Markierung des exprimierten Proteins im E.coli-System und einer
anschlief3enden Membranproteinanreicherung wurde nachgewiesen, dass NPTHo in der bakteriellen
Plasmamembran eingebaut wird (Abb. 3.15). Des Weiteren zeigten Transportstudien an intakten E.coli-
Zellen, die nach IPTG-Induktion den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus Holospora
obtusa exprimieren, eine von der Induktion abhéngige ATP- bzw. ADP-Aufnahme (Abb. 3.16).
Untersuchungen zur Substratspezifitét des NPTHo-Proteins demonstrierten, dass diese Transporter nur
ATP und ADP transportieren, andere Nukleotide bzw. Metabolite werden nicht als mégliche
Transportsubstrate akzeptiert (Abb. 3.17). Demnach weist das NPTHo-Protein in Ubereinstimmung mit
den eubakteriellen und plastidaren ATP/ADP-Transporter (mit Ausnahme des NPT2-Proteins aus
Chlamydia trachomatis) ein identisches Substratspektrum auf (KRAUSE et al., 1985; MOHLMANN et al.,
1998; TJADEN et al., 1998; TJADEN et al., 1999). Die Affinitd zu seinen Substraten ATP und ADP
wurde in dieser Doktorarbeit fir das NPTHo-Protein ermittelt (Abb 3.18). Die apparenten Substrat-
affinitéten des Holospora-Transporters fir ATP und ADP liegen bei 300 M bzw. 340 nivl. Damit
besitzt NPTHo deutlich geringere Affinitéten im Vergleich zu den anderen homologen ATP/ADP-
Transportproteinen, deren Ky-Werte fur beide Substrate im Bereich stets von 10 bis 50 mM liegen
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(Tab. 3.2). AuRRerdem weisen die letztgenannten Proteinen dets eine hthere Affinitét fur ADP als fur
ATP auf (MOHLMANN et al., 1998; TJADEN et al., 1998; TJADEN et al., 1999). Das NPTHo-Protein
katalysiert den Import beider Substrate mit annghernd gleicher maximalen Geschwindigkeit (Vmax),
wahrend bei den anderen Homologen die Vma-Werte fir ADP bis zu dreimal héher sind alsfur ATP. Es
ist aufféllig, dass die eubakteriellen Transporter, einschliefflich NPTHo, wesentlich hohere Vpa-Werte
flr ihre Substrate aufweisen als die pflanzlichen Transportproteine (Tab. 3.2). Es kénnte sich hierbei um
eine biochemische Eigenschaft der eubakteriellen Proteinen handeln. Da die heterologe Expression im
E.coli-System erfolgte, wére es jedoch auch denkbar, dass bei den bakteriellen Transporter ein hdheres

Expressionsniveau oder eine bessere Integration in die E.coli-Plasmamembran dafir verantwortlich ist.

4.3.2 Moglicher Transportmechanismus des NPTHo-Proteins

Die bislang charakterisierten ATP/ADP-Transporter aus hoheren Pflanzen sowie aus den intrazellul&ren
Endoparasiten Rickettsia prowazekii (TLC1Rp) und Chlamydia trachomatis (NPT1Ct) transportieren
ihre Substrate in einem striktem Gegentausch (,, Counter-exchange"). Dabei erfolgt ein Export von ATP
bzw. ADP nur, wenn ein ADP oder ATP importiert wird (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Demnach ist
der Nukleotid-Transport stets von der Prasenz des Gegentauschsubstrats abhangig. Ein solcher
Transportmechanismus konnte fir die eubakteriellen und plastidéren ATP/ADP-Transporter mittels
» Efflux”-Experimente an den isolierten Eubakterien bzw. Plastiden sowie im heterologen E.coli-System
analysiert werden (HELDT, 1969; HATCH et al., 1982; KRAUSE et al., 1985; SCHUNEMANN &t al., 1993;
NEUHAUS et al., 1997; TJADEN €t al., 1998a).

Bel diesen ,Efflux“-Versuchen werden die Bakterien bzw. die Plastiden mit radioaktiv
markiertem ATP oder ADP ,vorbeladen”, wobei das entsprechende ATP/ADP-Transportprotein deren
Aufnahme katalysiert. Im Falle eines , Counter-exchange*-Mechanismus sollte dann der Nukleotid-
Export (, Efflux*) aus den Zellen bzw. Organellen von den auf3en angebotenen Gegentauschsubstraten
abhangig sein. Daher wurden den vorbeladenen Bakterien bzw. Plastiden als Gegentauschsubstrat ATP
oder ADP angeboten, wobei die exportierten, radioaktiv markierten Nukleotide analysiert wurden
(Kapitel 3.3.3.4).

Aufgrund der identischen Substratspektren wurde ebenfalls fur das NPTHo-Protein ein
Antiportmechanismus wie fir die bisher charakterisierten ATP/ADP-Transporter postuliert. Im Rahmen
von , Efflux“-Experimente konnte jedoch eine Uberraschende Entdeckung gemacht werden, die
vollkommen von den Beobachtungen der bekannten ATP/ADP-Antiportern abweicht (Abb. 3.19 und
Abb. 3.20). Diese , Efflux“-Ergebnisse sowie die im vorherigen Kapitel 4.3.1 erl&uterten kinetischen
Daten fihren zu folgenden zwei Kernaussagen, mit denen sich im Wesentlichen die biochemischen

Transporteigenschaften des NPTHo-Proteins zusammenfassen lassen:

1. Das NPTHo-Protein importiert ATP und ADP, wahrend jedoch nur ADP (kein ATP) exportiert
wird (Abb. 3.16 und 3.20).
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2. Phosphat besitzt einen stimulierenden Einflufd auf den ADP-Transport des NPTHo-Proteins, nicht
aber auf den ATP-Transport (,, Phosphat-Effekt*) (Abb. 3.20 und 3.22).

Aufgrund dieser biochemischen Transporteigenschaften sind fir das NPTHo-Protein unter
physiologischen Bedingungen folgende Transportmechanismen méglich: 1. Das NPTHo-Protein
katalysiert den ADP/ADP-Antiport (Abb. 4.2a), d.h. ein ADP * wird in die Bakterienzelle importiert
und im strikten Gegentausch ein ADP * ins Cytosol der Wirtszelle exportiert (, Counter-exchange*). Ein
solcher Austausch, bei dem der Netto-Transport null ist, ware physiologisch unbedeutend, der sowohl
fr die Wirtszelle al's auch fir den Endosymbionten weder Nutzen noch Schaden wiirde. 2. Das NPTHo-
Protein katalysiert den ATP/ADP-Antiport, wobei ein ATP* aus dem Wirts-Cytosol importiert und
gleichzeitig ein endogenes ADP # exportiert wird (Abb. 4.2b). Bei diesem Transport wird netto eine
negative Ladung transportiert (elektrogener Transport), was zu einer Erhdhung des elektrochemischen
Potentials Uber der Cytoplasmamembran fihrt. Damit muss das Holospora-Bakterium unter ,in vivo“-
Bedingungen gewdhrleisten, dass dieser Ladungsgradient durch bestimmte Mechanismen stetig wieder
abgebaut wird. Ebenfals fuhrt dieser Nukleotid-Antiport, bei dem im Netto-Transport ein Phosphat
importiert wird, zu einer Phosphat-Akkumulation in dem Endosymbionten. Derzeit ist jedoch

unbekannt, wie Holospora dieser Phosphat-1mbalance entgegenwirken kann.

a b

Holospora Cytosol der Holospora Cytosol der
Wirtszelle Wirtszelle

R R
ADP 8 ADP 8

Abb. 4.2: Schema der mdglichen Transportmechanismen fur das NPTHo-Protein. (8) ADP/ADP-
Antiport; (b) ATP/ADP-Transport.

Die physiologische Bedeutung dieser Transportrichtung der Nukleotide (Abb. 4.2b), die auch fir
die Ubrigen eubakteriellen und plastiddren ATP/ADP-Transportern ,in vivo" postuliert wird, ist die
Versorgung der intrazelluléren Eubakterien bzw. Plastiden mit ATP (Winkler & Neuhaus, 1999).
Ebenfalls steht dieser ATP-Import und ADP-Export im Einklang mit der Lebensweise von Holospora
obtusa. Aus den Informationen des laufenden Holospora-Genomprojekts geht hervor, dass dieser
Endosymbiont des Parameciums keine eigene ATP-Synthese Uber oxidative Phosphorylierung betreiben
kann (Dr. F. Lang, University of Montreal, personliche Mitteilung). So wére ein moglicher ATP-Export
durch das NPTHo-Protein fir Holospora fatal. Jedoch ist das NPTHo-Protein aufgrund seiner
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biochemischen Besonderheit nicht in der Lage, ATP zu exportieren. Durch diese, bisher einzigartige
Transporteigenschaft besitzt der Endosymbiont des Parameciums einen erheblichen Selektionsvorteil
gegenuiber den anderen intrazelluldren Eubakterien, die einen ,klassischen® ATP/ADP-Antiporter
besitzen und unter physiologisch unginstigen Bedingungen (geringes ATP/ADP-Verhdtnis der
Wirtszelle) potentiell ATP exportieren. Holospora unterliegt somit niemals der Gefahr, ATP zu
verlieren.

Darlber hinaus wurde fir das NPTHo-Protein ein stimulierender ,, Phosphat-Effekt” fir den ADP-
Transport, nicht aber fir den ATP-Transport beobachtet (Abb. 3.20 und 3.22). Dabei konnte das
Phosphat mdglicherweise zwei verschiedene Funktionen fur den NPTHo-vermittelten Transport
erfillen: 1. WINKLER & DAUGHERTY (1984) postulieren, dass das Phosphat eine wichtige regula-
torische Funktion fir das rickettsielle Transportprotein besitzt. 2. Der Phosphat-stimulierende Effekt
koénnte darin begrindet sein, dass es sich hier in der Tat um ein Phosphat-gekoppelten ATP/ADP-
Transporter handelt, wobei Phosphat als Ko-Transportsubstrat fungiert. Damit kénnte der Holospora-
Transporter ATP* im strikten Gegentausch mit ADP ¥ und Phosphat * as Gegentauschsubstrate
importieren, was einer Stéchiometrie von 1 : 2 entspricht (Abb. 4.3). Ein solcher ATP : ADP/Phosphat-
Transport ist elektroneutral und zeichnet sich des Weiteren durch eine ausgeglichene Phosphat-Bilanz
aus. Interessanterweiseist fr die Glucose-6-Phosphat/Phosphat- Transporter aus Lactococcus lactis und
E.coli bereits ein solcher Phosphat-gekoppelter Transportmechanismus beschrieben worden
(SONNA et al., 1988; KRAMER, 1994). Unter physiologischen Bedingungen kataysieren die letzt-
genannten Transporter den Transport von Glukose-6-Phosphat * und Phosphat ** im Gegentausch mit
Phosphat %, wobei netto ein Glukose-6-Phosphat importiert wird (SONNA, et al., 1988).

Holospora Cytosol der
Wirtszelle

ATP4 €
LQ; ADP 3

__> pPi L

Abb. 4.3: Schema eines mdglichen Transportmechanismus des NPTHo-Proteins: Der Phosphat-
gekoppelte ATP/ADP-Transport.

Im Gegensatz zu den eubakteriellen und plastidaren ATP/ADP-Transportern zeichnet sich das
NPTHo-Protein durch eine weitere biochemische Besonderheit aus, die jedoch keine physiologische
Relevanz hat. So wurde fir das NPTHo-Transportprotein ein Phosphat-stimulierender ADP-Uniport
beobachtet (Abb. 3.20), der sich nur unter Annahme eines Phosphat-gekoppelten Transport-

mechanismus erkléren lasst. Das NPTHo-Protein kénnte den Export von ADP * im Kotransport mit
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Phosphat ** und im Gegentausch mit einem Phosphat * katalysieren (Abb. 4.4). Dieser Netto-Export von
ADP, der fur den Endosymbionten infolge des Nukleotid-Verlusts eher von Nachteil wére, wirde

Lin vivo“ nie stattfinden.

Holospora Cytosol der
Wirtszelle

pt —
4p-t

Abb. 4.4: Schema eines mdglichen Transportmechanismus des NPTHo-Proteins: Der Phosphat-

stimulierender ADP-Uniport.

Die Annahme eines solchen Phosphat-gekoppelten Antiportmechanismus, der aufgrund seiner
biochemischen Besonderheiten fur das NPTHo-Proteins indiziert wurde, kdnnte eines der wesentlichen
bisherigen Probleme eines ATP/ADP-Antiports der eubakteriellen und plastidaren ATP/ADP-
Transporter |6sen (el ektrogener Transport; Phosphat-Imbalance). Ein ATP/ADP+Phosphat-Transport ist
elektroneutral und wirde daher das elektrochemische Potential der Membran nicht veréndern. Die
Nukleotide konnten infolge eines hohen cytosolischen ATP/ADP-Quotient der Pflanzen- bzw.
Wirtszelle (STITT et al., 1982; WINKLER & DAUGHERTY, 1984) entlang ihres Konzentrationsgefdles
transportiert werden. Das chemische Potential wiirde so zu einem gerichteten ATP-Import fuhren
(katalysierte Diffusion). Damit kénnte die seit langem offene Frage nach der antreibenden Kraft fir
diese nicht-mitochondrialen Transporter mit diesem Transportmechanismus geklart werden.

AuRerdem fihrt ein ATP/ADP+Phosphat-Transport zu einer ausgeglichenen Phosphat-
Stdchiometrie, so dass die Eubakterien und Plastiden keiner Phosphat-Akkumulation ausgesetzt sind.
Ein konstanter Phosphat-Spiegel in alen zelluldren Kompartimenten ist fur die Zelle auf3erordentlich
wichtig, da Phosphat fur viele Stoffwechselreaktionen regulatorische Funktionen besitzt. Derzeit ist
unklar, wie eine solche Phosphat-I mbal ance ausgeglichen werden konnte, bislang keine Transporter der
bakteriellen Cytoplasmamembran bzw. an der inneren Plastidenmembran identifiziert wurden, die einen
eventuellen Phosphat-Export katalysieren. Durch den oben dargestellten ATP/ADP+Phosphat-Transport
konnte erstmals indiziert werden, wie die Eubakterien und die Plastiden die Phosphat-Problematik des
ATP-Imports umgehen kénnen.

Ebenso konnte ein Phosphat-gekoppelter Transportmechanismus der eubakteriellen und plasti-
déren ATP/ADP-Transporter moglicherweise erkldren, warum die Mitglieder dieser Transporter-
Familie keine substantiellen molekularen Anlichkeiten zu den mitochondrialen ADP/ATP-Carrier der
»Mitochondrial Carrier Family* (MCF-Familie) aufweisen (WINKLER & NEUHAUS, 1999). Diese
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Unterschiede wirden demnach bei beiden Transport-Typen auf vollkommen unterschiedliche
Transportmodi beruhen. Der mitochondriale ADP/ATP-Carrier katalysiert den elektrogenen Austausch
von ATP # und ADP * und nutzt als antreibende Kraft das elektrochemische Membranpotential der
inneren Mitochondrienmembran, das durch den Protonentransport der oxidativen Phosphorylierung
gebildet wird (sekundar aktiver Transport). Auf diese Weise wird bevorzugt ATP* exportiert und
ADP * importiert (KLINGENBERG,1989).

Zukinftige Experimente sollen den in dieser Arbeit postulierten Phosphat-gekoppelten Antiport
fur die nicht-mitochondrialen ATP/ADP-Transporter verifizieren. So soll zundchst durch weiterfiihrende
Transportstudien untersucht werden, ob Phosphat als Cosubstrat transportiert wird. So kann bislang tGber
den Mechanismus dieser Transporter-Familie nur spekuliert werden, wobei die biochemsichen Daten
des NPTHo-Protein die ersten Hinweise fur einen solchen ATP/ADP+Phosphat-Transport indizieren.

Dennoch bleibt die Bestétigung durch fehlende experimentielle Beweise abzuwarten.

4.3.3 Die evolutive und physiologische Bedeutung des NPTHo-Proteins

Aufgrund seiner biochemischen Besonderheit, kein ATP zu exportieren, nimmt der  nicht-
mitochondriale Nukleotid-Transporter aus Holospora obtusa unter den bislang charakterisierten
ATP/ADP-Transportern aus Eubakterien und Plastiden eine Sonderstellung ein. Diese abweichenden
Transporteigenschaften lassen sich auf seine divergente Entwicklung zurtickfihren (Kapitel 4.1.2). So
wird ebenfals fir die chlamydialen Transportproteine NPT1Ct und NPT2Ct postuliert, das sieim Zuge
der Evolution unterschiedliche biochemische Eigenschaften erhalten haben (TJADEN et al., 1999).

Das NPTHo-Protein zeichnet sich im Vergleich zu den anderen Transportern dieser Familie
dadurch aus, dass es nicht ATP-Export zu katalysieren vermag. Diese Transporteigenschaft konnte im
Laufe der Proteinevolution durch Mutationen entstanden sein. Da Holospora die Fahigkeit zur eigenen
ATP-Synthese mittels oxidativer Phosphorylierung verloren hat (Dr. F. Lang, University of Montreal,
personliche Mitteilung), konnte ein entsprechender Selektionsdruck auf das nptHo-Gen diesen
Funktionswandel bewirkt haben, denn ein ATP-Export hétte fir das Holospora-Bakterium fatale
Folgen. Durch die Eigenschaft kein ATP zu exportieren, besitzt der Endosymbiont des Parameciums
einen erheblichen Selektionsvorteil gegentiber den obligat intrazelluléren Eubakterien Rickettsia
prowazekii und Chlamydia trachomatis. Der rickettsielle und chlamydiale Endoparasit besitzt jeweils
einen ,klassischen® ATP/ADP-Antiporter (TLC1Rp und NPT1Ct) und kénnte unter physiologisch
ungiinstigen Bedingungen (geringes ATP/ADP-Verhdltnis der Wirtszelle) sein endogenes ATP
exportieren. Jedoch sind Rickettsien und Chlamydien, wenn auch unzureichend, zur eigenen ATP-
Synthese beféhigt (ANDERSSON et al., 1988a; STEPHANS et al., 1998).

Esist allgemein bekannt, dass die Mutationsrate in obligat intrazelluldren Endosymbionten bzw. -
parasiten hoher ist as in freilebenden Eubakterien (MORAN, 1996). Eine Erklérung fir diese
beschleunigte Mutationsrate liegt in ihrer geringen PopulationsgrofRe begriindet, wodurch die

Wahrscheinlichkeit verringert ist, eingetretene Mutationen durch homologe Rekombination zu
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entfernen. Demnach kénnen sich Mutationen eher manifestieren als bei freilebenden Bakterien mit
grof3en Populationen.

Es gibt zahlreiche Beispiele, bei denen schon geringe Aminosdure-Substitutionen zu drastischen
V eranderungen der Transporterei genschaften gefthrt haben: 1. Der Austausch von zwei Aminosaurenin
der strikt NAD-abhéngigen Leucin-Dehydrogenase aus Thermoactinomyces intermedicus fuhrt zu
einem Enzym, das die gleiche Reaktion unter Verwendung von NADP as Coenzym katalysiert
(GALKIN et al., 1997). 2. Durch eine chemische Modifizierung mittels Thiol-Reagenzien ist aus dem
mitochondriadlen ADP/ATP-Antiporter ein Uniporter, ohne Verlust der katalytischen Aktivitét,
entstanden (DIERKS et al., 1990). 3. Die Substitution eines einzigen Lysin-Restes bewirkt eine
verdnderte Substratspezifitédt des Glukose-6-Phosphat/Phosphat-Transporters aus E.coli. So kann die
Mutante kein Glukose-6-Phosphat mehr transportieren, jedoch katalysiert sie effizient den Transport
von Phosphoenolpyruvat (PEP) sowie 3-Phosphoglycerat im Phosphat-gekoppelten Mechanismus
(HALL et al., 1999).

Die biochemischen Erkenntnisse Uber das NPTHo-Protein liefern einen wichtigen Beitrag zum
Verstdndnis der Lebensweise des Endosymbionten im Makronukleus des Pantoffeltierchens
Paramecium caudatum (SPRINGER et al., 1993; AMANN &t al., 1991). Bisher konnte zwar der Infek-
tionszyklus von Hol ospora obstusa aufgedeckt werden (GORTZ & BRIGGE, 1998), jedoch ist nichts Uber
den Energiestoffwechsel von Holospora obtusa bekannt, da eine direkte Untersuchung der Physiologie
dieser Endosymbionten aufgrund ihrer extrem schwierigen Anzuchtbedinungen duferst problematisch
ist. So sollen durch ein entsprechendes Genom-Projekt weitere Auskiinfte Uber Metabolismus des
Holospora- Bakteriums geben (Dr. F. Lang, University of Montreal).
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5 Zusammenfassung

Die Evolution plastidarer und eubakterieller Nukleotid-Transporter, die man aufgrund biochemischer
und molekularer Eigenschaften zur Familie der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
zusammenfasst, ist noch vollig ungeklért. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die evolutive
Sequenzverwandtschaft dieser nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern aus Pflanzen und
Eubakterien eingehender untersucht. So konnten folgende wichtige Fragestellungen beantwortet

werden:

1. Ist der nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter ausschlielllich auf intrazellulare
Bakterien und Plastiden beschrankt?
Unter Anwendung molekularbiologischer Techniken sowie der Computer-gestiitzten Anayse
laufender Genom- und EST-Projekte wurde im gesamten Organismenreich (Eu- und Prokaryoten)
nach weiteren homologen nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern gesucht. Aufgrund der
gewonnenen Daten konnte postuliert werden, dass die nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter
innerhalb der Eukaryoten ausschliefdlich auf Plastiden-haltige Organismen beschrankt und damit im
gesamten Pflanzenreich verbreitet sind. Innerhalb der Prokaryoten wurden Mitglieder dieser
Transporter-Familie bislang nur in einigen wenigen endosymbiontisch bzw. endoparasitisch Iebenden

Eubakterien identifiziert, die der Gattung Rickettsiales und Chlamydiales angehéren.

2. Wiehaben sich diese Transporter innerhalb der beiden Organismenreiche entwickelt?

Aufgrund der molekularen Identifizierung eines nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters aus
Cyanophora paradoxa, konnte ein monophyletischer Ursprung aler homologen plastidaren
Transportproteine postuliert werden, da somit die &lteste bzw. urspringlichste Pflanze ein
entsprechendes Transportsystem besitzt. Darliber hinaus wurde angenommen, dass im Verlauf der
Pflanzenevolution zwischen niederen und hoheren Pflanzen infolge der Ausbildung héherer Organi-
sationsformen (Vielzeller) und der Differenzierung in Gewebe bzw. Organen Genduplikationen
stattgefunden haben. Das eingeschrankte Vorkommen der nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter innerhalb der Eubakterien wurde dadurch erklért, dass die Chlamydien und Rickettsien als
obligat intrazellulér lebende Eubakterien von der Aulenwelt abgeschirmt sind und daher keine
Maoglichkeit zum Genaustausch mit weiteren Bakterienspezies besitzen. Dass Vorkommen eines
solchen Transportsystems in Vertreter wurde in dieser Arbeit als mogliche Folge eines horizontaler

Gentransfers diskutiert.
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3.  Woher stammt das Gen (Ursprung des Gens) und tber welche méglichen evolutiven Wege
konnte es auf die jeweiligen Organismen Ubertragen worden sein?

Zahlreiche Indizien sprechen fir eine ,de novo“-Entstehung der pflanzlichen Nukleotid-Transporter
im Zuge der primdren Endosymbiose zwischen einem heterotrophen Eukaryoten und einem
Cyanabakterium (Entstehung der ersten Pflanzenzelle). Bei dieser Neuentstehung wurde ein méglicher
evolutiver Zusammenhang zwischen den mitochondrialen und nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transportern indiziert, der fir eine homologe Entwicklung der Sequenzmotive GLGANVALIF/V,
MAYIPLD und GKSGGA in beiden Transporter-Familie sprechen konnte.

Fir den chlamydialen Nukleotid-Transporter wurde in der vorliegender Arbeit postuliert, dass
Chlamydien dieses Gen sowie einige andere ,, pflanzliche Geneg* mittels horizontalen Gentransfer aus
einer frihen, einzelligen Pflanzenzelle erworben haben. Ferner wurde diskutiert, welche Wege fir
einen horizontaler Gentransfer zwischen Rickettsien und Chlamydien bzw. Rickettsien und Pflanzen

maoglich sein konnten, um das V orkommen rickettsieller Nukleotid-Transporter zu erklaren.

4. Inwiefern haben sich die Transporteigenschaften nicht-mitochondrialer Nukleotid-
Transporter im Laufeihrer divergenten Entwicklung verandert?
Der nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporters aus Holospora obtusa (NPTHO), einem obligaten
Endosymbiont des Pantoffeltierchens, zeichnet sich im Vergleich zu den bisher charakterisierten
Nukleotid-Transporter durch einzigartige Transporteigenschaften aus, die dem intrazelluléren
Eubakterium einen erheblichen Selektionsvorteil verleihen. Aus den kinetischen Daten des NPTHo-
Protein wurde ein neuer Phosphat-gekoppelten Transportmechanismus postuliert, der auf die nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporter Ubertragen ist, wodurch sich die generellen Probleme des

bidang postulierten , einfachen* ATP/ADP-Antiports |6sen lassen.
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7  Anhang

7.1 DNA-Sequenzanalyse homologer Transportproteine aus Prokaryoten

Die DNA-Seguenzanalyse homologer Transportproteine aus Prokaryoten, die in dieser Doktorarbeit identifiziert
wurden, ergab, dass sich ale genomischen DNA-Sequenzen aufgrund der hohen Sequenz-Ahnlichkeiten zur
Gruppe der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter zuordnen lassen. Mit Ausnahme der NPTHo-DNA
enthalten die anderen Nukleotidsequenzen nicht den gesamten kodierenden Aminosdurebereich und kodieren
somit nur fir ein Teilpeptid. Aus diesem Grund fehit bei diesen Transportproteinen entweder der N- und/oder C-

Terminus.

Tab. 7.1: Diein dieser Arbeit identifizierten, homologen Transporter aus Prokaryoten

Name Organismus Nukleotidsequenz ORF Kapitel
NPTC36 Rickettsia-verwandter Endosymbiont C36 729 bp 243 aa 7.11.
NPTCc Caedibacter caryophila 723 bp 241 aa 712
NPTET39 Ceadibacter-verwandter Endosymbiont ET39 783 bp 261 aa 711
NPTHN3 Caedibacter-verwandter Endosymbiont HN3 783 bp 261 aa 711
NPTHo Holospora obstusa 2180 bp 514 aa 713
NPT Pbtb Endoparasit der Papaya-Friichte Pbtb 759 bp 253 aa 714
NPTTUMEL Chlamydia-vewanter Endosymbiont TUME1 729 bp 243 aa 711

7.1.1 DNA-Sequenzanalyse von NPTTUMEL, NPTHN3, NPTET39 und NPTC36

Die genomischen DNA-Teilsequenzen der vier verschiedenen Endosymbionten des Protisten Acanthamoebea
C36, ET39, HN3 und TUME1 mit einer Lange von 729 bp bis 783 bp, die in Kooperation mit Dr. M. Wagner
(Technische Universitdt Minchen) isoliert werden konnten, kodieren fir Polypeptide, die aus 243 bzw. 261
Aminosduren bestehen und zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern homolog sind. Diese DNA-
Abschnitte entsprechen nicht der vollsténdigen kodierenden Nukleotidsequenzen. Die Sequenzinformationen fur
die 5'- und 3’-Enden fehlen (Abb. 7.1-7.4).

1 - AGTATGATGCTATCATTAATGI TCTGGECAATTTGCAAACCAGATTACTTCCATAAACGAC
S MML SL MFWQFAN QI TSI ND- 20

61 - GCGAAAAAGTTTTATTCACTATTCGGEGT TTGICGGACAAATAGECT TGI TTTCAGCAGEG
A KKFYSLFGFVGQI GL F S AG- 40

121 - TCATTTATGATGCTGITTACTAAAACTGGTACAACTTGCECAAACTTCATTACATTATATA

S FMMLFTIKTGTTWOQTSLHY I - 60
181 - ACTTCTTCTATATTATTATCAGGAATATTACTTAGCATTGCATTATTTGITTTAGGTAAT

T s sSI L L SGI L L SI AL FVLGN- 80
241 - TACCTTGICGGTAATGATACAATAAACGGAACCCAAACTAAATCCAAAAAGAAAAAGCCG

Y LVGNDTI NGTIOQTIKS KKK K P - 100

301 - GGITTAGITGAAAGI TTAAAATATGITTTCTCTTCTAAATATATAGGATTAATTGCTCTT
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G LV ESLIKYVFSSKYI GL I AL - 120
361 - CTTGITATATGCTATGGTATTTCAATTAATCTGGTIGGAAGGAGTATGGAAAAACCTTATT
L VvI CY GI1 S I N L VEGV WK K L I - 140
421 - CAAATAGITTATCCAGATCCGAAAGATATTAGTAATTTCGEECGEGAAAGTACAAATGTAC
Ql vVYPDWPIKDI SNZFGGKYV QMY - 160
481 - ACTGCACTTGCTACATTTACTGCAATGCTGECGACGCTCTITTTGIGCTTCGTATTTTTAGC
T AL AT FTAMLASSUFVL R I F S - 180
541 - TGGAGAACGECTGCCTATAATAACTCCTATCATTATTTTAATTACAGGAGTACCGITTTTC
WR T A A | I T P 1 | | LI T GV P F F - 200
601 - ATATTTGIAAGITATAAAGGATGGT TTGCAAATACATTGGATGT GACAAGTGCAACTATA
| FVSYKGWFANTLIDVTSA AT I - 220
661 - CTATTCTTCGCAGITATATTCGECGCTACACAAAACGITTTAAGTAAAGCTATAAAGTAT
L F F A V I F GATQNVL S K A I K Y - 240
721 - TCTCTCTCTGACCCGACCACAGAG
S L S DPTTE - 248
Abb. 7.1: Teillsequenz der genomischen NPTC36-DNA mit abgeleiteter Aminosduresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

121 -

181 -

241 -

301 -

361 -

421 -

481 -

541 -

601 -

661 -

721 -

781 -

AGCGI TGTCATTTCATTACTGI TCTGECAGT TTGCAAACGAAATCACTCCCGT TGGTGAA
SsvVvVvI SLLFWQQFANEI TRV GE -
GCAAAGCGT TTCTACGGTATGI TTGGT TTAATCGGTAACT TCGGATTGATGI TATCTGGT
AKRFYGMFGLI GNFOGLML S G -
TACACAGI TTATTACT TCTCCAGCAT TCGT GACAGCGT TCCAGAAGGT GT TGACCCATGG
Y T VvVYyYFSSI RDSVPEG GVDPW-
GGTATGACATTGAACTATCTGATGACATTTGT TGTGATCTCTGGTATTTGCGT TGTGGECA
GMTLNYLMTZFVVI SGI CVVA-
ATTTACAGT TGGATGAACAAAGCCGT TCTCACAGATAAGCCCT TCTATGATAGT GAAGAG
Il Y S WMNIKAVLTDI KR REFYDSEE -
GGAGCGGTGRAGAAGAAAAAAGATAAACCAAAAT AATCT TTGECTGAAAGCT TTAAATAT
GAVEIKIKIKDIKPIKLSLAEST FIKY -
TTGITACAATCGCCTTATCTTGGT TTAATCGCGACGATTGI TTTGECCTATGGTGICTCC
L LQSPYLGLI ATI VLAYGVS -
ATCAACTTGGT TGAAGGT GT CTGGAAGGEECAAAT TAAGAT TCGCT TCCCCAATCCAAAT
I NL VE GV WKGQI KI RFPNJPN -
GACTATAACGCGT TCATGEGACAATTTTCCTTCATCACTGGTGI TGT TACCGTI TATTTTG
DYNAFMGQQFSFI TGV VTVI L -
ATGATTGTCCEGAACAATAT T TTGCGTCCCT TAAGCTGEGT TGCAGCAGCCCTGATCACT
MIT VGNNI LRRLSWVAAALI T -
CCAGITATGATTTTGATCACAAGCT TGATCT TCT TCGGTGTGATTATGTACGGECAACAGT
PV M™MI LI TSLI FFGVI MY GNS -
GIGAATGATCCTCT TTATCCAATAATGEGTACTACGATGGTGATGATTGCAGT GT TGECT
V NDPLYPI MGTTMVMI AV L A -
GGITTGECGCAAAATGT TTTGACAAAGT CAACAAAGTACTCTCTGT TCGATCCAACAAAA
GLAQNVLTIKSTIKYSLFDZPT K -
GAA

E

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

240

260

- 261

Abb. 7.2: Teilsequenz der genomischen NPTET39-DNA mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

1 -

61 -

121 -

TCTGITCATGATTTCGCTTCTGI TCTGECAATTTGCTAACGATAT TACGCGAACT GAAGAA
SvM™MI SLLFWOQFANDI TRTEE -
GCAAAGCGCTTTTATGCAATGT TCGGT TTAATTGCAAACGT TGCTCTCATCTTTTCAGEA
AAKRFYAMFGLI ANVALI F S G -
ACAACTGT TGAATACT TCTCAGAAAT TAAAGATAAACTCCCTCCTGAAATTGATGCTTGG
T TV EYFSEI KDKULWPWPEI DAW-

20

40

60
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181 - GGATATTCTTTGAATTACATGATGGGEOGCTGI TGTCCT T TGOGGTGT TGCAGCGATTGCG

GYSLNYMMGAVVLCGVAAI A - 80
241 - CTTTATTGGIGEGT TACAGAGTATGTI TCTTACAGATCCTCGT TTCTACGATGCATCTGCA

L YwWwwWVTEYVLTUDZPRFYDASA - 100
301 - CCAAAAAATAAAAAAGAGAAGAAGGACAAGCCAAAATTAAGTIGI TGECGAGAGCTTTAAG

P K NKKEIKIKDIKWPIKLSV GE S F K - 120
361 - TTGATCTTTAGITCTCCTTACATTGGT TACATTGCAATTCTCGTATTAGCCTATGGTGTA

L1 FSSPYI GYI AIlI LVLAYGYV - 140
421 - TCTATCAACCTTATTGAAGI TGTATGGAAAGACCAAT TGAAGCAAGCT TTCCCAAATCCT
S1 NLI EVVWKDO QLKQAFUZPNP - 160

481 - AATGATTATGGIGCTTTCATGEGTAAATTCTCTCGT GCAACAGGTATCGTAACCATGCTT
NDYGAFMGKEFSRATG GI VTML - 180
541 - CTGATCTGGITCACAAAAGGTATCGTACGTAAGT TTGGT TGGT TCACGGEGTGOGATCGTA

LI WFTKOGI VRKFGWFTGAI V - 200
601 - ACACCTGCTGITTTGATTATTACAGECGCGCTATTCTTTGCATTCGTGCTTTTCAAAGAC

T PAVLI I T GALFFAFVLFKD - 220
661 - GAGCTCACACCGCTTGIGECAGGT TTTGGICTCACTGCAACCT TAATGGECAACCTATATT

ELTPLVAGFGLTATLMATY I - 240
721 - GGAGCGATTCAAAATATCCTCAGTAAAGGTACAAAGTACTCAAACTTTGACCCCACAAAA

GAIl QNI L S KGTIKYSNFDWPT K - 260
781 - GAG

E - 261

Abb. 7.3: Teilsequenz der genomischen NPTHN3-DNA mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

1 - CGTGTAACTGAAGCGAAGCGTTTTTACTCTCTACTTGECCT TGGAGCAAACGTTCCTTTA

RV TIEAKRFYSLLGLGANVAL - 20

61 - CTTGITTCTGECCCTACGATTGICTATTTTTCTAACATCCAGAGCCGCAT TCCCECTGGET
L vsGgPTI VYFSNI QSRI P AG- 40

121 - GTAGATCCATGGCAAGTTTCTCTTAACTATCTAATGACTTTTGITGI TTTAGCTGGTGTA
VvV DPWQVSLNYLMTZFVVLAGVYV - 60

181 - TOGGTGCTTGCTATTTACTATTGGATGAATAGAAACGT TTTGACAGATCCACGCTTCTAC
SVLAI YYWMNRNVLTWDWPRTFY - 80

241 - AACCCAGAAGAAGAAAAGAAAGGAAAAAAATCTAAACCTAAAATGGEGTATTTTAGAAAGT
NP EEEIKIKGKIKSKPKMGI L E S - 100
301 - TTTGCTTTCCTAGCTAAATCCAAGTACATCCTCTGCATTGCTTTGCTTGICATTTCTTAT

FAFLAKSKYIl L CI ALLVI S§Y -120
361 - GGTATTTGCATTAATTTAGI TGAAGTAACT TGGAAAGGACAACT TAAGCTACAATACAAA

Gl CI NL VEVTWKG GOQL KL QY K - 140
421 - AATCCTAATGATTACAATGCTTTTATGEGCATGITTTCTACCATCACAGGATTGGTGACA

NP NDVYNAFMGMEFSTI T GL V T - 160

481 - ATTATAATGATGITCTTAGECGGT TGGAT TACCCGCAAAAAAGGECT GEEECT TTGCCECT
I 1 M MFL GGWI TRKIKGWGFA A - 180
541 - ATGGECAACACCTATTGITTTATTAATAACAGEGATCGGITTCTTTTCTTTTGITATATTT

MATH®PI VLLI TGGI GFFSFVI F - 200
601 - AAGGACCACCTTGCOGGECTTCATTAGCTACTTTGECACTACTCCACTCATGCTAGCAGTA

K DHLAGFI SYFGTTWPLML AV - 220
661 - ATCTTTGGCATGATACAAAATATTATGAGTAAATCGACGAAATACTCTTTATTTGATCCT

I F GMI QNI MS K ST KY S L F D P - 240
721 - ACCAAGGEAG

T K E - 243

Abb. 7.4: Teilsequenz der genomischen NPTTUMEL-DNA mit abgeleiteter Aminosdureseguenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.
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7.1.2 DNA-Sequenzanalysevon NPTCc

In dem Genom des intrazelluléren Eubakteriums Caedibacter caryophila konnte ein DNA-Abschnitt identifiziert
werden, der eine Lange von 723 bp besitzt. Eine Sequenzanalyse dieser genomischen DNA-Teilsequenz ergab,
dass die abgeleitete Proteinsequenz bestehend aus 241 Aminosauren zu denen der bisher identifizierten nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transportern auferordentlich @hnlich ist. Aufgrund der unvollsténdigen Protein
sequenz ist der N- bzw. C-Terminus vom NPTCc-Protein noch unbekannt (Abb. 7.5).

1 - AAAACAAGTGAAGCAAAAAGATTTTACTCAATGITTGEGT TGCTCGGTAATTTTTCCTTG

K TSEAKRFYSMFOGLULGNFSL - 20

61 - CCTTTAGITGCTGCTACTCTTGGI TATCTGCTTAGCTCAGAGATCAATATAGI TGCAGAG
PLVAATLSGYULWLSSEI NI V AE - 40

121 - GAACATCGITTTATTCCTGTAATATGTATTGTGATTTTTAGTAACATCCTTGITATGITT
EHRFI PVI CI VI FSNI L VMF - 60

181 - TTCTATTTCTGGATGAATAAAAATGTACT TACCGATCOGOGCCTTTATGATTCAGGAGAA
FYFWMNIKNVLTUDWPRLYDSGE - 80

241 - GOGGECTGGTAAACCTAAGAAGAAAAAAACAAAGT TATCACTAGGTGAAAGCTTTAAAATG

A A GKZPIKIKIKI KT KLSL GESF K M- 100
301 - ATATTTACTTCAAAATATCTAGEECTTCTTGTAACTTTAATCCTAGCT TATGGTATATCT

I F T SKYLGLULVTLI L AYGI § -120
361 - ATCAATTTAGITGAAGGECGTGTGGAAAGCTAAACT TAGAGAATTATACCCTACAAAAGAA

I NL VEGV WKAKTILWRELYPT K E - 140
421 - GCATATACCATGITTATGGGTAATTTCCAAGCATACCAAGI TGT TGCAGCTATTATCTTT

A Y TMFMGNFOQAYQGVAAI I F -160
481 - ATGCCTTGTAGGTAGTAACATTTTAAGGAGEGTATCT TGEECAACAGCGECTATATTTACT

MLV GSNI L RRVSWATAAI F T -180
541 - CCTCTAATGATCCTTGITACCGGAATTGGITTTTTCTCTTTTATTATATTTGATCAAACC

PLMI L VTSGI GFFSFI I F DQT - 200
601 - ATAGECTAATATTTTGCAGCCTTTTTTGGTACAGGTCCTCTAGCTCTTGCCGTGATTATT

Il GLYFAAFFGTGPLALAVI I - 220

661 - GGCACAGCACAGAATGTIGCTTAGTAAGGCAACAAAATARTCATTATTTGATTCGACAAAA

GT AQNVL SKATIKY SL FDST K - 240
721 - GAA

E - 241

Abb. 7.5: Teilsequenz der genomischen NPTCc-DNA mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die Nukleotid-

positionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.1.3 DNA-Sequenzanalysevon NPTHo

Die im Zuge der Genomsequenzierung identifzierte DNA-Sequenz des Eubakteriums Holospora obstusa besitzt
eine Lange von 2180 bp (Abb. 7.6). Das langste offene Leseraster von Nukleotidposition 556 bis 2097 bp kodiert
fur ein Protein, das aus 514 Aminosauren besteht und ein apparentes Molekulargewicht von 56,5 kDa besitzt.
Die ATG-Sequenz an der Nukleotidposition 556-558 bp sowie die TAA-Sequenz an der Nukl eotidposition 2098-
2100 bp wird als Start- bzw. Stoppkodon fur die Proteintrandation angenommen. Diese genomische NPTHo-
DNA ddlt die vollstdndige Aminosduresequenz fur einen putativen nicht-mitochondrialen Nukleotid-
Transporter dar (NPTHo; Nukleotid-Transportprotein aus Holospora obstusa).



Anhang

107

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201
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GCTCGOCOGEECAGATATCTAAATCACCTACCAGAACTATAAGAACACAATCTAATCATC
TATTTGCATCACTCATTGCATACTGCAAATTAGAATTATTGAAAGT GAAAACCTCATTGA
ATCATTTTGCAATAAAACAAAAACTATTGT TAAAAGCCAATGT TTTAATGT TCAATGAAC
TTCAAATTTTGAAAGGT GCTAAAATGACT TAAATATCCTAATCACATCTATCTTTATAGA
TCCAACAAATAAAAAATCACTCTCAATCGCT TTATGATGATCCTGCGATACCAACTAATC
AAAACCAATTCTACTGCCTTTGATGCTCTGACTCCAAGCATCATTTTTTCAAGATCATGCC
CCTAACAACGCGGTCTTGAAACAGTACCGAGCATTAATTTTTTCAATCATAGGTCTGAGA
TTGATGATTGGT TAACATCTTATCGI TTGI TTCTGAAAATTCAGCACAATGCTATAGAAT
TTTCGATGI TGTAATGCTATGATCGAATAGAAAATGATGTAGAGCATCAGT GCTTTACAA

AAAAATTGAGECATTATGT CAAACT TGT CAACAT CACGAAT GAGCAAATGGAGAGAGCEG

MSNLSTSRMSKWRE R
TTGIGECCAGT CTACCCAGAAGAAATGAGTATTTTCCTCCCCATGGT TG TATTATGI TT
L WPVYPEEMSI FLPMVVI MF
TCTATTTTATTTAATTATACTGTIGECTCGTAACGT TAAAGATTCTTTGCTTGTGAATTCT
S!1 L FNYTVARNVYVYIKDSLL VNS
CCTGGT TCCAGTGGAAAAGT TT TGCCATGEGT GAAGCT TGEGT TAGT TACTCCGTGT TCA
PGS SGKVLPWVKLGLVTWPTCS
ATTTTTGOGGT TATTGEGTACCCAAAGCTGAGTAATCT TTTAAGTAAACAAAGCECTTTAT
I FAVI GY AKLSNLILSKQRILY
TTTGCTACATTACTTCCGI TTGCGGIGTATTTTTTGITGI TTGSGT TTATCCTATATCCG
FATLULWPFAVYZFLULZFGFI1I L YP
ATCCGAGAATATTTTAACCTCTCAGT TGAT TGGATCAAAGAATGTCAGTCAATTTACCCC
MREYFNLSVDWI KECQSI YP
TTGITAAAAGATTTTTTTCCTGCTGTAGCGTATTGGAACTATTCGI TG TTTATATGATG
LLKDFFPAVAYWNYSLFYMM
GCAGAGCT TTGEEGAAATATGEEGATCGCATTACT TTTTTGECAGI TTGCAAATCAAATT
AEL WGNMGI ALLFWQFANQOQ/I
ACTCCAACAACTCAAGCAAAACGT TTTTATCCTGT TTACGEGT TCTGGTCTAATTTGEGA
TP TTOQOQAKRFYPVYGFWSNILG
TTGGI TGCTGCAGGT TCCT TAACAGCGT TCAGT GAGAAT TTCT TAAAGCCCGAACGTCTT
L VAAGSLTAFSENEFLIKZPERIL
GCTTCOGGAGAAAAAGAT TTTGGTCOGCAGCT TCGT TTATATTGI TCGTGCATGGTCGI T
A S GEKDFGPOQLRLYOCSCMVYV
GCTTGTATCGCTATAGI TGT TTCTTACTGGTGECTAAACGCAAAGGTAT TAACGGATGCA
AACI AI VVSYWWLNAKVYVTLTDA
CAAAAAGGGACAGATGCAAAGGEGAAGAAAAT CTAAACCGAAACT AACGT TGAAAGAAAGT
QK GTDAKGRKSIKPKLTL KE S
GOGGTATATTTATTGAAATCTCGT TATCTTATGTATATTGCGATTTTGATGI TAGCATAC
A VYLLK SRYLMYI AI L MLAY
GGAATTACTATTAATATTGTGGAAGT AACGT GGAAAGACAGTGTAGGACATTATTTTTCA
GI T 1 NI VEVTWKWDS SV GHY F S
GATCCTGTGACTGGACTAAGAGATATGAATGCCTATAACGCAT TTATGGGAAAAATGT TT
DPVTGLRDMNAYNAFMGIKMF
ATTGGAACTGGAATTACCACAATGGT TTTTATTTTGT TTAGTAAAAATTTTGTACAATCG
I G T GGI T T MV F 1 L FS KNFV QS
TTAGGATGECGT TTTTCAGCGAATATTACTCCATTTGTCACTATGATTACTGGAGT TGEG
L GWRFSANI TPFVTMI TGVSG
TTTTTTCTTTTTGIGGTATTCAAAGATTATCTTGGTGGATTGTGTGAACTTTTTGGTACA
FFLFVVFKDYLGGLT CELFGT
TCAACACTTTCTGI CGCGGTAGGAT TAGGT CTGGTACAAAATGT TTTAACTAAAGGAGT G
S TLSVAVGLGLVYQNVLTIKGYV
AAATATGCCACTTTTTGATCCGACAAAAGAAATGECT TATAT TCCGT TAGATGAAGAAGAA
K'Y AL FDPTIKEMAYI|l P L DEEE
AAAGT AAAAGGAAAAGCAGCTATAGATGT GAT TGGTGGTCEOCCTGGTAAATCTGGAGEC
K VKGKAAI DVI GGRAGKSGSG
AGTGTGCTTCAACTTATTTGCAACGCTGCAACTGGAGGAT TGEGTATTCCTCAGCTTTCC
SsvLiL QLI CNAATSGGLGI P QL S
GITCCTTTGCT TGGTGEECT TTTAGTATCCATTACATGT TGGTGGAT TTGEGECAGTGAAC
vV PLL GGLULVSI TCWWI WAVN
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2041 - AAACTAGCTATTGCTTATGCAAAGAAAGT TTTAGAAACTGAGCAAGI TAAAGAAATTTAA
KL AI AYAKIKVLETEOQVKEI * -514
2101 - AAAACAATAGGT TCGGACATCGAAAAAAGAATAGI TAAATTTTTTTGACTGITCTTTTTG

2161 - TGIGATTTTGAAGTIGAGTA - 2180

Abb. 7.6: Vollstandige Sequenz der genomischen NPTHo-DNA mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben. Das Start- und Stoppkodon der

Trandation sind fett gedruckt und unterstrichen.

7.1.4 DNA-Sequenzanalyse von NPTPbtb

Die zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern homologe DNA-Sequenz aus dem phytopathogenen
Endoparasiten der Papaya-Friichte Pbtb (papaya bunchy top bacterium) ist 759 bp lang und kodiert fir ein
Protein mit 253 Aminosduren. Dieser GenomrAbschnitt enthdlt nur eine Teilsequenz des vollstdndigen
kodierenden Bereiches. So fehlen die Nukleotidsequenzen fir das5™- und 3-Ende (Abb. 7.7).

1 - ACATTAATGCTAAGCTTATTATTTTGGCAATTTGCTAACCAAATTACTAAAACTGATGAA

T LML SLLFWOQFANOQI TKTDE - 20

61 - GCTAAACGITTTTATTCGATGITTGGATTGCTTGCTAATTTAGCATTGCCTGTAACTTCC
AKRFYSMFGLULANLALUPVTS - 40

121 - ATTATTATAGGTITATTTCTTACATGAAAAAACCCAAATAGTAGCAGAGCATTTAAAGTTT
I 1 1 GY F L HEIKTOQI VAEWHTLKF - 60

181 - ACCCCATTATTTGITATTATGATAATAAGCAGT TTGECTGTAATACTTACGTATAGATGG
T PLFVI MI I S$SSL AVI L TYRW- 80

241 - ATGAATAAAAATGTATTAACAGATCCTAAACTTTATGACCCTACTCTTGTAAAAGGGAAA
MNKNVLTUDWPIKLYDZPTTLV K G K - 100
301 - AAGECTAAAGCTAAGATGICGT TAATAGAGAGCTTTAAGATGATCTTTACTTCTAAATAT

K AKAKMSLI ESFKMI F TS K Y - 120
361 - GIAGGITATATTGCATTACTACTTATTGCTTATGGAGI TTCTGTAAATTTAGI TGAAGGT
v GY I ALLULI AYGVSVNLVE G - 140

421 - GITTGGAAATCAAAATTAAAAGAATTACATCCAACAAAAGAAGCATATACTATGTATATG
VWK S KL KELHPTIKEAYTMY M- 160
481 - GGACAGITTCAAGCTTATCAAGGT TGEGT TGCTATAGCT TTTATGATTATAGGAAGTAAT

GQFQAYQGWVAI AFMI I GS N - 180
541 - ATTTTAAGGAAAGTATCTTGGT TAACTGCTGCGATGATTACGCCTTTAATGATGI TAATT

I L RKV SWLTAAMI TPL MML I - 200
601 - ACTGGTATTGCGITTTTTGCATTTATCTTTTTTGATAGIGTAATTGCTATGCATTTAACA

T 6I A FFAFI FFDSVI AMHLT - 220
661 - GGCATTTTAGCATCAGGICCTTTAGCACT TGOGGT TATGATCGGTACAATTCAAAATGT T

GI L ASGPLALAVMI GT I QNV - 240
721 - TTAAGTAAAGGTGTGAAATATTCTTTATTTGATGCTACT

L S KGVI KYSLFUDAT - 253

Abb. 7.7: Teilsequenz der genomischen NPTPbtb-DNA mit abgeleiteter Aminosduresequenz. Die

Nukleatidpositionen sind links, die Aminosaurepositionen rechts angegeben.
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7.2 DNA-Sequenzanalyse homologer Transportproteine aus Eukaryoten

Die in dieser Doktorarbeit identifizierten, eukaryotischen Transportproteine weisen ale eine signifikante
Sequenzéhnlichkeit mit den bisher bekannten nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern auf. Bei diesen
DNA-Sequenzen handelt sich meist um homologen Teilsequenzen. Aufgrund der unvollsténdigen Sequenz-

information ist bei diesen Transportproteinen der N- bzw. C-Terminus noch unbekannt.

Tab. 7.2: Diein dieser Arbeit identifizierten, homologen Transporter aus Eukaryoten

Name Organismus Nukleotidsequenz ORF Kapitel
AATPCr Chlamydomonas reinhardtii 1700 bp 721
AATPCp Cyanophora paradoxa 789 bp 263 aa 722
AATPDs Dunadiella salina 1219 bp 200 aa 7.2.3
AATPHv Hordeumvulgare (Gerste) 597 bp 199 aa 724
AATPL] * Lotus japonicus (Hornklee) 462 bp 154 aa 725
AATPLe* Lycopersicon esculentum (Tomate) 710 bp 236 aa 7.2.6
AATPMt * Medicago truncatula (Hopfenklee) 655 bp 202 aa 7.2.7
AATPMp * Mentha piperita (Pfefferminze) 600 bp 220 aa 728
AATPMc Mesembryanthemum crystallinum 1108 bp 253 aa 729
AATPOs Odontella sinensis 1591 bp 470 aa 7.2.10
AATPOsa Oryza sativa (Reis) 462 bp 154 aa 7.211
AATPPy Porphyra yezoensis 660 bp 220 aa 7.2.12
AATPSh Soja hispida (Sojabohne) 996 bp 321l aa 7.2.13
AATPSb Sorghum bicolor (Mohrenhirse) 996 bp 310 aa 7.3.14
AATPTa Triticum aestivum (Weizen) 1423 bp 373 aa 7.2.15

* Innerhalb der EST-Projekte einiger Organsimen wurden mehrere cDNA-Sequenzen identifiziert, die fir
putative nicht-mitochondriale Nukleotid-Transporter kodieren. Die Angaben der Nukleotidsequenz und des

offenen Leserastersin dieser Tabelle entsprechen dem EST-Klon mit dem langsten offenen Leserasters.

7.2.1 DNA-Sequenzanalysevon AATPCr

Der aus einer Chlamydomonas-cDNA-Bank isolierte cDNA-Klon besitzt eine Lénge von 1,7 kb (AATPCr;
ATP/ADP-Transportprotein aus Chlamydomonasreinhardtii). Die aus der Nukleotidsequenz abgeleitete
Proteinsequenz besteht aus 478 Aminosauren und ist im Vergleich zu den plastidaren ATP/ADP-Transportern

hoherer Pflanzen um das 5'-terminale Ende verkirzt. Aufgrund des fehlenden N-Terminus kann kein Start-
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Methionin fir die Trandation zugeordnet werden. Das Basentriplett TAG an Position 1435 - 1437 wird als

Stoppkodon angenommen (Abb. 7.8).
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1441
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1561

1621

1681

TGCATTCTGITCAACTACACCAT TCTGCGT GACACCAAGGACGT GCTGGTGGTGACTGCC
cl L FNYTIl LRDTIKDVLVVTA -
CCCGEECTCEEECECTGAGATCAT TCCCT TCCT GAAGACCT GEGT CAACCT GCCCATGECT
PGS GAEI I PFLKTWVNLUPMA -
ATCCECTTCACCATCATGTACT CEECCCT GTCGAACCECCT GTCCAGCGAGCTCTGI Te
I GF TI1I MY SAL S NRLSSEAL F -
TACACTTGCATCATCCCCTTCATTGCCT TCTTCGGT GCCT TCECCACACTCATGTACCCC
y Tcl I PFI AFFGAFAALMYP -
ATGCCCGATGCTCTGCACCCCACTGAGT TCTGCCAGAACCT GCTGGAGCAGATGEECCCT
MRDALMHPTEFCOQNLLEOQMGP -
CGCTTCEOOCGEECCCCAT TACCAT TCTGOGCAACTGRACCT TCTGCCTGI TCTACGTGATG
RFAGPI Al LRNWTUZFTCLUFYVM-
GCCGAGCT GI'GEEECTCOGT CGTCGT GTCOGTGCTGT TCTGEEECT TTGCCAACCAGATC
AAELWGSVVVSVLFWGFANO QI -
ACCACCGT GGAGGAGECCTCCCAGT TCTACCCCCTGT TCGGTCTGEE0ECCAACGT TGCC
T TV EEASQFYPLZFOGLGANYVA -
CTGATCT TCTCGEECCAGECCGTGAAGTACT TCTCECAGGT CCECECCAEET CTGCCCCCG
LI FSGQAVKYVFSQVRAGLPP -
GATGTI TGATGECTGEEGT GI'GI'CCCTGAACGECCTGATGEECATGGT CGTCATCEECEEC
DVDGWGVYVYSLNGLMGMYVVI GG -
CTGCTCATTATCGGTATCTACT TCTCGCTGCAGCGECCT GGT GGT GCCCAAGCTGAAGT CG
L L1 I 61 YFSLQRLVVFPKILKS -
CTGCGCGAGEECAAGAAGAAGAAGAACAAGACCAAGAT GAGCGT GEECGAGT CCTTCECC
L REGIKIKIKIKNIKTIKMSVYVGESTF A -
TTCCTGECCCAGT CGAGCT ACAT CCECGACAT GECCACCCT GGT GGT CACCTACGGTATC
FLAQSSYI RDMATLVVAYGI -
TCGATCAACCT GGT CGAGGT GACCT GGAAGGECAAGCT CAAGECCCAGT TCCCCAACCCC
SI NL VEVTWIKG GIKLIKAQFUPNP -
AACGACTACTCGTCGT TCATGEECGAGT TCTCCACCGEOCACCGGTACCGTGACCTTCACC
NDYSSFMGEFSTATG GTVTFT -
ATGATGATCCTGT COOGCTGGATCT TCAAGCAGT TCEECTGEEGTGTGECTGCCCTGATC
MMI L SRWI FKQFGWGVAA AL I -
ACCCCCATCATGCTGCTGATCACCGGT CTGCTGI TCT TCACCCT GGT GCTGECCEECGAC
T PI ML LI T GLLFZFTULVLAGT D -
ACCGT CAAGCCCECT CTGECCECCT GEEECAT GACCCCCCT GTACCCCECCGT GCTGGTC
T VKPALAAWGMTWPLYAAVLV -
GGECGECCGECCCAGAACGT CTTCTCCAAGT CGTCCAAGTACT CCCTGT TCGACCCCTGCAAG
GA AQNVFSKSSKYSLFDU&PZCK -
GAGATGGECCTACAT CCCCCT GRAGGACGAGGT CAAGACCAAGEECAAGECCECCATTGAC
EMAY Il PL EDEVIKTIKGKAAI D -
GTI'GATCTGCAACCCGCTGEECAAGT COGE0CGEGT GCCCTGATCCAGCAGI TCATGATCATC
VI CNPLGKSGGALI QQF MI I -
GECCTEEECTCECTGEC0GECCT CGACCCOGT ACCT GEECECCATCCTGTGOGTCATCATC
GLGSLAASTPYLGAI L CVI I -
GT'GECCTGGATCAACGOOECCECCTCECT GAACAAGCAGT TCACGEOCCT GCAGGAGGAG
VvV AWI NAAASLNIKQFTA AL QE E -
ACCGECATGT ACATCACCCECGAGAAGCCCCCCAACAAGT COGAGAAGAAGGACTAAAGG
T GMY Il I GE KPANIKSEKKD * -
GAGAGAT CAGCGEECCT CEECERAGCTGETGAAGAT TGECCAT TGACGCATTCAGI TGGT G

CTGGAGACTCAT GACGAAGACACGGACT CAGGAGGACT GGT GEECGECACT GCGGTCEECA

COCGECGACCECCTGTCT TGAGGAGT CGAGEECECE0GAT GGAGCAGCT GCAGCAGCEEG

ACGTAGT AGEECACGT GCAT GOBCGACCCCECGT GOBCGGT TTTAAGCTCT TGACT TGCG

AGCCGAGSGTGTGCTCTTGI TTTCCATGEC
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Abb. 7.8: Teilsequenz der AATPCr-cDNA mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die Nukleotidpositionen
sind links, die Aminosaurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trangdlation ist fett gedruckt und

unterstrichen.

7.2.2 DNA-Sequenzanalysevon AATPCp

Aus Cyanophora paradoxa konnte ein cDNA-Fragment amplifiziert werden, dessen Nukleotidsequenz 789 bp
lang ist und fir ein Polypeptid bestehend aus 263 Aminosauren kodiert (Abb. 7.9). Bei diesem AATPCp-cDNA-
Fragment handelt es sich um eine Teilsequenz eines nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporters (AATPCp;
ATP/ADP-Transportprotein aus Cyanophora paradoxa). Sowohl der G-Terminus als auch der N-Terminus des
Proteinsist daher unbekannt.

1 - AGITGTCGTGCTCAGCCTTCTCTTCTGEEECT TTGOCAACGAGATCTGCAAGGT CGAGEAA
SVvVVLiew%SLLFEFWGEFEFANETILI CKVEE - 20

61 - GOGAAGAAGITCTATCCCCTCT TCGEECT TAEEECEAACGT GECECT TGTCGT CTCGEEGT
AAKKFYPLFGLGANVALVV S G- 4

121 - CGTGTGGTGAAGTATCTCTCAAATGT TCGOGACTCTCTCOCAGCGEEOGTCGATCOGT GG
RVVKYLSNVRDSLUPAGYVDUZPW- 60

181 - GGCTACTCTCTCAACGCTCTGATGEECCTCGTGCTCCTCEEOEGTCTTATTGTGGT TGEC
GYSLNALMGLVLLGGL I VL G- 80

241 - ACCTATTGGEGECGATGAACCGCTGEGT TCTCACCGACCCAGAAAT GTACACGCCGECCTAECG
T YWAMNRWYLTDPEMYTPP A - 100

301 - GCTGECECCCCTGT CAAGTCOGECAAGAAGAAGAAGCCCGAAGAT GAGTGTCAAGGAGTCC
A GAPVKS GKI KKK KPIKMSV KE S - 120

361 - TTCATGTATCTCGGECCAGAGCCCATACATCOGCAATCTTGCTGI TCTCGTCATCTCGTAC

FMYL GQSPYI RNLAVLVI SY - 140
421 - GCCGIGICCATTAACCT CGT GGAGGT CACCT GGAAGT CGAAGATCAAGCAAGCGI TTCCC
GVSI NLVEVTWKSIKI KQATFP -160

481 - AACCCGAACCAGTACTCATCCT TCATGEECGACT TCTCGACCCT CACTGECATCTGCACT

NP NQYSSFMGDZ FSTLTGI CT - 180
541 - CTCGECATGATGCTTCTGICCCGTGTCGTGI TCAAGAAGT TCGGATGEEECACTGCTGECG

L GMMLL SRVVFKIKZFGWGT A A - 200
601 - ATGGICACTCCTGRAGIGCTTCTGECAACCGEECTGICCTTCTTCEEECTCATTCTTTTT

MV TPGVLLATS GLSFZFGLII L F - 220
661 - GAGGACTTCTTCACGCCTGIGACCCAGATGTI TCGECATCTCACCACTCATGCTCECTGI T

EDLLHACDUPDVRHLTTMHARC - 240
721 - TTCTGOGGAGCAGCACAGAACATCCT TTCCAAGGECCACCAAGTACTCGECTCTTCGATCCG

FCGAAQNI L SKATIKYSLFDP - 260
781 - ACCAAGGEAG
T K E - 263

Abb. 7.9: Teilsequenz der AATPCp-cDNA mit abgeleiteter Aminosduresequenz. Die Nukleotidpositionen

sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.3 DNA-Sequenzanalysevon AATPDs

Der EST-Klon BG264105 kodiert fur ein putativen ATP/ADP-Transportprotein aus Dunadiella salina
(AATPDs). Die innerhalb des EST-Projekts ansequenzierte cDNA-Teilsequenz besitzt eine Lange von 1219 bp.
Die abgeleitete Proteinsequenz entspricht einem Protein mit 200 Aminosduren. Aufgrund der fehlenden
Sequenzinformation ist bisang nur das C-terminde Ende des AATPDs-Proteins bekannt. Als mdgliches
Stoppkodon kénnte die Nukleotidposition 601-603 bp angesehen werden (Abb. 7.10).
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1 - GCTAAGATCAAGGOCCAGT TCOCCAACCCCAACGACTACTCCTGCTTCATGEGTAACTTC

A KI KAQFPNPNDYSCFMGNTF - 20
61 - AGCACAGCCACTGGIGCAGIGACCT TCECCATGATGCT TCTGTCOCGEOGTCATCTTCOGC

S TATGAVTFAMMLILSRVI F R - 40
121 - AAGITTGECTGEGEGTACAGCTGCTCTCATCACTCOCACCCTGCTGCTTGTCACCGGTCTG

K F GWGTAALI TPTLULULVTGTL - 60

181 - ATTTTCTTCAGCTTGCTCATGI TCCCTGAGEOCACTGECTCCATGCTGECAGECTGEEEC
Il F FSLLMFZPEATU GSMLAGWG - 80
241 - ATGACCCCCCTGTATGCCGECT GIGCT GG GEECECTGCCCAGAACATCTTCAGCAAGTCT

M TPLYAAVLV GAAQNI F S K S - 100
301 - GCCAAGTACAGCCTGITCGACCCCTGCAAGGAGATGECT TACATCCCCT TGGATGATGAG

A KYSLFDPCKEMAY 1l PL DDE - 120
361 - GICAAGACCAAGGEGTAAGGECCGECCAT TGATGTGATCTGCAACCCT CTGEECAAGT COGGT

V K TKGKAAI DVI CNZPL GK S G - 140
421 - GGIGCCCTGATCCAGCAGI TCATGATTATTGGECT TCGECT CCCT GECCECCT CCACACCT

GA LI QQFMI I GF GSL AASTP -160
481 - TACCTGGGTGCCATCCTGCTGECCATTGT GCTGATCTGGATCCAAGCCECCECATCACTG

YL GAI L LAI VLI WI QAAASL - 180

541 - AACAAGCAGT TOGT GECTCTCCAAGCCGAGACCGECAACACCAT GEGAGCCCTGAAGGAT
NKQFV AL QAET GNTMGSGTL K D - 200

601 - TAAGCTTGCTCTGEECECEECATTGGTCCTTCOCATGEEECTACTACTCTCCTTCTGAGG
*

661 - CGITGCGAAAGCT GEEECCACAGEGT GEEEECTCAGCAGCTCGACCGCTTCAGIGTATTGT

721 - CATAGGICTTTCAAAGCTCTTGGACTGEGAAGAGCTGATTAGI TGATTTGATTTGIGIGG

781 - AAGGAGAGGAGATGIGEEEEECTCATGGTCOCTCTGCATGCACGACCTCTGTCOGCATAC

841 - CACTTTCTTTATACTTCCCAGACATTGGAACATATTCCATCACCACATACATCCTGCCAT

901 - GICTACATGCAGACTTTCTGCACCCCCACCTCCGT TTCGAGAGCCCGT TGCATACT TGCT

961 - CACCCACCCCTCCTCTTTCT TACCGTCOCGECCGECCCCT TCORCCT TCTCCCCCCCCTCTC

1021 - CGGITTTTTCCTTTTTTTTTATCTCTCCCTCTCTCOCCCCCTCCCACTTCTCCCTTTCCC
1081 - TGICOGCGTCTGOOOGGTGACTCOCCT TEGCCTCCTCECCT TCTCTCCEOCCCCCCTTAAC
1141 - TGTCCCCTATATCCCCCTCOCACCGOCCTCTCTCACAACCTCTTCCTCTTCOGECTCATC

1201 - COCACTCCCCGTCCTGCCT

Abb. 7.10: Teilsequenz des AATPDsEST-Klons BG264105 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben. Das mdgliche Stoppkodon der
Trandation ist fett gedruckt und unterstrichen.

7.2.4 DNA-Sequenzanalysevon AATPHv

Die cDNA-Sequenz des EST-Klons BG343269 besitzt eine Lange von 597 bp. Die abgeleitete Aminosaure-
sequenz kodiert fir ein Polypeptid bestehend aus 199 Aminosiuren, das aufgrund der hohen Ahnlichkeiten den
nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern zugeordnet wird (AATPHYv, putativer ATP/ADP-Transportprotein
aus Hordeum wulgare). Dieser cDNA-Abschnitt enthélt nur eine Teilsequenz des vollsténdigen kodierenden
Bereiches. So fehlen die Nukleotidsequenzen fir das5™- und 3-Ende (Abb. 7.11).

1 - ACTGTGAAGTATTTCTCAAATTTGOGGAAGACAAT GEGTCCAGGAGT TGATGGT TGEGAG
T VKYFSNLIRKTMGPG GV DG GWE - 20
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61 - GIATCTTTGAAAGGAATGATGEECATAGIGGTACTTCTTGEECTTGTCATTACTTCCATT

vV SLKGMMGI VVLLGLVI TSI - 40
121 - TATTGGCGAGTGAACAAGCTTGI TTTGAATGACCCTTCTCTTCCAAAATCTGATCACAAG

Y WGV NKLVLNDWPSLUPIKSDMHK - 60
181 - AAGAAAAAGAACAAACCTAAGCTTAGCATGAAAGAGAGTATGAAAGTTCTGATCTCTTCA

K K K NKPKLSMKESMKYVLI §S - 80
241 - AAATATGIGAGEGACCTTGCTACCTTAGI TGI TGCATACGGECATTAGTATCAATCTTGIG

KYVRDLATLVVAYGI SI NL V -100

301 - GAAGTCACATGGAAATCGAAGCTCAAGGCACAGI TCCCCAGTCCAAACGAGTACTCATCC
EVTWKZ SIKLIKAQFWPSPNEYS S - 120
361 - TTCATGGGTGATTTCTCTACTGCAACTGGAATTGCAACT TTCACGATGATGCTGI TAGGT
FMGDFSTATGI ATFTMMLL G - 140
421 - CGGATTATATTCCAAAGATTTGECTGEEGT GTAGCCGCCATGATCACCCCCACAGITTTG

RI1 I FQRFGWGVAAMI TPTV L - 160
481 - TTGGTGACTGECGITGGITTCTTCTCTCTGATTTTGI TTGEECAACCATTGACTCCCCTG

L v TGVGFZFSLI L FGQPLTWPL - 180
541 - CTTGCCACGIGEEGTATGACCCCTCTTCT TGOGCTGT TATGT GEGTGCCTGCAGACA

L ATWGMTWPLILALTLTCGCL~OQT - 199

Abb. 7.11: Teilsequenz des AATPHV-EST-Klons BG343269 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleaotidpositionen sind links, die Aminosaurepositionen rechts angegeben.

7.25 DNA-Sequenzanalysevon AATPL]

In dem EST-Projekt von Lotusjaponicus konnten die zwei EST-Klone AW720186 und AV425290 identifiziert
werden, die fur ein putatives plastiddres ATP/ADP-Transportprotein aus Lotusjaponicus kodieren (AATPL;j).
Die Sequenzinformation vom EST-Klon AW720186 ist 462 bp lang und das langste offene Leseraster besitzt
eine Lange von 154 Aminosduren (Abb. 7.12). Vom EST-Klon AV425290 sind dagegen 303 bp bekannt. Diese
Teilsequenz kodiert fur ein Peptid mit 121 Aminoséuren (Abb. 7.13). Beide EST-cDNAs enthalten nicht die
vollstdndige Information flir das gesamte Protein, da sowohl die Nukleotidsequenzen firr das 5'- als auch fiir das
3’-Ende unbekannt sind.

1 - GGGGGAATCCOGAGGT TGAAAAACCGAAGAT TCTGEGT GT TGAGGT TGCTACCCTCAAGAA

GESEVEKPKI L GV EVATIL KK - 20
61 - GATTATACCACTTGGGATGATGITTTTCTGCATCCTGI TCAACTACACCATTCTAAGEEA

Il 1 PL GMMFZFOCI L FNYTI L RD- 40
121 - TACTAAGGATGITTTGGT TGT GACGGEOGAAGGGAAGCAGT GCTGAGATTATACCGTTTTT

T KDVLVVTAKSGSSAEI |l P F L - 60
181 - GAAAACTTGGGTGAATCTTCCTATGECTATTGEGT TTATGT TGT TGTATACCAAGTITGIC

K TWVNLWPMAI GFMLULYTA KL S - 80
241 - GAATGIGITGICTAAGCAGECTTTGITTTACACTGITATTGICCCCTTTATTGCATTCTT

NVL SKQALZFYTVI VPFI AF F - 100
301 - TGEEECATTTGEGITTCTTTTGTACCCTCT TAGCAGCTATATCCACCCTGAGECGTTTGC

GAFGFLLYPL SSYI|I HPEATFA -120
361 - GGATAAGCTTCTTAACATCCT TGEECCGAGGT TCCTTGGTCCTCT TGCAATCATGAGAAT

DKLLNI L GPRFLGPLAI MRI - 140
421 - CTGGACTTTCTGITTGITCTATGITATGECTGAATTGTIGEEG

wWTFOCLFYVMAETL WG - 154

Abb. 7.12: Tellsequenz des AATPLj-EST-Klons AW720186 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.
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1 - CITGAAGITCTTGGTGICTTCAAAATATATAAGCEGATCTTGCTACATTAGTGGT TGCATA
L KFLVSSKYIl RDLATLVVAY

61 - TGGAATTAGTATCAATCTTGITGAGGT TACATGGAAATCAAAGCTCAAAGCTCAGTATCC
Gl S1 NL VEVTWKSIKLIKAQOQYP
121 - TAGCCCGAATGAGTACTCAGCTTTTATGGGAGACT TCTCAACTGCAACTGGAATTGCTAC
S PNEYSAFMGDZFSTATGI AT
181 - ATTCATAATGATGCTTCTAAGCCAATTTGITTTTGACAAATATGGATGECGAGT TGCTGC

FI1 MMLL SQFVFDIKYGWGV AA
241 - CAATATCACGCCTACCGICCTACTCTTGACCGGAGITGGITTCTTTTCTCTCATATTATT

N1 TPTWVLLLTGVGFZFSLI L F
301 - TGG

G

20

60

80

100

120

Abb. 7.13: Tellsequenz des AATPLj-EST-Klons AV425290 mit abgeleiteter Aminosduresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.6 DNA-Sequenzanalysevon AATPLe
Die EST-Klone AW(092822, AW931058 und BE459811 kodieren fir einen putativen ATP/ADP-Transport-

protein aus Lycopersion esculentum (AATPLe). Die zur Verfugung stehenden cDNA-Teilsequenzen besitzen

eine Lange von 511 bp, 565 bp sowie 710 bp. Deren abgeleitete Proteinsequenz besteht aus 170 Aminosauren,
188 Aminosduren bzw. 236 Aminosduren (Abb. 7.14,7.15und 7.16). Die im Rahmen des EST-Projekt

ansequenzierten cDNA-Sequenzen entsprechen nur einer unvollsténdig kodierenden Teilsequenz. Die Sequenz-

informationen fiir die 5 - und 3’-Enden fehlen.

1 - GCCTTTGACACAAAGCCTCAGT TGT TTGGT CAAAAGAAGAGGT GEGEGEGT CAATATGCAAA
GFDTIKPQLFGQKIKRWGS S 1| CK
61 - GCTGOGEGTGCTGGETIGGTIGCATCTGATGRACAGCCACT TTTTGT TGAAAAGGAGCAACCT
AAAGAGGASDGOQPLFVEIKEA QTP
121 - AAGITTATGGGGATTGAAGT TGTGACCCT TAAGAAAATTATACCACTTGEEECTATGITC
K FMGI EVVTLIKIKI I PL GAWMTF
181 - TTTTGTATTCTGITTAATTATACAATCCTTAAGGATACTAAGGATGTGT TGGT TGTAACA
FCI LFNYTI L KDT KUDVLVVT
241 - GCTAAAGGGTCTAGIGCTGAGATTATCCCTTTCTTGAAAACT TGEGTGAATTTGCCTATG
AKGSSAEI I PFLKTWVNLPM
301 - GCTATTGGATTCATGCTTTTGTACACAAAGT TGECTAATGIGI TGTCAAAGGAGECTCTT
Al GFMLULYTAKLANVLSKEA AL
361 - TTTTATACTGITATACTTCCTTTTATTGCATTCTTTGEEECGI TTGSGI TTGITTTGTAT
FYyTVvVI L PFI AFFGAFGFVLY
421 - CCTCTTAGCAATTACTTTCACCCTACAGCTTTTGCTGATAAGCT TCTGAATACCCTTGGT
PLSNYFHPTAFADS KTLTULNTTLG
481 - CCAAGATTTCTTGGACCAATTGCTATTCTGA
P RFL GPI AI L

100

120

140

160

170

Abb. 7.14: Teilsequenz des AATPLe-EST-Klons AW(092822 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

1 - GCTAAAGGGTCTAGTGCTGAGAGTATTCCTTTCTTGAAAACTTGGGTGAATTTGCCTATG
AKGSSAE SI PFLKTWVNLPM
61 - GCTATTGGATTCATGCTTTTGTACACAAAGT TGECTAATGIGI TGTCAAAGGAGECTCTT
Al GFMLULYTAKLANVLSKEA AL
121 - TTATACTGITATACTTCCTTTTATTGCATTCTTTGEGECGITTGEGTTTGITTTGI TTAT
FYyTVvVI L PFI AFFGAFGTFVLY

20

40

60
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181 - CCTCTTAGCAATTACTTTCACCCTACAGCTTTTGCTGATAAGCTTCTCAATACCCTTGGT
PLSNYFHPTAFADI KTLTULNTTL G- 80
241 - CCAAGATTTCTTGGACCAATTGCTATTCTGAGGATCTGEAGITTCTGCTTGI TTTATGTIC
PRFLGPI Al LRI WS FOCLF Y V -100
301 - ATGECTGAGCTTTGEERAAGIGIGGTGGT TTCAGTACTCTTTTGEGGATTTGCTAATCAG
MAELWGSVVVSVLFWGFANQ - 120
361 - ATTACGACTGICGATGAGECTAAGAAATTCTATCCTTTGI TTGGACT TGRAGCGAATGI T
I T T vDEAKIKZFYWPLZFGLGANV - 140
421 - GCTCTTATTTTCTCTGGTICGCACAGTGAAGTACTTTTCTAGCT TGAGAAGCTCTTTAAGT

A LI FSGRTVIKY FSSLRSSL S -160
481 - CCTGGAGITGATGGT TGEECTATCTCCCTGAAAGGAATGATGAGCATTGT TGTGATGATG

P GVDGWAI SLKGMMSI VVMM-180
541 - GGIGEEECAATCTGITTCTTTTACT

GGAI CFFY - 188

Abb. 7.15: Teilsequenz des AATPLe-EST-Klons AW931058 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

1 - GCATATGGCATTAGTATCAACCTTGI TGAAGT TACATGGAAGATGAAGCTCAAAGCTCAG

A Y GI §SI NL VEVTWKSIKILIKAOQ- 20

61 - TTCCCAAGCCCCAACGAATACTCGTCATTCATGGEGTGACTTCTCAACTGCTACTGGAATA
FPSPNEYSSFMGDZFSTATGI - 40

121 - GCAACTTTCACAATGATGITGT TAAGTCAATGGATTTTCGACAAGTACGGATGEGEGAGCA
AATFTMMLL SQWI FDIKYGWGA - 60

181 - GCAGCCAAGATAACACCTACAGTCCTGCTCCTTACCGGAGITGGTTTCTTCTCCCTGCTT
AAAKI TPTVLLLTSGVGFUZFSLL - 80

241 - TTGITTGGIGCCCCTCTAGCACCTACTCTTGCAAAGT TTGGAATGACTCCTCTTCTAGCA
L FGAPLAPTLAKFGMTWPLL A - 100
301 - GCTGICTATGIGEGTGCAATGCAGAACATTTTCAGTAAGAGTGCAAAGTATAGITTGITT

A VYV GAMOQNI F S KSAKY S L F - 120
361 - GACCCCTGCAAAGAAATGGECCTACATTCCTTTGGATGAAGACACCAAGGT TAAAGGERAAG

DPCKEMAYIl PLDEUDTI KV K G K - 140
421 - GCAGCAATCGATGITGICTGCAATCCACT GCGAAAGT CTGGAGGAGCT TTGATACAGCAG

AAI DVVCNZPLGKSGGALI QQ - 160

481 - TTCATGATTTTGACTTTTGGI TCACT TGCCAGCTCGACACCCTACCTTGGTIGGIGIGCTC
FMI L TFOGSLASSTWPYUL GGV L - 180
541 - TTAGIAATTGITCTTGCATGGT TGEGAGCAGCCAAGT CTTTGGATCAACAGT TCACTCAA
L vIi VL AWLGAAKSTLDUO QQFT Q - 200
601 - TTACGCCACGAAGAAGATCTTGAGAAGGAAATGGAGAGAGCATCGT TGAAGATCCCTGTC

L RHEEDLIEIKEMEARASTLIKI PV - 220
661 - GIGICTCAAATGAAACTGGAAATAGTCCTCTCTCGAGTGEGTCATCACTGAAT
vV S QMKULEI VL SRV GHH* - 236

Abb. 7.16: Tellsequenz des AATPLe-EST-Klons BE459811 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trandation
ist fett gedruckt und unterstrichen.

7.2.7 DNA-Sequenzanalysevon AATPMt

Es konnten in den EST-Projekten von Medicago truncatula drei EST-Klone mittels Computer-gestiitzter
Analysen identifiziert werden (BF634429, BG454651 und BG456211), deren Aminosduresequenzen hohe
Ahnlichkeiten zu den bisher bekannten plastidiren ATP/ADP-Transporter aus hoheren Pflanzen aufweisen und
deshalb as AATPIMt bezeichnet werden. Die Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone besitzen eine
Basenpaarlange von 675, 604 sowie 655. Der daraus ermittelte 18ngste kodierende Bereich enthélt 196, 201 bzw.
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202 Aminosduren (Abb.7.17,7.18 und 7.19). Damit liegt bel allen drei EST-Klonen keine vollstdndige
Sequnzeinformation fur das AATP1Mt-Protein vor.

1 - CGITCCTCTCTTTCATATTCTTTCTTGAAAAATTCTCCATTAAATTATTTTTCTTGAAGG

61 - AATTTCAAAGAGGEGEGAGGAACACCACCATGGI TGCTGI TCTTCAAACCAGAGEECTTCTC

- MV AVLQTRGLL - 11
121 - TCTCTTCCTACAAACCCTAAAACCAGEGT TTTGCTTCAACCCAATTCCATAAAGCATAGA

- S L PTNPKTRVLLQPNSI KHR- 31
181 - TTTTTATCACTTAGACCCAAAACCCTTGATGGGTITTTCTCTTAATTCAAATGEGTTTTCT

- FL SLRPKTLDGFSLNSNGTFS - 51
241 - TTAAATTCAAATGGGT TTTCAAAAATCAATTCTTTTTCATCAAAAGT TAATGECTTTGGT

- LNS NGFSKI NSFSSKVNGTFG G- 71
301 - GAAAAGGAGAAGAATTTGITCATTTGTAAGECTGAAGCAGCTGCTGCTGCTGGTGCTGAT

- EK EKNLFI CKAEAAAAAGAD- 9
361 - TCTGATGGAAAACCTGITTTTGGAGAAATTGAGGT TGATAAAAAACCTAAAATTTTGEEG

- S bDbGKPVFGEI EVDIKIKWPKI L G -111
421 - ATTGAGGTI TGATACTATGAAAAAGATTTTACCTTTAGGGTI TGATGITTTTCTGTATCTTG

-1 EV DTMKIKI L PLGL MFUZFZCI1I L - 131
481 - TTCAATTACACAATTTTGAGCGATACTAAGGATGI TTTGGT TGT TACAGCAAAAGGAAGT

- FNYTI!l L RDTIKDVLVVTAIKGS - 151
541 - AGIGCTGAGATTATACCATTTTTGAAAACATGGEGTGAATCTTCCTATGECTATTGGITTT

- S AEI I PFLKTWVNLWPMAI GF -171

601 - ATGITGITGTATACAAAACTGTICTAATGITTTGICAAAACAAGCACTGITCTACTCTGIC

- ML L YTKLSNVLSKQALFY SV -I101
661 - ATTTTACCTTTTATT

- I L P F I - 196

Abb. 7.17: Teilsequenz des AATPMt-EST-Klons BF634429 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben. Das mdgliche Startkodon der
Trandation ist fett gedruckt und unterstrichen.

1 - TTTGEEECTTTTGEGITTGITTTGTACCCTCT TAGCAACTATATCCATCCTGAAGCATTT

FGAFGFVLYPLSNYI HPEATF- 20
61 - GCAGACAAGCTTCTTAATGICCTTGGTCCTAGGT TTCTTGGTCCTCTTGCAATTATAAGG

A DKLLNVLGPRFLGPLAI I R - 40
121 - ATTTGGAGITTCTGITTGITCTATGI TATGECTGAATTGTGEGEEGAGTGTGGT TGT TTCT

Il WsS F CLFYVMAELWGSVV YV S - 60
181 - GIGCTGITTTGGGGTTTTGCTAATCAGATAACTACCGT TGATGAAGCAAAACGATTCTAC

VL FWGFANOQI TTVDEAKRTFY - 80
241 - CCACTGITTGGACT TGEEECCAATGTAGCCCTTATCTTCTCTGGTCGTACTGTGAAATAC

PLFGLGANVALI FSGRTVK Y - 100
301 - TTTTCTAATATGAGGAAGAGT TTAGGTCCTGGAGT TGATGGT TGEGECCATCTCTCTAAAA

F SNMRKSLGPGVD GWAI S L K - 120
361 - GCAATGATGAGCATAGI TGIGECTATGEEGT TTGCAATCTGI TTCCTGTACTGGTGGACG

A MMSI VVAMGFAI CFLY WWT - 140
421 - AATAATTATGITCCTCTTCCTGAACGTAGCATAAAGAAGAAGAAGAAACCAAAAAT GEGA

NNYVPLPERSI KKIKIKIKWPIKMG - 160
481 - ACAATGGAGAGCTTGAAATTCTTGGTGICTTCAAAGTACATTAGAGATCTAGCCACTTTA

T MESLIKZFULVSSKYI|l RDLATL - 180
541 - GIGGITGCTTATGGAATCAGCATCAATCTTGT TGAGGT TACATGGAAGT CTAAGCTCAAA

VvV VAY GI §S§I NLVEVTWKSKL K - 200
601 - GCTC

A - 201

Abb. 7.18: Teilsequenz des AATPMt-EST-Klons BG454651 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosaurepositionen rechts angegeben.
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

CTAAGTCAATATATATTTGACAAATAT GGATGGEGEGAGT TGCTGCCAAGATCACACCTACA
L S QYIl FDKYGWGVAAKI TFPT -
GICCTGCTTCTGACCGGAGI TGGT TTCTTCTCTCTCATATTGT TTGGAGGT CCAATTGCA
v L LLTGVGFZFSLI L FGGPI A -
CCCGGTCTTGCATCAAT TGGAATGACTCCACTGCTAGCAGCTGTATATGI TGGTGCCATG
P GLASI GMTPLLAAVYVGAWM-
CAGAACATTTTTAGCAAGAGT GCTAAGTACAGT TTAT TCGACCCCTGCAAAGAAAT GECT
QNI FSKSAKYSLZFDZPCKEMA -
TACATTCCCTTGGATGAAGATACT AAGGT CAAGGEGAAAGCAGCCATTGATGI TGI TTGC
Y Il PL DEDTI KV KU GKAAI DVVC -
AACCCAT TGEGAAAAT CTGGAGGAGCCCT TATCCAACAGT TCATGATCTTAACTTTTGGT
NPL GKSGGALI QQF MI L TF G -
TCACTAGCCAACTCAACTCCATACCT TGGAGGTGTGCTTCTTGTGATTGI TCTTGCCT GG
S LANSTPYLGGVLLVI VL AW-
TTAGGAGCAGCCAAGT CTTTGGATACACAGI TTACTGCATTGCGT CAGGAGGAAGAACTC
L GAAKSLDTOQFTALIROQETETETL -
GAGAAACAGATGRAAAGAGCAGCAGCTGICAAGATACCAGTAGT GTCTGAGAATGATGGT
EKQMERAAAVKI PVVSEND G -
GGAAACGGT TCCCTCTCAGGTGACGCT TCAAGTAGT CCATCAGAAGCCTCAACTCCTCEC
GNGSL SGDASSSPSEASTUPR -
AACAATTAAGAACATGCACGGT TCTTTCTGT GGAGAAAT TGAT TTACAGAAAGA

N N *
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Abb. 7.19: Teilsequenz des AATPMt-EST-Klons BG456211 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminoséurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trandation ist
fett gedruckt und unterstrichen.

7.2.8 DNA-Sequenzanalysevon AATPMp
Fir die cDNA-Sequenzen der EST-Klone AW255797 und AW?255224 kodieren fur einen putativen ATP/ADP-
Transportprotein aus Mentha piperita (AATPMp). Die daraus ermittelte Proteinsequenz des EST-Klons
AW?255797, von dem 600 bp innerhalb des EST-Projekts ansequenziert worden sind, enthét 220 Aminosauren
(Abb. 7.20). Die 477 bp lange cDNA-Sequenz des EST-Klons AW255224 kann in ein Polypeptid bestehend aus
159 Aminoséuren Ubersetzt werden (Abb. 7.21).

61

121

181

241

301

361

421

481

541

TGEAGITTCTGICTTTTCTATGI CATGECTGAACT TTGECGAAGT GTGGT TATCTCCGT T
wWSsSFCLFYVMAELWGSVVI SV -
CTTTTCTGEGGATTTGCTAATCAGAT TACAACCGT TGATGAAGCCAAGAGATTCTATCCG
L FWGFANOQQI TTVDEAKRTFYP -
CTCTTTGEECTAGGTGOGAACGT TGCTCTAATTTTCTCAGGTAGAACAGTGAAGTACTTC
L FGLGANVALI FSGRTVIKYF -
TCCCAGAT GAGGCAAACCCT TGCT CCGEGAGT TGATGGT TGEECCATCTCCT TAAAGEGA
S QMRQTLAPGVDGWAI S L K G -
ATGATGAGTATTGTGGTGEGAATGEEGT TTGCTATTTGT TTCCTTTAT TGGTGGGTCAAT
MMSI VVGMGEFAI CFLY WWVN -
AACAACGT TCAGCT TCCT TCCCGT AGT CTGAAGAAGAAGGAGAAGCCGAAAAT GEGAACA
NNV QLPSRSLKIKIKEIKPIKMGT -
ATCGAGAGCTTAAAGT TTTTGGTATCATCCAAATATATTAGAAATCTCCCGACTTTGGTG
MESLIKFLVSSKYIl RNLATILV -
GTAGCATACGGTATAAGCATCAACCT TGTCGAGGT CACATGGAAATCGAAGCTCAAAGCC
VvV AY GI SI NL VEVTWKSIKILKA -
CAGI TCCCAACACCAAACGAATATTCAACATTTATGGEGECGACT TCTCGACTGCGACTGEA
QFPTWPNEYSTFMGDZFSTAT G -
GTAACAACTTTCATTATGATGCT TTTGAGT CAATGGATCT TCACCAAATACGECTGEEEA
v T TFI MMLL SQWI FTIKYGWG -

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220



Anhang 118

Abb. 7.20: Tellsequenz des AATPMp-EST-Klons AW255797 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

1 - AAATACGGECTGGGGAGTCGCAGCAACTGT TACACCAACAGTCTTGCTTCTAACCGGAGTC

K'Y GWGVAATVTWPTVLLLTGV - 20
61 - GGATTCTTTTCTTTGATTCTATTTGGTGGACCCATTGCTCCTACCCTCGCACAGT TCGEEC

GFFSLI LFGGPI APTLAQFG- 40
121 - ATGACCCCACTTTTAGCAGCCGT CTATGT GGGAGOGT TGCAGAACATTTTTAGCAAGAGT

M TPLLAAVYVGAL QNI F S K S - 60
181 - GOGAAGTACAGCTTATTCGACCCOGT GCAAGGAAATGECATACATTCCTTTGGACGAGGAC

A KYSLFDPTCKEMAYI PL DED- 80
241 - ACTAAGGT TAAAGGGAAGGCAGCTATCGACGT CGTATGCAATCOGT TGEGEGAAATCOGEA

T KVKGKAAI DVVCNPLGKS G - 100
301 - GGECGCTCTGATCCAACAGITCATGATCTTAAGCT TCGGATCACTGGECAAATTCGACTCCG

GA LI QQFMI L S F GSL ANSTP -120
361 - TATCTCGGAAGGATACTGCTGGTGATCGT TCTCEOGTGGT TAGGAGCTGCGAAGTICGI TG

YL GRI L L VI VL AWLGAAIKS L - 140
421 - GACGECCAATTCACT GCGT TGAAGCAGGAAGAAGACCT GGAGAAGCAGATGGAAAGA

DGQFTALIKOQEEUDULEIKOQMER - 159

Abb. 7.21: Tellsequenz des AATPMp-EST-Klons AW?255224 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.29 DNA-Sequenzanalysevon AATPMc

Der EST-Klon BG269363 kodiert fir einen putativen ATP/ADP-Transportprotein aus Mesembryanthenum
cyrstallinum (AATPMCc). Die innerhalb des EST-Projekts ansequenzierte cDNA-Sequenz besitzt eine Lange von
1108 bp, dessen abgel eitete Proteinsequenz aus 253 Aminosauren besteht. An der Nukleotidposition 760-762 bp
konnte das Stoppkodon der Trandation angenommen werden. Die von dem EST-Klon kodierte Aminosiure-
sequenz entspricht dem C-terminalen Bereich des AATPMc-Proteins. Die restliche Proteinsequenz ist bislang
unbekannt (Abb. 7.22).

1 - GIGGITGCATATGGTATCAGCATTAACCTTGT TGAGGT TACATGGAAATCAAAGCTTAAA

VvV VAY GI §S§I NLVEVTWKSAK KL K - 20

61 - GCTCAGITTCCGAGCCCCAATGAATATTCTGCTTTCATGEGTGATTTCTCTACGGECAACT
AAQFPSPNEYSAFMGDTFSTAT - 40

121 - GGGATAGCAACCTTCTCAATGATGCTTCTCAGCCAGT TCATATTCGACAAGT TTGECTGG
GI AT FSMMLLSQFI FDIKUFGW- 60

181 - GGAGITGCTGCTGCCATCACGCCTACGGTTCTTCTACTTTCAGGAGI TGGTTTCTTTTCA
GVAAAI TPTVLLLSGVGFUF S - 80

241 - TTGATTTTGITCGGIGGTCCACT TGGACCAACTCTTTCGAGTI TTTGEGATAACTCCTCTT
L1 LFGGPLGPTLSSFGI TPL - 100

301 - CTAGCAGCAGTATATGITGGTGCCATGCAAAACATTTTCAGCAAGAGT GCCAAGTACAGT
L AAVYVGAMAQQNI F S K S AK Y S - 120

361 - TTGITTGATCCTTGCAAAGAAATGGECT TACATTCCATTGGATGAGGACACTAAGGT TAAG
L FDPCKEMAYIl PLDETUDTKV K - 140

421 - GCGAAGGCAGCCATTGACGT CGT TTGCAACCCGCT TGGAAAAT CCCGAGECACTCTGATC
GKAAI DVVCNPLGKSGGAL I -160

481 - CAGCAGITCATGATCTTAACCTTTGGGTCACTTGCCAATTCAACCCCTTACCT TGGAGEA

QQQF MI L TFGSLANSTWPYL GG - 180
541 - ATTCTCTTGITGATTGTAACTGCATGGECTGECAGCAGCAAGGTCTTTGGACAAACAGTTC

Il L L LI VTAWLAAARSTLUDIKIQTF - 200
601 - ACAGAGITGOGCAGEGAGGAAGATCTCGAGAAGGAGATGRAGAGAGCGTCTGT TAAGATC

T ELRREEDLEIKEMERASYVK I - 220
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661 - CCTGITGIGECOGATAACAGCACCGEEGAAGGTCCACT CACCGGT GEGTCACAATTGAAC

PV VADNSTGNGPLTGGS QL N - 240
721 - GACTCGCCAAACAGCTCGTCAGAGICACTAAAATCCCAGTAAGGATTAAAAGTAAGT TAT
DS PNSSSESLKSOQ* - 253

781 - CTTCATATTCCATCAACCCAGGAAACGAAATATAAGTACAATTTGAGCTGI TTGTAGAAT
841 - TTTCATAATGGAATAATCCAACCAGCTGGAATGCTGAAATCGT TTTAGAGRAGACTTTTG
901 - TTGCTACATTAGATAATACTAGCCAATAGGTAGATAGATAAGTGGEGGTAGATGAAATTTC
961 - AAGITATTCCCAATATGCTGEEGTATGCAACAATGTAGACCATTCTTTTGATTNCTTATT
1021 - TTATATCAAACTGECCCTCTCCCTGAGGATGCCTACTCAAGCTTTAAATAAGAGGTGCTA

1081 - GGITTTGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 7.22: Teilsequenz des AATPMc-EST-Klons BG269363 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminoséurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trandation ist
fett gedruckt und unterstrichen.

7.2.10DNA-Sequenzanalyse von AATPOs

Der identifizierte Odontella-cDNA-Klon mit einer Lange von 1591 bp kodiert fir ein Polypeptid, das aus
470 Aminosauren besteht (AATPOs; ATP/ADP-Transportprotein aus Odontella sinensis). Die Sequenzanalyse
zeigt, dass es sich bei diesem cDNA-Klon um eine am 5-Ende verkiirzte Teilsequenz eines putativen nicht-
mitochondrialen Nukleotid-Transporters handelt. Demnach ist bei der AATPOs-Proteinsequenz der N-Terminus
und damit das Start-Methionin unbekannt. Das Stoppkodon, dass die Trandation des offenen Leserasters
beendet, wird an Position 1411-1413 bp angenommen (Abb. 7.23).

1 - GECCTTATGITTTTCTGTATTCTGITTAGI TATACAATCCT TCGAGATACAAAAGATGT T

GLMFFCI L FSYTIlI L RDTKDV - 20

61 - CTGATGATTACAGCACCAAAGAGTIGGTGCTGAGGTCATTCCATTCATCAAGACTTACGT T
L M1 T APKSGAEVI PFI KTY V - 40

121 - AATCTTCCAACTGCCATTGGATTCACTGCTGI TTATTCAAAACTTTGTGACAAGCTGGAT
NLPTAI GFTAVYSIKULICDIKTLD - 60

181 - CAAAAGAACGTCTTCTACGCCTGCACGGITCCTTTCCTCCTGITTTTTGCCCTTTTTGCC
QK NVFYACTVZPFLLFFALFA- 80

241 - ACATCTATCTATCCAAACATTGGATTTCTCCATCCTCATGCATTTGI TGACGCAATTGCT
T SI YPNI GF L HPHAFYVDAI A -100

301 - AGICATTTGCCTGOGEEGT TTTCAGCTCCTCTGECTAT TGTCAGGAACTGGAGT TACGCA

S HLPAGFSAPLAI VRNWSY A -120
361 - ATATTTTATGICATGECTGAGATGIGEEGATCTGITGT TACATCTCTCCTCTTCTGEEEC

Il F YVMAEMWGS SV VTS SLLF WG - 140
421 - TTTGCCAATGAAGTCACTACAGI TGATGAGCCAAAAAAATACTATCCTCTTTTTGGTATG

FANEVTTVDEAKIKYYPLFGM- 160
481 - GOCCCAAATGITGCTCTGATATTTTCTGEECAGTATGT GAAATGEGTATCAATGATGAGG

GANVALI FSGQYVKWVS MMR - 180
541 - GAAAATCTTGCCCCTGEGATTGATCCATGEEGTGI TTCTCTGAAATACCT CATGEEEECT

ENLAPGI DPWGVSLIKYLMGA - 200
601 - GIGGIGECATCTGRAGEECTTATGI TGAGCACT TTTGCT TGGATGCAGAAAAATGTIGI TG

V VASGGLML STFAWMMOQIKNV L - 220
661 - ACTGACCCAAATTGIGITGACCAAGAGAAAAGAGCTCAGAAGCAAAAGAAGAAGAGIGTT

T DP NCVDOQEIKRAQKQIKK K RV - 240
721 - AAGATGGEGTCTTCGAGAGICAGCTAAATTTCTTATGAAATCACCT TACATCAGGEGATCTT

K M GLRESAKFLMKSUPY I RDTL - 260
781 - GCOCACTCTAGICATCAGITACGGAATGIGCATCAATAT TGTGGAGGTATCT TGGAAGECC

A TLVI SYGMCI NI VEVS WK A - 280
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120

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

AAACTCAAGCAAGCATATCCTGATCCTAATGCTTACTCCAGT TTCATGEGGAACTTTTCT

KL KQAYPDPNAYSSFMGNTF S - 300
TCGECAACTGECGCTGTAACTCTTGTCATGATGCT TCTGEGGAGATCAATTTTCCAGAAA

S ATGAVTLVMMLILGRSI F Q K - 320
TTTGGT TGECGAAAAGCT GCACT TGT CACCCCAACAAT GAT TGEEGT TACGEGT CTAGGT

FGWRKAALVTPTMI GV T GL G - 340
TTCTTCGCCCTTAATATTTTTGCACCAACATTTGI CCCAGT GECTGCTGCCCTGEGAACC

FFALNI FAPTZFVPVAAALGT - 360
ACACCTCTCATGI TGECTGI TCT TGT GEEEECTCOCCAAAATAT TTTGAGCAAGAGT TCG

T PLMLAVLVGAAOQNI L S K S S - 380
AAATACTCTTTGI TTGATCCCTGCAAGGAAAT GECATATATCCCTCTGGACCAAGACTCA

K'Y SLFDUPTCKEMAYI PL DQD S - 400
AAAACTAAAGCGAAAGCAGCT GT GGATGT CAT TGGAAAT CCTCTGEGAAAGAGT GGAGEG

K TKGKAAVDVI GNZPL GK S G G - 420
TCCTTGATACAGCAGECACTGATTTTTGGAGT TGEGAGCCT TGCTGI TGCAACACCT TAT

S LI QQALI FGVGSLAVATPY -440
CTTGCGECAATTCTGEGTGITGCTAATTTTCT TCTGGT TCAAAGCTGCAAATTCTCTGECG

L AAI L GVL1LI FFWFIKAANSTL A - 460

GECCAGT TTGAAGAAGCAATCGAGAT GGAATAAAGAT GEGATGATCAAATTATTAGATTT
G QFEEAMEWME *
CATTGATGEEGAACGAATAATGTGGAGCT TACAATAAT TTCTCCACTGACAATAGT AAAT

TACAGICTTTAATGGAAGAATTTACT TAGCCATAATTTCTCTCAGCGT TTTCAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 7.23: Teilsequenz des AATPOs-cDNA mit abgeleiteter Aminosduresequenz. Die Nukleotidpositionen

sind links, die Aminosaurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trangdlation ist fett gedruckt und

unterstrichen.

7.2.11DNA-Sequenzanalyse von AATPOsa
Die cDNA-Sequenz des EST-Klons AU057209 (Abb. 7.24) besitzt eine Lange von 462 bp. Die abgeleitete
Aminosduresequenz kodiert fir ein Polypeptid bestehend aus 154 Aminosauren, das aufgrund der hohen

Ahnlichkeiten den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern zugeordnet wird (AATPOsa, putativer

ATP/ADP-Transportprotein aus Oryza sativa). Aufgrund der unvollsténdigen Sequenzinformation ist der N- und
C-terminale Bereich des AATP10sa-Proteins nicht bekannt.

61

121

181

241

301

361

421

GTAATTCTTAGGAAGT TTGEGT GEEGAGT CGCAGCTACAATCACCCCTGCAGIGI TGCT T

VI LRKFGWGVAATI TPAVLL - 20
CTCACTGGAGI TGGATTCTTCTCACTGATTTTATTCGGTGAGCCATTGACTCCTCTTATG

L T GV GFZFSLI L FGEWPLTWPL M- 40
GCCACACT TGRAATGACACCT TTGCT TGCTGCGGT CTATGT TGEEECAATGCAGAACATT

AT LGMTWPLLAAVYV GAMOQNI - 60
TTCAGTAAGAGT GCGAAGTACAGT TTGT TTGACCCT TGT AAGGAAATGECATACATTCCT

F SKSAKYSLFDPCKEMAYI P - 80
TTGCGACGAGGACAT GAAGGT CAAAGGT AAGCCAGCAAT TGATGT GGTCTGCAACCCAT TG

L DEDMKYVYIKGKAAI DVVCNFPTL - 100
GEGAAGT CTGRAGECGECCT TGATCCAGCAGI TCATGATCT TATCATTTGGATCTCTCGCA
GKSGGALI QQF MI L S F GS L A -120

AATTCTACACCCTACCTGEGAGGAATTCTATTGGTAATTGT TCT TGCCTGGT TGEGTGCT
NSTPYLGGI L L VI VL AWLGA - 140
GTAAGGTCCCTTGACTCACAGT TCTCCCCACTGECAAAGCAA

V RSL DSQF SPL AKDQ - 154
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Abb. 7.24: Teilsequenz des AATPOs-EST-Klons AU057209 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.12DNA-Sequenzanalyse von AATP1Py

Die EST-Klone AV430292 kodiert fir ein putatives ATP/ADP-Transportprotein aus Porphyra yezoensis
(AATP1PYy). Die Nukleotidsequenz besitzt eine Basenpaarldnge von 640. Die daraus abgeleitete Proteinsequenz
enthélt 220 Aminosduren (Abb. 7.25).

1 - GIGGTGACCTCGAT GEOGECCAGT GOCAAT GEOCCAGCGEECT GOGEEEEECECCEAATCEG

VvV VT S MAASANGAAAAGAPNR- 20

61 - TCCATTGGEGECAGAAGCTGAAGGACAT GATCCOGACGUOGCAGRAGCERAAAAAGCTEEEG
S1 GQKL KDMI P TPQERIKIKTL G- 40

121 - COGCTTGCACTCATGITTTTTGITATCCTCTTCAACTACACGATCCT TCGTGACACCAAG
PLALMFFVI L FNYTI L RDT K - 60

181 - GACGTGCTGGTOGT GACGEOGEE0EEECECEGAGGTCATCCCCT TTCTCAAGACGTACTGC
DVvLiLVvVVTAAGAEVI PFLKTYC- 80

241 - AATCTCCCTGGIGCCGTCCTGI TTACCGTCCTCTACTCCAAGCTGAACAACTCCCTTACC
NL PGAVLFTUVLYSKLNNSTLT - 100
301 - CGIGAGCAGGIGITTTACGICTGCATCATCCCCTTCATCCTCTTCTTTTTGECGI TCEEG

REQVFYVCI I PFI L FFL AF G - 120
361 - TTTATCATCTACCCGAACACGEOGEECACTGCACCOCGEGT CGTCTGGT CTEOGT GEE0EECC
F1 I YPNTAALHPVVWSAWAA - 140

421 - ACCAAGCTGCCTGCCTCGI TTGCTCCGCTACT GTCCATCGT CCCCAACTGGACGT TTGCG
T KLPASFAPLILSI VRNWTF A - 160
481 - CTCTTCTACACCCTAGCCGAATTGTIGEEECTCAGI TGIGGTIGICEGTIGCTCTTCTGEEEC
L FYTLAELWGSVVYVSVLF WG - 180
521 - TTTGOGAATGAAGTICACCACT GTCGACGAAGCCAAGAAGTACTATCCTCTCTTTGEECTC
FANEVTTVDEAKIKYYPLFGL - 200
581 - GGI'GCCAACGTAGCCCTTGICTTCTCTGEECAGTACGTGAGGTACGTATCAGACATTCGT
GANVALVFSGQQYVRYVS DI R - 220

Abb. 7.25: Tellsequenz des AATPPy-EST-cDNA-Klon AV430292 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz.

Die Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.13DNA-Sequenzanalyse von AATP1Sh

Der EST-Klon BE574942 kodiert fur ein putatives ATP/ADP-Transportprotein aus Soja hispida (AATP1Sh).
Die innerhalb des EST-Projekts ansequenzierte cDNA-Sequenz besitzt eine Lange von 996 bp, deren abgeleitete
Proteinsequenz besteht aus 321 Aminosduren. Aufgrund der unvollstdndigen Sequenzinformationen der EST-
cDNA ist sowohl der N- alsauch der C-terminale Bereich des AATPLTv-Proteins nicht bekannt (Abb. 7.26).

1 - ACTAAGITGECTAATGITTTGTCGAAAGATGCACTTTTCTACACTGI TATGI TGCCATTC

T KL ANVL SKDALZFYTVMLPF - 20

61 - ATTGCGITTTTTGEEECATTTGEGI TTGIGCTTTATCCTCTCAGTAATTTTTTCCACCCC
Il AFFGAFGFVLYPLSNFFHP - 40

121 - ACTGOGCTTGCTGATAAGCTTTTGAACGTGI TGEGTCCGAGGT TTCTTGGACCACTTGCT
T AL ADKLILNVLGPRFLGPLA- 60

181 - ATTTTGAGGATTTGGAGCTTTTGITTGI TCTATGT TATGECTGAGCTTTGEGEECAGTGTG
Il LRI WS FCLVFYVMAELWGS SV - 80
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122

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

GITGITTCTGITTTGI TTTGEEGEGET TTGCAAATCAGATAACCACAATCGACGAAGCCAAG
VVSVLFWGFANOQI TTI DEAHK
AAATTCTATCCTCTTT TCGECCTCCGAGCAAATGTAGCACTCATTTTCTCGEGTCCGACT
K FYPLFGLGANVALI FSGRT
GIGAAATACT TTTCCCAAATGAGGECAAAAT TTGEECCCCGEGT GT TGATGGT TGEECCATC
V KYFSQMROQNLGPGYV DGWA I
TCGI TGAAGCGAATGATGAGT AT TGTAGT GECGATGEECCT TATGATTTGGT TCCTATAT
SLKGMMSI VVGMGLMI WFILY
TGGTGEGTAAACAATTATGI TCCTCT TCCGACCCGT AGT AT GAAGAAGAAGGAGAAGCCG
WWVNNYVPLPTIRSMKIKIKEKP
AAAAT CGEGAACGATGCGAGAGCT TAAAGT TCTTGGTATCAAAGAAATATATTAGAGATTTG
K MGTMESLIKZFLVSKIKY Il RDIL
GCCACT TTGGT TGTGECATATGGECAT TAGCAT TAACCTGGT CGAGGT TACATGGAAATCA
ATLVVAYGI SI NLVEVTWKS
AAGCTCAAAGCTCAGT TCCCAACCCCGAACGAGTATTCTGCCTTCATGSGTGACTTTTCA
KL KAQFWPTWPNEYSAFMGDF S
ACTACTACCCGAATAGCAACT TTCATAATGATCCT TTTGAGT CAATGGATAT TCAACAAA
T TTGI ATFI MMLL S QWI F NK
TACGGT TGEEGAAT GECAGCCAAGAT TACGCCGACCGT CCTGCTAATCACTGCGATTGEC
Y GWGMAAKI T PTVLLI TGI G
TTCTTCTCGITGATTCTTTTCGGTGACCCT TTTGCCCCT GCTCTCECCGECT TCCGAATG
FFSLI LFGDPFAPALAGTFG GWM
ACTCCTCTATTAGCAGCTGI CTATGI TGEEECGATGCAAAACAT TTTTAGTAAGAGCCCA
T PLLAAVYVGAMOQOQNI F S K SA
AAGT

K

100

120

140

160

180

200

220

240

260

280

300

320

- 321

Abb. 7.26: Teilsequenz des AATPTV-EST-Klon BES574942 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.14DNA-Sequenzanalyse von AATPSb
Der zu den nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transportern homologe EST-Klon H55010 aus Sorghumbicolor ist
996 bp lang und kodiert fur ein Protein mit 310 Aminosiuren (AATPSb). Die cDNA des EST-Klons stellt nur
eine Teilsequenz des vollsténdigen kodierenden AATPSb-Proteins dar. So fehlen die Sequenzinformationen fir
das5'- und 3'-Ende (Abb. 7.27).

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

CTGITTGEECT TGGTGCCAATGIGECCCTCATCT TCTCTGEE0GCACGGTGAAATATTTC
LFGLGANVALI FSGRTVIKYF -
TCAAACAT GAGGAAGAAT TTGEGT CCTCGAGT GGATGGT TGEECAATTTCGT TGAAGECC
S NMRKNLGPGVDGWAI S L KA -
ATGATGAGCATAGTGGT TGTACTGGGTCT TATCATCACCGGTATCTAT TGEEEEGTGAAC
MMSIT VVVL GLI I TGI Y WGVN -
AAGTTTGI TATTGATAACTCATCTATGCCCOGT GGT CGAGCCGAAAAAGAAGGACAAGCCA
K F VI DNSSMPVYVERIKIKIKDKP -
AAGCCTCAGCATGEGT GAGAGCATGAAGGT TCTGT TGTCATCTCGGTATGTGAGGGATCT T
KL SMGES SMKVLLSSRYVRDL -
GCCACATTGGTCGT TGCT TATGGAATAAGCAT TAACCT TGTGGAGGT GACATGGAAATCA
ATLVVAYGI SI NLVEVTWKS -
AAATTGAAAGCACAGT TCCCAAGCCCAAATGAATATTCTTCATTCATGEECGATTTCTCA
KL KAQFWPSPNEYSSFMGVDF S -
ACTGCCACCGECATAGCTACCT TTACAATGATGI TGT TAGGGAGAGTAATCCTCAGAAAG
T ATGI ATFTMMLLUGRVI L RK -
TTCAEGET GEEGAGT TGCAGCTACGAT CACACCTGCAGT GT TACT TCTCACAGGAGT TGEG
FGWGVAATI TPAVLLLTGVG -
TTCTTCTCACTGATTTTGI TTGGTGAGCCATTGACTCCTCTTATGACCAAGT TTGCGATG
FFSLI LFGEPLTWPLMTIKTEFGM-
ACACCTTTGCT TGOGECAGT CTATGI TGGAGCAATGCAGAACAT TTTCAGTAAGAGT GCA
T PLLAAVYVGAMOQQNI FSKSA -
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123

661

721

781

841

901

AAGTACAGTCTGI TTGATCCT TGCAAAGAGATGECATACATTCCT TTGGATGAGGATATG
K'Y SLFDPCKEMAYI PLDETDM-
AAGGT TAAAGGTAAAGCAGCTAT TGACGT TGTCTGCAACCCCT TGEGEGAAATCTGGAGGT
K VKGKAAI DVVCNPLGKSGG -
GCTTTGATCCAGCAGTI TCATGATCCTGTCATTTGGATCTCT TGCGAAT TCGACACCCTAC
ALI QQFMI L S FGSLANSTUPY -
CTTGGTGRAATACT TCTGGTGATTGT TCT TGCATGECTGEGT GCTGTAAGGTCCCTCGAC
L G661 L LVI VL AWL GAVRSIL D -
TCACAGI TTTCAACCCT GGCAAAGCAAGAT

S QF S TL A KQD

240

260

280

300

310

Abb. 7.27: Teillsequenz des AATPSb-EST-Klons H55010 mit abgeleiteter Aminosauresequenz. Die

Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben.

7.2.15DNA-Sequenzanalysevon AATP1Ta
Die cDNA-Sequenz des EST-Klons BE574942 besitzt eine Lange von 1423 bp, deren Aminosduresequenz

kodiert fiir ein Polypeptid bestehend aus 373 Aminosiuren, das aufgrund der hohen Ahnlichkeiten den nicht-

mitochondrialen Nukleotid-Transportern zugeordnet wird (AATP1Ta, putativer ATP/ADP-Transportprotein aus

Triticumaestivum). Dieser cDNA-Abschnitt enthd@lt nur eine Teilsequenz des vollstdndigen kodierenden

Bereiches. So fehlen die Nukleotidsequenzen fiir den kodierenden 5'-terminalen Abschnitt (Abb. 7.28). Dagegen
ist die Sequenzinformation fir das 3"-Ende bekannt. Das Stoppkodon der Trandation kann an der Position 121-

123 bp angenommen werden.

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

CTACOCTCTATTTGEOCT TGRGGECAAATATTGOCCTTATCTTTTCTGGGCGTACTGTGAA
YPLFGLGANIALTIFSGRTVK
GTATTTCTCAAATTTGOGGAAGACAAT GGGT CCAGGAGT TGATGGT TGRGAGGTATCTTT
YFSNLRKTMGPGVYVYDGWEVS.L
GAAAGGAAT GATGGEGCATAGT GGTACT TCTTGGGCT TGTCATTACT TCCATCTATTGRGG
K GMMGI VVLLGLVI TSI Y WG
AGTGAACAAACT TGTGTTGAATGATCCTTCTCTTCCAAAATCTGACCACAAGAAGAAAAA
VNKLVLNDPSLTPSIKSDHTE KKK K
GAACAAACCTAAGCT TAGCATGAAAGAGAGT ATGAAAGT TCTGATCTCTTCAAAATATGT
NKPKLSMEKESMKVTLI SSKYV
GAGGGACCTTGCTACCTTAGT TGT TGCATAT GRCATTAGTATCAATCTTGTGGAAGTCAC
RDLATLVVAYGI SI NLVEVT
ATGGAAATOGAAGCT CAAGBCACAGT TCOOCAGT CCAAACGAGTACT CATCTTTCATGGT
WK SKLJKAQFPSPNEYSSTFMG
GATTTCTCTACCGCAACT GGAAT TGCAACT TTCACAATGATGCTGTTAGGTCGGATTATA
DFSTATGI ATFTMMLTLGTR RI I
TTOCAAAGAT TTGGCT GERGAGT GGCTGCCAT GATCACOCOCACAGT TTTGTTGCTGACT
FQRFGWGVAAMI TPTVLLLT
GEOGTTGGTTTCTTCTCTCTGCTTCTGTTTGGT GAGCCACT CACTCCTCTTCTAGOCACG
GVGFFSLLLFGEPLTPLLAT
TTTGGGATGACGCCTTTGCT TGCTGOGGT CTTOGT TGRGGCACTACAGAACATTTTCAGT
FGMTPLLAAVFVGALGO QNI F S
AAGAGTGCAAAGT ACAGT TTGT TCGATOCT TGCAAAGAAATGEOGTACATTCCTTTGGAC
K SAKYSLTFDPC CKEMAYTI PLD
GAGGACAT GAAGGT CAAAGGT AAGBCAGCAATAGAT GTGGTATGCAACCCATTGGGAAAA
EDMKVYVYZ KGEKAAI DVVCNPTLGK
TCTGGAGGTGOOCT GATCCAGCAGT TCATGATCTTGT CATTTGGGTCTCTTGCTAACTCA
S GGALI QQFMI L SFGSTLANS
ACGOCGTACCT TGGAGGAATAT TGCTGGT GATTGT CATOGOGT GGTTGEGOGOCGTAAGG
TPYLGGI LLVI VI AWLGAVR
TCCCTCGACTORCAGT TCTCTOCCCT GRCAAAGCAAGACCT GGAGAGGGAACAACAACTG
SLDSOQFSPLAKOQDLTETRTETZ QOQL
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124

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1421

AAAGCAGAGECGEGETAGAAACGACAGCT CAAGT CGTCEEGACAGGAAACGECTCTCTTCAA
K A°E AV ETTAQVYVYGTGNGSL Q - 340
GAAAAT GT TGOCAGCCAGAACT CCACGAACGGT ACAGT CATCAAACAAT CGCAAGAACCC

ENVASQNSTNGTVI KQS QE P - 360
AAGATCACTGCCCCTGAAAAAT CTGECAAGCAGT CTCAATAAGT TTCOGCCCCCAGAAAT
K1 T APEIKSGKQSQ * - 373

TTAGITAGTACAAGI TTTTGATGGAACCAAATGTI TGCT TGGT TAEECCT GCCECCATGEG
GAGCTGCTGEGAAAGGECAGTAGTGATTGATAAGAAAAAT AAGATGECCTATTCTTCTGI T

GITGTAGCATATTTTTGACT TCATGCGAGTATCTATAGCTGT TTACTGGGAGTATCTGTA

GCTGITTGGT TTGTGECTCOGTAGATATGGAACTATTTTTTTTGATTTTTTTATATTACA

ATTTTGCCGAAAATCTGCCT T TCACAGATCTAT TAGT CCATGCTCAAAAAAAAAAAAAAGA

AAA

Abb. 7.28: Teilsequenz des AATPTa-EST-Klon BE574942 mit abgeleiteter Aminosiuresequenz. Die
Nukleotidpositionen sind links, die Aminosdurepositionen rechts angegeben. Das Stoppkodon der Trandation ist
fett gedruckt und unterstrichen.
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7.3 EMBL-,Accession” -Nummern der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter

Die vollstdndigen Nukleotid- bzw. Aminosiuresequenzen der nicht-mitochondrialen Nukleotid-Transporter aus
Bakterien und Pflanzen sind in der EMBL-Datenbank (European Molekular Biology Laboratory in Heidelberg;
http://www.ebi.ac./embl) hinterlegt und unter den jeweiligen Zugangsnummern (,Accession”-Nummern)
eingetragen (Tab. 7.2).

Tab. 7.3: EMBL-Accession-Nummern nicht-mitochondrialer Nukleotid-Transporter

Abkirzung Organismus EMBL-Acc.-Nr.
AATP1At Arabidopsis thaliana 249227.2
AATP2AL Arabidopsis thaliana XC94626
AATPLS Solanum tuberosum Y 10821
AATP1Gs Galderia sulphuraria AJ251356
NPT1Ct Chlamydia trachomatis AJ010586
NPT2Ct Chlamydia trachomatis AJ010587

TLCIRp Rickettsia prowazekii M28816
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74 EMBL-,Accession” -Nummern der mitochondrialen M CF-Transporter
Die Nukleotid- bzw. Aminosduresequenzen der in dieser Doktorarbeit beschriebenen MCF-Transporter sind

unter den folgenden , Accession”-Nummern in der EMBL-Datenbank (European Molekular Biology Laboratory

in Heidelberg; http://www.ebi.ac./embl) hinterlegt (Tab. 7.4).

Tab. 7.4: EMBL-Accession-Nummern der MCF-Transporter

Name Organismus EMBL-Acc.-Nr.
ADP/ATP-Carrier ANT2At Arabidopsisthaliana X68592
ADP/ATP-Carrier ANT1La Luoinus albus AJ003197
ADP/ATP-Carrier ANT10s Oryza sativa D12637
ADP/ATP-Carrier ANT1St Solanum tuberosum X62123
ADP/ATP-Carrier ANT1Ta Triticum aestivum X95863
ADP/ATP-Carrier ANT2Ta Triticum aestivum X95864
ADP/ATP-Carrier ANTCr Chlamydomonas reinhardtii X65194
ADP/ATP-Carrier ANTCk Chlorella kessleri M76669
ADP/ATP-Carrier ANTDd Dictyostelium discoideum AF100676
ADP/ATP-Carrier ANT1Sc Saccharomyces cerevisae M12514
ADP/ATP-Carrier ANT2Sc Saccharomyces cerevisae X77291
ADP/ATP-Carrier ANT3Sc Saccharomyces cerevisae M 34076
ADP/ATP-Carrier ANTSp Schizosaccharomyces pombe 249974
ADP/ATP-Carrier ANT1Ce Caenorhabditis elegans 782059
ADP/ATP-Carrier ANT1NCc Neurospora crassa X 00363
ADP/ATP-Carrier ANT1Hr Halocynthia roretz D83069
ADP/ATP-Carrier ANT1Dm Drosophila melanogasta $43651
ADP/ATP-Carrier ANT1Hs Homo sapiens J02966
ADP/ATP-Carrier ANT2Hs Homo sapiens M57424
ADP/ATP-Carrier ANT3Hs Homo sapiens J03592

» Graeve disease associated protein®  Rattus norwegicus M32973
»Graeve disease associated protein®  Homo sapiens M 31659
2-Oxoglutarat/Mal at- Transporter Bos taurus X66115
2-Oxoglutarat/Malat- Transporter Homo sapiens X66114
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Name Organismus EMBL-Acc.-Nr.
Phosphat-Transporter Saccharomyces cerevisiae M54879
Phosphat-Transporter Homo sapiens X 60036
Entkoppler-Protein Rattus norwegicus M11814
Entkoppler-Protein Bos taurus X14064
Entkoppler-Protein Homo sapiens u76367
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75 Antell identischer und &hnlicher Aminosduren in den Proteinsequenzen der nicht-mitochondrialen
Nukleotidtransporter aus Eu- und Prokaryoten

Aus einem multiplen Aminoséuresequenz-Vergleich (Kapitel 3.4) kann der Verwandschaftsgrad der miteinander
verglichenen Proteine durch die Ermittlung der identischen und dhnlichen Sequenzpositionen im Alignment
bestimmt werden. Die Berechnung der Ahnlichkeiten erfolgte mit dem GENEDOC-Programm nach der
BLOSUM-62-Matrix (Kapitel 2.4.5).

Tab. 7.5: Anteil identischer und &hnlicher Aminosduren in den Proteinsequenzen verschiedener
Nukleotidtransporter aus niederen und hoheren Pflanzen. Die Werte fir die Identitidt bzw. Ahnlichkeit sind
in Prozent angegeben, wobei die Angaben fiir die Ahnlichkeiten in Klammern dargestellt sind.

— — c ) (&) > o e o > Q — %)
£ 58 9 3 3 5 s 5 85 £ § 5 48 & ¢
o o o o o o o o o o o o o o o o o
= % £ 3z & £ % o5 g &k Kk LoLo5 kKL
< < < < < < < fz < < < < < < < < <
AATP1At - 96 99 88 52 52 64 88 81 71 71 40 49 68 38 60 59
- (98) (99) (94) (56) (57) (68) (93) (89 (79) (77) (45) (B1) (79) (45) (75) (76)

AATP2At - 96 88 52 52 64 87 81 71 70 40 50 68 38 59 59
- (98) (94) (55) (56) (67) (93) (89) (79) (78) (46) (60) (80) (45) (75 (76)

AATP1Bn 88 52 52 64 87 81 72 71 4 50 68 38 60 59
(94) (56) (57) (68) (93) (89) (79) (77) (45) (61) (79) (45) (75) (76)
AATPIS - 58 53 63 89 8 72 72 41 48 69 40 58 58
- (58) (57) (66) (94) (89) (79) (79) (46) (59) (81) (46) (74) (76)
AATPILe - 89 27 53 51 57 29

- (95) (29) (56) (54) (61) (60) (31) (30) (51) (78) (45) (45)
AATPIMc - 26 52 51 58 57 29 26 42 66 39 34
- (30) (56) (54) (61) (61) (32) (30) (51) (77) (45) (46)
AATP1Sh - 64 55 46 45 54 50 48 17 40 40
- (67) (63) (53) (52) (63) (63) (57) (21) (51) (53)
AATPIMp - 8 71 71 39 47 68 39 59 59
- (88) (78) (78) (46) (58) (81) (45) (75) (76)
AATP1Zm - 8 8 8 8 8 8 8 81
- (88) (83) (83) (88) (88) (88) (83) (89

AATP1SH - 86 51 40 59 44 52 49
- (99 (58) (52) (73) (51) (64) (65)
AATPITa - 8 8 8 8 8 81
- (88) (88) (83) (88) (88) (88)
AATPIHv - 37 3 19 30 29
- (88) (43) (25) (38) (40)
AATPICp - 47 21 48 47
- (61) (26) (60) (61)

AATPICY - 42 61 61
- (48) (77) (75)
AATPIDs - 3% 3
- (42) (42
AATPIGs -89

AATP10s
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Tab. 7.5: Antell identischer und &hnlicher Aminosauren in den Proteinsequenzen verschiedener nicht-
mitochondrialer Nukleotidtransporter aus Eubakterien. Die Werte fir die Identitét bzw. Ahnlichkeit sind in

Prozent angegeben, wobei die Angaben fiir die Ahnlichkeiten in Klammern dargestel It sind.

—
)} L
g & & & & £ o & g 8 2 8 8 =
— N ™ < 0 o O = ul T = N )
O o 0 o o g kK £ E ¥ B E B F
— — — — — o = o = o o = = =
F o F = = = z z z z 5
TLC1Rp - 34 38 32 33 87 31 34 60 40 41 41 40 40
- (59) (58) (58) (58) (93) (52) (54) (v7) (61) (B1) (59) (63) (B3)

TLC2Rp - 31 29 29 32 24 29 32 31 30 31 24 30
- (59) (60) (61) (57) (49) (54) (57) (56) (56) (56) (51) (54)

TLC3Rp 36 33 36 32 33 39 35 35 34 32 36
- (63) (60) (56) (49) (51) (60) (57) (57) (58) (48) (56)
TLC4Rp - 31 33 31 30 37 33 33 33 23 33
- (55) (58) (50) (53) (59) (58) (57) (57) (44) (55)
TLC5Rp - 34 24 27 39 31 29 29 20 27
- (58) (46) (51) (60) (53) (52) (54) (45) (54)

NPTPbtb - 31 33 62 41 41 39 22 41
- (53) (54) (78) (59) (60) (59) (47) (59)
NPTHo - 28 31 37 40 37 25 39
- (49) (52) (57) (59) (58) (43) (61)
NPTC36 - 35 33 32 33 20 33
- (53) (54) (51) (54) (42) (53)
NPTCc - 46 40 40 23 41
- (62) (60) (60) (47) (60)

NPTET39 49 26

- (69) (72) (51) (74
NPTHN3 - 51 28 54
- (71) (52) (70)
NPT1Ct - 30 59
- (53) (79)
NPT2Ct - 31

NPTTUMEL1
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Tab. 7.6: Anteil identischer und ahnlicher Aminosduren in den Proteinsequenzen verschiedener nicht-
mitochondrialer Nukleotidtransporter aus Pro- und Eukaryoten. Die Werte fur die ldentitét bzw.

Ahnlichkeit sind in Prozent angegeben, wobei die Angaben furr die Ahnlichkeiten in Klammern dargestellt sind.

o o =
T $ 32 8N 8 & o 5 =5
[a o o o o — I — N
S < < £ £ 9 E E &
< < < < < - z z zZ
AATP1At - 84 81 61 53 35 34 47 29
- (87 (88) (70) (69) (53) (53) (65) (50)
AATP2At - 75 61 37
- (81) (70) (68) (56) (55) (B5) (51)
AATP1S - 62 51 34 34 45 29
- (712) (66) (52) (52) (52) (51)
AATP1Zm - 41 27 25 39 21
- (54) (42) (43) (55) (39)
AATPGs - 38 35 48 29
- (56) (56) (65) (52)
TLC1Rp - 35 38 27
- (56) (61) (50)
NPTHo - 36 26
- (56) (46)
NPT1Ct - 34
- (56)

NPT2Ct -
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7.6 Abkirzungen

ADP
ADP-Glc
Amp
AMP
At
ATP
bidest.
bp

Bn
BSA
C36

Cc
CCCP
cDNA
Ci
Clm
CO;
Cp

Cr

Ct
CTP

dATP
DC
dCTP
DEPC
dGTP
DNA
Ds
DTTreq
drTP

Ampere

Aminosaure (amino acids)
ADP/ATP-Carrier
ATP/ADP-Transportprotein
Abbildung
»Accession”-Nummer
Adenosindiphosphat
ADP-Glukose

Ampicillin
Adenosinmonophosphat

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)

Adenosintriphosphat
doppelt destilliert
Basenpaar

Brassica napus (Raps)

Rinderserumalbumin (borine serum albumine)

Rickettsia-ghnlicher Endosymbiont

circa

, Crassulacean Acid Metabolism*

Caedibacter caryophila

Carbonylcyanidchlorophenylhydrazon

komplementére DNA

Curie

Chloramphenicol
Kohlendioxid

Cyanophora paradoxa
Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydia trachomatis
Cytidin-5"-triphosphat
desoxy
Desoxyadenin-5'-triphosphat
Duinnschichtchromatographie
Desoxycytidin-5"-triphosphat
Diethylpyrocarbonat

Desoxyguanosin-5'-triphosphat

Desoxyribonukleinsiure
Dunaliella salina
reduziertes Dithiothreitol

Desoxythymidin-5"-triphosphat
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E.coli
EDTA
EMBL
EST
ET39

g

g

% (Wiv)
Gs
GTP

h

HCl
HEPES
His-Tag
HN3
Ho
H,O
Hv

inframe

KEGG
Km

I

I (lambda)
Lj

Lp

m

M

Mc
MCF
MCS

mg
min
ml

mol

Escherichia coli
Ethylendiaminintetraessigsiure

» European Molecular Biology L aboratory”
»expressed sequence tag”
Ceadibacter-ahnlicher Endosymbiont
Gramm

Erdbeschleunigung
Gewichtsprozente

Galdieria sulphuraria
Guanosintriphosphat

Stunde

Salzséaure

[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino] -ethansulfonsdure

Histidin-Tag (,tag", Forsatz)
Caedibacter-ahnlicher Endosymbiont
Holospora obtusa

Wasser

Hordeumvulgare (Gerste)

im Leseraster

| sopropyl -b-thiogal aktosid
»International Union of Biochemistry”
Joule

Kaliumdihydrogenphosphat
Kilobase(n)

» Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes’
Michaelis-Menten-K onstante

Liter

Wellenlénge

Lotus japonicus (Hornklee)
Lycopersicon esculatum

Milli

molar (mol/l)

Mesembryanthemm crystallinum
»Mitochondria Carrier Family”

multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)

mikro
Miligramm
Minuten
Milliliter

Stoffmenge
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Mp
MRNA
Mt

n

NaCl
NAD(P)
NAD(P)H
NCBI
nm
NPT
oD
ORF
Os

Osa
PCR
pfu

pH

Py

Pbtb

Rif
RNA
Rnase
Rp
rRNA

SDS-PAGE
Sh

S

Ta

Tab
TEMED
Tet

TIGR

™

Tris

Mentha x piperita (Pfefferminze)

Messenger-RNA

Medicago truncatula (Hopfenklee)

nano

Natriumchlorid

Ni cotinami dadenindinukleotid(-phosphat), oxidierte Form
Ni cotinami dadenindinukleotid(-phosphat), reduzierte Form
National Center for Biotechnology Inforamtion
Nanometer

Nukleosidtriphosphat-Transportprotein

optische Dichte

offenes Lesraster (open reading frame)

Odontella sinensis

Oryza sativa (Reis)

Polymerasekettenreaktion (,, polymerase chain reaction*)

» plaque forming unit*

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Porphyra yezoensis

Endoparasit der Papaya-Friichte (,, papaya bunchy top bacterium™)
Resistenzgen

Rifampicin

Ribonukleinsdure

Ribonukleinase

Rickettsia prowazekii

ribosomale RNA

Raumtemperatur

Reverse PCR

Sekunde

Sorghum bicolor (Mohrenhirse)

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese

Soja hispida

Solanum tuber osum (K artoffel)

Triticum aestivum (Weizen)

Tabelle

N,N,N*,N -Tetramethylethylendiamin

Tetrazyklin

» The Ingtitute of Genomic Research”

Transmembranhelix

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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TUME1L
ucp
UDP-Glc
UMP
UDP
uUTP
uv

\%

Vmax

% (VIv)
wt
X-Gdl
Zm

Chlamydia-ghnlicher Endosymbiont
»uncoupling proteins’
UDP-Glukose

Uridinmonophosphat
Uridindiphosphat

Uridintriphosphat

Ultraviolett

Volt

M aximal geschwindigkeit
Volumenprozent

Wildtyp

5-Brom-4-chlor-3-indolyl -b-D-galactopyranosid

Zeamays (Mais)



Anhang

135

7.7

Symbolefir Aminosiuren

I o mmo O >

< s<AHd40vnmOTVTZ=ZTrX

Ala
Cys
A
Glu
Phe
Gly
His
lle

Lys
Leu
Met
A
Pro
GIn
Arg

Thr
va
Trp
Tyr

Alanin

Cystein
Asparaginsdure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysn

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin
vain
Tryptophan
Tyrosin
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