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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Das lineare beta-1,3-Glucan Paramylon ist das Relsenlenhydrat einer morphologisch sehr
heterogenen Gruppe von Flagellaten, den Eugleniamylon wird sowohl von den
phototrophen als auch von den meisten heterotrofperies der Ordnung Euglenida gebildet.
Uber das Paramylon-synthetisierende Enzym (UDP-@leibeta-1,3-Glucosyltransferase) und
seinen evolutionaren Ursprung ist bisher nicht bekannt.

Im Folgenden soll zunachst eine Einfihrung in dierphologischen und physiologischen
Charakteristika der Euglenida sowie die phylogecee Systematik des Taxons gegeben
werden. Mit einem sich anschlieRenden Uberblickr iitie Vielfalt der Polysaccharide, deren
Synthese und dem bisherigen Kenntnisstand UbdpPati@mylon-Synthese bEuglena gracilis
wird der Ausgangspunkt fur diese Arbeit dargelegt.

1.1 CHARAKTERISTISCHE MERKMALE DER EUGLENIDA

Die Euglenida bilden eine sehr formenreiche Orgaaiggruppe einzelliger begeilRelter
Eukaryoten. Sie umfassen Spezies mit nur etwa 1@¢iltnge Notosolenus apocamptus) bis

hin zu der 100 bis 400 um gro3&uglena ehrenbergii (LEEDALE 1967). Die eugleniden
Flagellaten sind ubiquitéar verbreitet und besiedit unterschiedlichstebebensrdume Die
meisten Arten leben im SuRwasser, aber auch inereen Habitaten wie Salz- und
Brackwasser, im Erdboden und sogar auf Schneenlasist euglenide Flagellaten finden
(JONES 1944, L EEDALE 1967,HOHAM & BLINN 1979,EKELUND & PATTERSON1997). Deshalb
weisen viele Spezies ein breites ToleranzspektruBezug auf abiotische Umweltfaktoren wie
Lichtverhaltnisse, pH-Wert, Temperatur, Sauerstofid Salzgehalt auf. Manche Euglenida
sind charakteristische Indikatorarten fir Lebens@d@umit einem hohen organischen
Nahrstoffgehalt. Auch einige moglicherweise endsaoilebende Vertreter sind beschrieben
worden (AHN 1946,HUBER-PESTALOZZ1 1955, ®NCEGORDO et al. 2002).

Die Besiedlung von so unterschiedlichen Lebensr@umarde u.a. durch die Ausbildung
verschiedener Erndhrungsweisen innerhalb der Oglwglenida ermdglicht, die neben den
bekannteren phototrophen Spezies auch zahlreidkeotrephe (osmotrophe und phagotrophe)
Gattungen umfasst (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen verschiedener Euglema. a Euglena gracilis (phototroph, mit
Chloroplasten und Stigma Khawkinea quartana (sekundar osmotroph, mit Stigma)Gyropaigne lefevrei
(primar osmotroph)d Petalomonas minuta (phagotroph, mit Ingestionsapparat). Maf3stab 10 pm
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Durch den Besitz von Chloroplasten konrm@mototrophe Arten ihren Energiebedarf durch
Photosynthese decken und bendtigen lediglich digexen Vitamine Bund B, als essentielle
Kofaktoren (LEEDALE 1967). Einige Arten, wie z.BKhawkinea quartana, haben ihre
phototrophe Ernahrungsweise durch die ReduktiorPtiestiden wieder eingebtif3t und werden
deshalb als sekundar Osmotrophe bezeichneteigPELD et al. 2000). Die am Besten
untersuchte phototrophe SpeziEaglena gracilis kann sogar je nach Kulturbedingung in
mineralischem Medium im Licht phototroph, in orgsshiem Medium im Licht mixotroph
(photoheterotroph) und auch in organischem Medimnbunkeln osmotroph leben.

Neben den sekundar Osmotrophen gibt es aber autthnGen, die sich ausschliel3lich und
ohne Anzeichen flr eine ehemals phototrophe Lebeissvosmotroph erndhren. Diggeamar
Osmotrophen wie auch diesekundar osmotrophen Arten nehmen zur Deckung ihres
Nahrstoffoedarfes durch Pinocytose geléste Substareus dem Medium auf. Ebenfalls
heterotroph erndhren sich diaagotrophen Spezies die mit Hilfe von Ingestionsapparaten
Nahrungspartikel pro- oder eukaryotischer Herkypifagocytotisch aufnehmen kénnen. Fir
diese unterschiedlichen Ernahrungsweisen werderrakieaistische zellulare Strukturen
bendtigt, die im Folgenden zusammen mit gemeinsariEmkmalen aller Eugleniden
beschrieben werden.

Charakteristisch  fur das  Taxor
Euglenida ist diePellikula, die den f.
zellwandlosen Flagellaten als Begre ,‘
zung nach auf3en dient. (Abb. 1.2, 1..
1.5). Sie besteht aus einer 8-10 ni
dicken Cytoplasmamembran und eine
darunter liegenden epiplasmatische
Schicht aus proteinogenen Streifen, d / i
eine Art-spezifische AUSpréu‘:]ung“]Abb. 1.2 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
aufweist (LEANDER & FARMER 2000). ultradiinnschnittes durch die rigidellikula von Lepocinclis

Gemeinsam mit den assoz"erteﬁ)vata Ch Chloroplast,ER Endoplasmatisches Retikulum,

. . epiplasmatische Schicht, Mt Mikrotubuli,
Mikrotubuli steht die Dicke der pmp|a5mamembran

epiplasmatischen Schicht in direktem

Zusammenhang mit der Flexibilitdt bzw. Rigiditat éellikula und damit mit der Fahigkeit zur
.Metabolie“, der typischen eugleniden Bewegu\yALNE 1980). Die Pellikula-Streifen
verlaufen je nach Spezies in unterschiedlicher ®iaind Auspragung entweder parallel zur
Langsachse der Zellen (longitudinal) oder helikah die Zellen herum und sind bereits
lichtmikroskopisch zu erkennen. Unmittelbar unter &ellikula befinden sich Zisternen des
Endoplasmatischen Retikulums, Schleimkdrper und amaal auch als Mucocysten
bezeichnete Extrusomen @hoT 1963). Die Schleimkorper sezernieren extrazekular
Mucopolysaccharide, die u.a. auch an der Bildungsthren, die Zellen umgebenden Loricae
bei den Gattungehrachelomonas und Srombomonas beteiligt sind.
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Am vorderen Ende weisen die Zellen eine Invagimatder
Pellikula auf (Abb. 1.3), die Uber ddéfanal in dasReservoir
fuhrt. An dieser Stelle geht die charakteristisdPellikula-
Struktur der Plasmamembran in eine glatte Membrhar.l
Perlschnurartig darunter liegen Mikrotubuli. Die S@e/oir-
Membran ist der bevorzugte Ort der Pinocytose, aleo
osmotrophen Erndhrung. Vermutlich sind zu dieset der
Stoffaufnahme alle Euglenida befahigt, also auche
photo.trophen und phag(?trophen Spe2|e§ zusétzllchhmr Abb. 13 Rasterelektronen.
sonstigen Ernahrungsweise. Auferdem dient die (A80m@- mikroskopische Aufnahme der
membran im Bereich des Reservoirs zusammen mit dé&poberflache von Euglena

. A .. .. . gracilis. F dorsales Flagellum,
intrazellulér in der Nahe lokalisiertepulsierenden Vakuolen | |yagination der Peliikula,
der Osmoregulation. P Pellikula.

Die phagotrophen Arten des Taxons Euglenida besizze Aufnahme partikularer Nahrung
Ingestionsapparate (Cytostome), die sich seitlich neben der Reseramal-Struktur nach
aul3en 6ffnen. Man kennt vier verschiedene Typeruntgrschiedlich komplexem Aufbau: Ein
Typ I-Cytostom wie beispielsweise fegtalomonas cantuscygni besteht aus einer Mikrotubuli-
verstarkten cytoplasmatischen Tasche. Typ ll-Ingesapparate werden zusatzlich noch von
zwei Staben (,rods®) und einigen Fligeln (,vanesiterstitzt und sind bisher nur in der
GattungPloeotia gefunden worden. Ein Typ llI-Cytostom kommt zumidpéel beiPeranema
trichophorum vor und ist mit zwei mikrotubuléren Staben undrvidigeln ausgestattet.
Ausschliellich in der Spezié&ntosiphon sulcatum findet sich der komplexe Siphon-artige Typ
IV-Ingestionsapparat mit drei mikrotubularen Stabed vier Windmuhlen-artigen Fliigeln um
das Cytostom (RIEMER & FARMER 1991). Die Komplexitat der Ingestionsapparate édaart
aber nicht unbedingt mit der Art der aufgenommemdgthrung, da beispielsweise die
urspringlich als bakteriotroph geltende Gattumjoeotia (Typ [I-Cytostom) unter
Kulturbedingungen Hefezellen aufnehmen konnte. MEmitosiphon sulcatum mit dem
komplizierten Typ IV-Ingestionsapparat wurde dagedaisher nur die Aufnahme von
Bakterien beobachtet RIEMER & FARMER 1991, UNTON & TRIEMER 1999).

An der Basis des Reservoirs entspringen @e&fl3eln die Gber zwei Basalkérper und drei
asymmetrische, mikrotubuléare Geil3elwurzeln in delteZzverankert sind fRMER & TRIEMER
1988). Urspriunglich weisen die Euglenida zwei Hiageauf, die mitMastigonemata (feine
Haare aus nicht-tubularen Glycoproteinen) versesiad (DEFLANDRE 1934, Bouck et al.
1978). Wahrend die dorsale Geil3el aulRerEagjlena mutabilis immer aus dem Reservoir /
Kanal-Komplex herausragt (Abb. 1.3), ist die veleti@eilRel haufig stark verkirzt oder wie im
Falle vonPetalomonas cantuscygni vollstandig reduziert (&N & PENNICK 1986). Die jeweils
emergenten Geil3eln weisen mit d&araxonemalstab(PAR, engl._araxonemal_od), einer
parallel zum Axonem verlaufenden proteinogenen Kairy ein Merkmal auf, welches die
Euglenida in dieser Komplexitat nur mit den Kindagpida (Kapitel 1.2) gemeinsam haben und
dessen Funktion bis heute nicht geklart werden toWALNE & DAWSON 1993, TALKE
2000). Wahrend die Protein-Struktur des PAR indigsalen Geil3el im Langsschnitt gitterartig
ist, weist das ventrale Flagellum - wenn es emdrig¢n einen plattenartig strukturierten PAR
auf.
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Noch innerhalb des Reservoirs gelegen, befinddt biei den phototrophen und einigen
sekundar osmotrophen Arten innerhalb der emergen@&eil3el der parakristalline
Paraxonemalkoérper (PAB, engl. i TR T

paraonemal _lody). Zusammen & s
mit dem extraplastidarerstigma
(dem Augenfleck), das aus §
membranumschlossenen Lipiden |
Flavinen und Carotinoiden besteht
und in der Nahe der Reservoir-
Membran lokalisiert ist, dient der
PAB der Lichtperzeption.

Die Geil3eln werden verdoppelt,##an,,.
bevor die Zellteilung durch 5 '
Einschnirung vom  Reservoir &

beginnend in Langsrichtung der SRR St -
Abb. 1.4  Elektronenmikroskopische  Aufnahme  eines
Zellen erfolgt. Der gro3&ellkern Ultradiinnschnittes durch eine phototrophe Zelle \Euglena
mit seinem auffalligerNukleolus gracilis. C Chloroplast, Ch ChromosomenD Dictyosom, F1
: dorsale GeiRel mit PARF2 ventrale GeilelK Zellkern mit
(Apb' 1.4) V\_/andert dét_)el VON L ondensierten ChromosomeM, Mitochondrium,N Nukleolus,P
seiner posterioren Position zumpellikula, Pa Paramylon-GranulumPy Pyrenoid mit Paramylon-

Vorderende der Zelle und strecktappe.R Reservoir.

sich dann hantelférmig quer zur Langsachse. WahaderdgeschlosseneMlitose, die der
ausschlief3lich vegetativen Vermehrung der Euglemamausgeht, bleiben sowohl die
Kernhtlle als auch der Nukleolus unfragmentiertatiedm. Die Chromosomen liegen auch in
der Interphase in kondensiertem Zustand vae(@aLE 1967), wie man auf der elektronen-
mikroskopischen Aufnahme eines Zellquerschnitts foglena gracilis gut erkennen kann
(Abb. 1.4). Die Anzahl der Chromosomen Beiglena gracilis betragt 45 bzw. mindestens 42
(LEEDALE 1958a, bPooljeset al. 2000).

N

Auch bei derOrganisation der genetischen Informationenweisen die Euglenida im
Vergleich zu anderen Eukaryoten manche Besonderhaiif, von denen im Folgenden einige
kurz dargestellt werden sollen:

- Die Gene fur die ribosomale RNA sind Iiiglena gracilis nicht chromosomal kodiert,
sondern liegen innerhalb des Nukleolus als zirlylaextrachromosomale DNA vor
(GREENWOODET al. 2001).

- Die seltene Base J (beta-D-glucosyl-hydroxymeitadil) ist zu 0.2 mol % Bestandteil
der Euglena gracilisDNA und ist auf3er in den Euglenida bisher nuren &inetoplastida und
den Diplonemida nachgewiesen wordemm@Eeset al. 2000).

- Neben den konventionellen spleiRBosomalen Int(@EAG-Introngrenzen mit typisch
eukaryotischencis-Spleimechanismus) sind in kernkodierten Genendeei phototrophen
Euglena gracilis auch untypische Introngrenzen mit unbekanntem i®giegang gefunden
worden. Das Plastidengenom viaaglena gracilis enthélt ebenfalls ungewdhnliche Gruppe IlI-
Introns und sogenannte Twintronsefize et al. 1995, RECKENRIDGE et al. 1999, BEL et al.
1999).
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- In fast allen bisher daraufhin untersuchten Eugl® wurden charakteristische,
zusammen mit der 5S rRNA kodierte ,spliced leadegfuenzen gefunden, die bei der
Prozessierung der kernkodierten prd&-mRNA in einenpleiosomalen trans
SpleiBmechanismus an das 5'-Ende der mRNA angeténdéen (EssiEret al. 1991, BEL et
al. 1999, RANTZ et al. 2000).

Die Mitochondrien der Euglenida durchziehen entweder '
singulares, netzférmiges Chondriom die ganze Zeler
liegen in Form von zahlreichen distinkten, langlitis
eiférmigen Organellen vor. Ein weiteres Charaktidusn =
der Euglenida sind die scheibenférmigen, an deris
eingeschnirten Cristae (Abb. 1.5AWE & Kivic 1990). Di
Chloroplasten der phototrophen eugleniden Flagellat,
enthalten ebenso wie die der Viridiplantae die Qisr;a'lthese- :
Pigmente Chlorophyll a und b. Anzahl, Form und Gro@r

ER Mt P

Abb. 1.5 Elektronenm|kroskop|scl
Chloroplasten sind artspezifisch, wobei die DiM@tsvon ayufahme eines Ultradiinnschnit

wenigen groRen bandférmigen PlastidenBgieptia bis hin durch ein Mitochondrium  von
Euglena gracilis. Ch ChloroplastER
zu zahlreichen linsenformigen Organellen bei  eimigg, oplasmatisches  RetikulumMi

Euglena-Spezies reichtEuglena gracilis besitzt 6 bis 12 derMitochondrium mit eingeschnurt

istae (Pfeilspitze)Mt Mikrotubuli,

semiautonomen Organellen, die unter heterotropﬁ likula

Bedingungen zu Proplastiden reduziert werden konnen
(LEEDALE 1967). Bei einigen Arten finden sich in den ChfgestenPyrenoide also distinkte
Orte der Kohlenstoff-Fixierung durch die Ribulos&-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(RubisCO, Kss et al. 1986). Im Unterschied zu den aus einer gmém Endocytobiose
stammenden Chloroplasten der Grinalgen mit doppeiidmembran, sind die Plastiden der
Euglenida von drei Hillmembranen umgeben (Abb.. JEGEB(Iaren lasst sich dieses Merkmal
durch eine sekundare Endocytobiose, bei der eir
phagotrophe Zelle keine Cyanobakterium-ahnlicheleZe
sondern eine eukaryotische, bereits plastidenleal#dglle
bzw. dessen Chloroplast aufgenommen haBE& 1978,
GiBBs 1990). Fur die Hypothese der phagocytotiscl;
Aufnahme einer kompletten Zelle muss die Reduké&orer
der vier Hillmembranen, die bei der Etablierungeei o :
solchen Endocytobiose entstehen, angenommen wel- ‘1 f’
Postuliert man dagegen die Aufnahme eines Chlosr;tmiai _u_ »
durch das myzocytotische ,Aussaugen“ von Zellerg w$ Abb. 1.6 Elektronenmikroskopiscl
fir die phagotrophe Euglenid®eranema trichophorum QE:Qﬁhmeeme?]'ngsmoﬂtradunnscmn
plasten von
gezeigt werden konnte REEMER 1997, DELWICHE 1999), Euglena  gracilis ~ mit  dre
wirden direkt Plastiden mit drei Hillmembranen esfitsn. gg{?;%”;?{aﬁﬁﬁa(g%'ﬁg:ﬁsghen_
Anhand morphologischer Charakteristika und phyi-
genetischer Analysen von Plastiden-kodierten Gépsod, rbclL, 16S rRNA undufA) konnte
gezeigt werden, dass der Ursprung der euglenidéor@tiasten innerhalb der Chlorophyceae

liegt (MORDEN et al. 1992, BLwICHE 1999).

s L,
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Sowohl die phototrophen als auch die meisten hietgrieen eugleniden Flagellaten speichern
Kohlenhydrate in Form von Membran-umschlossenem@aaaus unverzweigtem beta-1,3-
Glucan. Das alParamylon (siehe Kapitel 1.4) bezeichnete Reservekohlentydrd auch bei
den phototrophen Arten extraplastidar im CytoplasieaZellen gebildet. Gestalt, Gr63e und
Anzahl der Paramylon-Granula sind bei den einzelgan sehr unterschiedlich ausgepragt,
aber nur eingeschrankt als artspezifisch zu bemeith da sie immer auch vom
Ernahrungszustand der Zellen abhangen.

Trotz der gro3en Vielfalt der eugleniden Flagelabasieren die meistdsiochemischen und
physiologischenErkenntnisse auf Untersuchungen der sowohl phagbtals auch heterotroph
lebendenEuglena gracilis, weil sie vergleichsweise einfach zu kultivieret und deshalb in
ausreichender Zellzahl zur Verfigung steht. EinedBéerheit im Hinblick auf die Paramylon-
Synthese und den Kohlenhydrat-Stoffwechsel soFotyenden erwahnt werden:

Wahrend beiEuglena gracilis unter aeroben Bedingungen das abgebaute Paramyion
Energiegewinnung die klassischen cytoplasmatisahreh mitochondrialen Stoffwechselwege
(Glycolyse, Oxidative Decarboxylierung, einen malgrten Citratzyklus und die Oxidative
Phosphorylierung) durchlauft, wird unter anaerobBedingungen die ungewdhnliche
Wachsester-Fermentation angewendeti(et al. 1992). Auf diese Weise kann der Organismus
aus dem Paramylon-Abbau auch ohne Sauerstoff ATWingen. Die im Cytoplasma
gelagerten Wachsester kdnnen bei einsetzendeneseBsgingungen ohne Netto-Verluste der
Oxidativen Phosphorylierung zugefuhrt werden. Sstgilenzym fiur beide Wege ist die
Pyruvat:NADP Oxidoreduktase (PNO), ein einzigartiges mitochaids Enzym, welches die
Eigenschaften des klassischen mitochondrialen RyiDehydrogenase-Komplexes (PDH,
aerob) mit denen der cytoplasmatischen oder hydaggnalen Pyruvat:Ferredoxin
Oxidoreduktase (PFO, anaerob) kombiniev(iRe et al. 2001).

1.2 PHYLOGENETISCHE SYSTEMATIK DER EUGLENIDA

Die phylogenetische Einordnung der etwa 1000 beeanaugleniden Spezies (micro*scope,
http://www.mbl.edu/microscope) sowie auch die Systek innerhalb der Gruppe war
aufgrund der unterschiedlichen Erndhrungsformenldiige Zeit umstritten und ist bis heute
nicht umfassend geklart. So werden die Flagellalem einen als Euglenophyceae
(Chlorophyta) oder Euglenophyta zu den Algen gez&hN DEN HOEK et al. 1993, 8TE et al.
2002) und zum anderen als Euglenida zu den Pratozies tierischen Einzellern (™MNER &
GEHRING 1990). Es existieren damit sowohl botanische (ndam ICBN, dem International
Code of Botanical Nomenclature) als auch zoologis8bzeichnungen (nach dem ICZN, dem
International Code of Zoological Nomenclature) filas ambiregnale Taxon der Euglenida.
Inzwischen gilt es als erwiesen, dass die euglenkdagellaten urspringlich eine heterotrophe
Protistengruppe darstellen AI?SON & WALNE 1994, REISFELD et al 2000, 2001, HANDER et

al. 2001, Bisse et al 2003), aus der die phototrophen Spezieshddre Etablierung von
Plastiden Uber eine sekundare Endocytobiose hergargen sind (B8s 1978, LEEDALE
1978). Aus diesem Grund werden fiur diese Arbeitzdielogischen Bezeichnungen der Taxa
verwendet.
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Aufgrund gemeinsamer morphologischer und molekuldierkmale konnten als nachste
Verwandte der Euglenida die Kinetoplastida idendit werden, zu denen die parasitischen
Trypanosomatiden und die frei- oder parasitiscletelen Bodoniden gehérenitfc & WALNE
1984). Die Euglenida werden zur Zeit zusammen rait &inetoplastida, den Diplonemida
(inklusive der Gattundgrhynchopus, Busse& PREISFELD 2002a) und der isoliert stehenden Art
Postgaardi mariagerensis als monophyletisches Taxduglenozoagefiihrt (QAVALIER -SMITH
1981, 1993, ™PsSON 1997). Wichtige gemeinsame Merkmale sind die loaterphen
Paraxonemalstabe WMNE & DAawsoN 1993), die ungewohnliche Base J als Bestandteil de
DNA (DoolJeset al. 2000) und der Mechanismus tless-SpleiRens (1PSON 1997, TESSIER

et al. 1991, RANTz et al. 2000). Innerhalb der Euglenozoa lassenrsialekular bisher nur die
Kinetoplastida und die Diplonemida als monophytates Taxa darstellen, eine Monophylie der
Euglenida konnte mit molekularen Markern bis henieht gezeigt werden (Abb. 1.7,
PREISFELD et al. 2001, BSSE & PREISFELD 2002a, b, 2003a, 2003buBske et al. 2003). Das
morphologische Merkmal der Pellikula gilt daher aiszige gut begrindbare Autapomorphie
der Euglenida (Abb. 1.7, ARSEN & PATTERSON 1990, $vPSON et al. 1997, EANDER &
FARMER 2000,Bussket al.2003).

Auch die Frage nach den nachsten Verwandten ddelagpa ist bis jetzt unbeantwortet. Die
in SSU rDNA-Stammbaumen gefundene Position derdfingloa an der Basis der Eukaryoten
zusammen mit den amitochondrialen Protisten koanofedie erhdhten Substitutionsraten der
Sequenzen bei den analysierten Taxa zuriickgeflbrtem (RiLIPPE & ADOUTTE 1998,
STILLER & HALL 1999, Busse 2003). Aufgrund morphologischer Merkmale kommese di
Heterolobosea als nachste Verwandte in Frage,engml die Euglenozoa die scheibenférmigen
Cristae in den Mitochondrien, die geschlossene $ditaund die intranukledre Spindel
gemeinsam haben (Discicristata). Zu diesem Ergekmimsmt auch eine auf verschiedenen
Protein-kodierenden Genen basierende phylogenetigatalyse, wenngleich die Position
innerhalb der Eukaryoten weiterhin umstritten déBnLDAUF et al. 2000).

Die bis vor kurzem noch in ihren Grundzigen gultgyesstematik innerhalb der Euglenida
nach LEeDALE (1967) basiert Uberwiegend auf den Kriterien BBgking und
Ernahrungsmodus. In Tabelle 1.1 sind die sechsrombeungen mit ihren charakteristischen
Gattungen dargestellt: Die phototrophen und dieatssphen Euglenida wurden aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl der emergenten Gei3eln wem Vorhandensein eines
photosensorischen Apparates jeweils in verschiedénerordnungen sortiertE(iglenina,
Eutreptiina und Rhabdomonading. Die phagotrophen Spezies wurden aufgrund von
einfachen oder komplexen Ingestionsapparaten in Qvanungen $phenomonadinaund
Heteronemating unterteilt. Zu denEuglenamorphina zahlen zwei Gattungen, deren
Gemeinsamkeit das Vorhandensein von drei oder @eifseln ist, sowie eine moglicherweise
endozoisch-parasitische Lebensweise in KaulguafreompPT & LAVIER 1924).
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Hg;ilF;ORDNUNGEN M ERKMALE GATTUNGEN
Phototrophie & Osmotrophie Ascoglena, Astasia, Colacium,
Nur dorsale Geil3el emergent, Stigma & PABCyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis,
EUGLENINA Zellen metabol bis rigide, teilweise mit Loricadlyalophacus, Khawkinea,
Paramylon vorhanden, oft sehr zahlreich undKlebsiella, Lepocinclis, Phacus,
charakteristisch fur die Art Trachelomonas, Strombomonas
Phototrophie & Osmotrophie . :
EUTREPTIINA Beide GeilReln emergent, Zellen metabol Egsttr_eptm, g_l;t_repnellg,
Paramylon vorhanden 1Stigma, DISIgMOpSIS
Osmotrophie Gyropaigne, Menoidium,
RHABDOMONADINA Nur dorsale GeilRel emergent, Zellen rigide Parmidium, Rhabdomonas,
Paramylon vorhanden Rhabdospira

Phagotrophie
Ingestionsapparat nicht deutlich sichtbar Anisonema, Atraktomonas,
Dorsale Geil3el emergent, ventrale (wenn  Calycimonas, Notosolenus,

SPHENOMONADINA

vorhanden) emergent Petalomonas, Sphenomonas,
Zellen rigide mit ausgepragten Kielen Tropidoscyphus

Paramylon teilweise vorhanden

Phagotrophie

Ingestionsapparat deutlich sichtbar

Dorsale Geil3el emergent, ventrale (wenn  Dinema, Entosiphon, Heteronema,

vorhanden) emergent Peranema, Peranemopsis, Urceolus

Zellen eher metaboEftosiphon rigide)

Paramylon teilweise vorhanden

Phototrophie & Osmotrophie

EUGLENAMORPHINA  mindestens drei GeiReln, Endoparasiten Euglenamorpha, Hegneria
Paramylon nur in Euglenamorpha

HETERONEMATINA

Tab. 1.1 Systematik der Euglenida nackHDALE (1967). Die Bezeichnungen der Unterordnungen gigohach
dem International Code of Zoological Nomenclatu@Z(N ). PAB Paraxonemalkorper. Die Erndahrungsweisen der
Gattungen sind durch folgenden Farbcode gekenmzeticRhototrophie, Osmotrophie, Phagotrophie Das
Vorkommen vonParamylon nach LEEDALE 1967 ist der Tabelle hinzugefiigt, unterstricherét@gen besitzen
nach LEEDALE 1967 vermutlich keifParamylon (siehe auch Kapitel 1.4 und Tabelle. 1.2)

Die Taxonomie von EEDALE weist allerdings einige Unstimmigkeiten auf, sodage mit
zunehmenden Kenntnissen Uber die Ultrastruktur Eeglenida und vor allem seit dem
Einbezug der molekularen Phylogenie immer wiederédweéerungen unterworfen wurde
(FARMER 1988, D\wsON & WALNE 1994, REISFELD et al. 2001, BsSSe& PrEISFELD 20034,
Bussk et al. 2003, MRIN et al. 2003). Aufgrund aktueller Analysen lasséch an der
Stammesgeschichte der Euglenida folgende Entwigklimen erkennen (Abb. 1.7):

An der bisher noch unaufgeldsten Basis des Stammémaller Euglenida stehen phagotrophe
Gattungen wie Entosiphon, Ploeotia, Notosolenus und Petalomonas, die bisher zwei
verschiedenen Unterordnungen (Sphenomonadina untkrddematina) angehdrten. Sie
besitzen eine rigide Pellikula mit wenigen longihalen Streifen und sind mit ihren sehr
unterschiedlich gestalteten IngestionsapparaterAatmahme von partikularer Nahrung in der
Lage (LEANDER et al. 2001, Bsse 2003). Uber die Fahigkeit zur Paramylon-Synthese
existieren bei den GattungeBntosiphon, Ploeotia, Notosolenus und Petalomonas sehr
widerspruchliche Angaben (MER-PESTALOZZI 1955, LEEDALE 1967,FARMER 1988, LEANDER

et al. 2001, siehe auch Kapitel 1.4 und Tabelle). 1Ale anderen bisher untersuchten
Eugleniden zeigen sich in den Analysen (Abb. 1I§) Monophylum, an dessen Basis sich
weitere phagotrophe Spezies der Gattur@enanema, Dinema und Anisonema finden. Deren
Grundmustervertreter besald vermutlich eine flexibdlikula mit vielen helikal angeordneten
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Streifen und einen Ingestionsapparat aus zwei mikrdéaren Staben und vier SegeluéBeet

al. 2003). AuRerdem kommen bei allen bisher untétgun Vertretern dieser Gattungen sowie
in allen davon abgeleiteten Spezies charaktersti$®olysaccharid-Granula (Paramylon) vor.
Die sehr einheitlich gebauten Ingestionsapparagsedi Arten beféhigen sie sowohl zur
Myzocytose (dem ,Aussaugen” von Zellen) als auahAafnahme ganzer Zellen €ANDER et

al. 2001). Damit sind die Vorfahren dieser phagatten Arten die geeigneten Organismen flr
das Ereignis der sekundaren Endocytobiose, dieEtailierung der Chloroplasten mit drei
Hullmembranen fuhrte. Dass diese Endocytobioserivatie der Euglenida ein einmaliges
Ereignis gewesen ist, wird durch die Monophylie drototrophen (inklusive der beiden
GattungerEutreptia und Eutreptiella aus der Unterordnung Eutreptiin&dDALE) gemeinsam
mit den durch Plastidenreduktion sekundar osmotop8pezies sichtbar (Abb. 1.7)86s
1978,MARIN et al.2003). Durch die Einrichtung der neuen Klagsglenea(Abb. 1.7), die aus
den Unterordnungen Euglenina und Eutreptiisengu Busse & PREISFELD 2003a) besteht,
werden nun alle phototrophen und sekundar osmatrofituglenida in einem Taxon vereint
(BUSSE& PREISFELD2003a).

‘
) Euglenea
Phototrophe und se!<undar Euglenina
osmotropheEuglenida Eutreoi
Paramylon ) Hireptina
\ Peranema trichophorum

~ Dinema sulcatum

: _: Anisonema acinus

H Peranema sp.

: Distigma proteus 3

P Digtigma curvatum Gruppe

Euglenida \ : Astasia curvata Aphagea
Pellikula . Astasia sp. i
. Astasia torta Rhgbdomonadlna

1 Distigma

: Rhabdomonadina Astasia
Euglenozoa ) /
PAR \ : — Entosiphon sulcatum
Base J ;_:Notosolenus ostium
trans-SpleiRen . Petalomonas cantuscygni

: Ploeotia costata

4 Diplonemida
Kinetoplastida
Aul3engruppe

Abb. 1.7 Hypothese =zur Stammesgeschichte der Euglenidadndert nach Bsse et al. 2003
Halbschematischer Neighbor Joining Stammbaum anhemmd SSU rDNAPaten. Die gestrichelte Lin
idealisiert die Monophylie der Euglenida. Die Erniifgsweisen der Gattungen sind durch folgendencedd
gekennzeichnePhototrophie, Sekundare Osmotrophig Primare Osmotrophie, Phagotrophie
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Sowohl die primare und sekundare Osmotrophie ath alie Phototrophie sind demnach
abgeleitete Zustande in den Entwicklungslinien Eleglenida. Ebenso wie die griinen Spezies
erweisen sich auch die primér osmotrophen Artemalsophyletisch und wurden daraufhin in
einer neuen Unterklasggphageavereint (Abb. 1.7, BSseE& PREISFELD2003a). Die Gattung
Astasia erweist sich dabei eindeutig als paraphyletisondass die erwiesenermal3en sekundar
osmotropheAstasia longa (GockeL & HACHTEL 2000) in Euglena longa umbenannt wurde
(Busse & PrEISFELD 2003a,MARIN et al. 2003), wahrend die anderen bisher untetsoch
Astasien zu den Aphagea gehoren. Weitere taxonbmis@randerungen aufgrund aktueller
SSU rDNA-Daten betreffen vor allem Gattungen unteArim Monophylum der phototrophen
und sekundar osmotrophen Euglenida (Details #riM et al. 2003, siehe auch Tabelle 1.2).

Wichtig fur diese Arbeit zur Paramylon-Synthase &uglena gracilis ist die Beobachtung,
dass das Vorkommen von Paramylon-Granula fur disalba phagotrophen Gattungen
Entosiphon, Ploeotia, Notosolenus und Petalomonas bisher nicht eindeutig belegt wurde, so
dass es sich bei diesem Merkmal offensichtlich tnich eine Autapomorphie der Euglenida
handelt (Abb. 1.7, siehe auch Kapitel 1.4 und TiaekkPR).

1.3 VORKOMMEN UND SYNTHESE VON POLYSACCHARIDEN IN PROKARYOTEN UND
EUKARYOTEN

Kohlenhydrate sind ubiquitar vorkommende Biomolekiuund stellen die haufigsten
organischen Verbindungen auf der Erde dar. Sie evexsbn photo(auto)trophen Organismen
durch Photosynthese gebildet (weltweit im Mal3stab mehr als 180 Billionen Tonnen pro
Jahr) und dienen heterotrophen Lebewesen als Erengil Kohlenstoffquelle.

Grundeinheiten der Kohlenhydrate sind Monosacckavide Galactose, Glucose, Fructose,
Ribose und Xylose, die enzymatisch in einer Kondgossreaktion Ubef-glycosidische
Bindungen zu Oligosacchariden (zwei bis zehn Moodsaride) und Polysacchariden
verknupft werden kénnen. Ub&-glycosidische Bindungen kénnen Kohlenhydrate amnih
dem Stickstoffatom eines Amins verknipft werden,dsgs es zur Bildung von Nukleosid-
Phosphaten wie z.RJIDP-Glucose(Abb. 1.8) und anderen Glycokonjugaten kommen kdan
nach Orientierung der Hydroxy-Gruppe am asymmétescCl-Atom des Monosaccharids
kennt man die alpha- und die beta-Konfiguratioe, alich bei der glycosidischen Bindung fur
die Eigenschaften des Kohlenhydrats eine entsche&®&olle spielt: alpha-Bindungen fuhren
zu helikalen, beta-Bindungen dagegen zu linearelysRochariden. Durch glycosidische
Bindungen zwischen dem C1-Atom des einen Monomars dem C1- bzw. C2-Atom des
anderen Monomers geht das reduzierende Ende ewmiderifydrates verloren. Im Gegensatz
zu Proteinen und Polynukleotiden kann es bei Kdhdmten auch zu Verzweigungen
innerhalb eines Molekils kommen, wenn mehr alsgiycosidischer Bindungstyp vorliegt.
Dabei nimmt die Loslichkeit der Polymere in Wasseler anderen Losungsmitteln mit
zunehmendem Polymerisationsgrad abR@et al. 2003).

10
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Aufgrund der zahlreichen freien und reaktionsfahigseydroxy-Gruppen der Monosaccharide
sind unzahlige Bindungsvariationen, Verzweigungen Werivatisierungen mit Molekdlen
anderer Stoffklassen mdglich. Dementsprechendrassd Kohlenhydrate auch in vielfaltigen
funktionellen Zusammenhangen finden: Ribose undokgfose sind als Komponenten der
Nukleosid-Phosphate nicht nur Bestandteile der midgotide DNA und RNA sondern auch
des physiologisch essentiellen Energietragers A&iifem phosphorylierten Zuckerderivat. Das
in der Natur am haufigsten vorkommende Monosacdh&iucose ist - meist in seiner
phosphorylierten oder durch Nukleosid-Phosphateviakien Form (Abb. 1.8) - ein zentrales
Molekdl in vielen assimilatorischen und dissimildéchen Stoffwechselwegen, die nicht nur
den Energiehaushalt der Zellen betreffen, sondecoh aie o (N0
o]
Synthese von Biomolekilen anderer Stoffklassen. deif | o—%—o—%—o”‘y_ﬁ ™
extraplasmatischen Seite der Cytoplasmamembranah ’O\ij ° o o °
Kohlenhydrate in Form von Glycokonjugaten (Glycag
und Glycoproteine) die Grundlage fir Zelladhasiod éell- '(A\Ubrti)(.jin-S‘-dilbﬁosphatUgll::c(:i)llsjg)o,szm
Zell-Kommunikation sowie als Antikdrper (Immun haufig verwendetes Substrat fir die
globuline) Teil der Immunabwehr. Polysaccharid-Synthese

‘«wo

s}

Allgemein erfolgt die Synthese von Sacchariden durch Bindungstyp-spezifische
Glycosyltransferasen(EC 2.4.-.-), die in Anwesenheit von divalententdl@nen aktivierte
Monosaccharide mit einer Glycankette oder eineneardAkzeptormolekil verkniipfen. Man
unterscheidet einen inversen Katalysemechanismeis,dbm ein alpha-Nukleosid fiur die
Synthese einer beta-Bindung unter Umkehrung demarnen Konformation verwendet wird
von dem Retentionsmechanismus, bei dem ohne Koatansanderung eine alpha-Bindung
entsteht (8xeNA et al. 1995). Fur den enzymatisch&bbau von Saccharidenunterscheidet
man Endohydrolasen, welche die glycosidischen Bigda innerhalb des Molekiils
hydrolysieren und Exohydrolasen, die jeweils vomhtreduzierenden Ende der Glycankette
Disaccharide abspalten.

Quantitativ die gro3te Rolle unter den Kohlenhyelnaspielen diePolysaccharide die als
intrazellulare Reservekohlenhydrate, als Zellwanénm oder als extrazellulare Matrices mit
den unterschiedlichsten Funktionen synthetisiertrde®. Im Folgenden sollen fir die
wichtigsten und haufigsten Polysaccharide in deluNeinige Beispiele gezeigt werden. Dabei
sollen im Hinblick auf das lineare beta-1,3-Gludzeramylon, dem Reservekohlenhydrat der
Euglenida, Uberwiegen@lucane betrachtet werden, also Homopolysaccharide ausdSéi
Monomeren mit ihren unterschiedlichen Bindungstypen

11
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Das intrazellulare Reservepolysacchai@tarke setzt sich aus alpha-Amylose, einem
unverzweigten helikalealpha-1,4-Glucan (Abb. 1.9) und zu 70 bis 90 % aus Amylopektin
(Abb. 1.10), einem verzweigten helikalen alpha-GJdean zusammen und wird von den
Viridiplantae innerhalb der Chloroplasten bzw. inpefghergeweben innerhalb der
Amyloplasten in Form von Granula gespeichert. Wiatirdie wasserlésliche Amylose aus ca.
1000 Glucose-Monomeren besteht und fir den charstksehen Stéarke-Nachweis durch Jod-
Farbung verantwortlich ist, kann das wasserunlbslidmylopektin aus durchschnittlich

10 000 bis 100 000 Glucosemolekilen mit einer Larage200 bis 400 nm bestehen, wobei die
kurzen Einzelstrdnge nur etwa 20 Glucose-Monomendassen konnen. Die Gesamtlange

resultiert aus  zahlreichen  alpha-1, CHaOH CHOH CHyoH CHOH

R . . H o H H o H H 0o H H o H
glycosidischen Verzweigungen, durch die d KOH W @‘_@@ J@
kurzen unverzweigten Glucan-Ketten mit dg L, L, LA P A e
vielfach verzweigten Hauptstrange

Abb. 1.9 Ausschnitt aus einemylose-Molekil mit
verbunden werden. alphé1,4-glycosidischen Bindunge

Die Starke-Granula in den Chloroplasten setzen sals abwechselnd kristallinen
(Amylopektin) und amorphen (Amylose) radiaren Behen zusammen. Starke-Granula
enthalten meistens auch einen geringen Proteihardai die synthetisierenden Enzyme
teilweise von den wachsenden Polysaccharidkett¢eingebunden werden (TIN & SMITH
1995,PrEISS& SIVAK 1998). Das Substrat fiir die Starke-Synthese isedasgiereiche Zucker-
Nukleotid ADP-Glucose, welches von einer Granulbtgglenen oder l6slichen Synthase mit
dem nicht-reduzierenden Ende des wachsenden algiahicans verknipft wird. Die alpha-
1,6-glycosidischen Bindungen werden durch sogemaketrzweigungsenzyme eingefugt, die
einen alpha-1,4-Glucan-Strang herausschneiden uindem reduzierenden Ende tber das C6-
Atom wieder mit der Kette verbinden @ATIN & SMITH 1995).

Die Rhodophyta, deren Chloroplasten wie bei den @halorophyta aus einer priméren
Endocytobiose stammen, speichern ihre Amylopektimiéhe Florideenstéarke aul3erhalb der
Plastiden (Palmer 2003). Bei den Cryptomonaden,iltie Plastiden aus einer sekundéren

Endocytobiose mit Rotalgen erhalten haben, werden S -
Starke-Granula  zwischen den inneren und AuRe| Jlon iy don .
Membranen der Chloroplasten abgelagert, d.h. ino@gsma [* [~ [, 1, EHE

des Endocytobionten (MFADDEN et al. 1997). Obwohl es T AT
innerhalb der Dinoflagellaten mehrere unabhangegeisdare | "N N1
Endocytobiosen gegeben haben muss - und zwar sawushl oo O

den Chloro- als auch aus den RhodophyceaeEtWiHE Abb. 1.10 Ausschnitt aus einem

. . . » . alpha-1,6-glycosidisch verzweigten
1999), wird auch hier die Starke immer aufRerhalls alpha-1.4-Glucan (Amylopektin,
Chloroplasten abgelagert ¢¢eL & MEEUSE1968). Glycogen)

12
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Das ReservekohlenhydraGlycogen ebenfalls ein alpha-1,4-Glucan mit alpha-1,6-
glycosidischen Verzweigungen (Abb. 1.10) ist ba#r&n, Pilzen, Protozoa und Bakterien, aber
auch bei einigen Algen und Hoheren Pflanzen zueindie Molekile sind starker verzweigt
und mit kirzeren Seitenketten versehen als bei Aemylopektin der Starke. Glycogen ist
wasserloslich und kann aufgrund der zahlreichemtnreduzierenden Enden sehr schnell
hydrolysiert und verfigbar gemacht werden. Ebense bei der Starke sind auch beim
Glycogen die synthetisierende Enzyme mit den Pobfsariden assoziiert (MRECHAL &
GOLDEMBERG 1964, MARTIN & SMITH 1995).

Das wohl bekannteste und quantitativ haufigstew&alddpolysaccharid ist das unverzweigte
beta-1,4-Glucan CellulosgAbb. 1.11), das nicht nur bei Hoheren Pflanzeh §& 30 % der

Trockenmasse der Zellwand) und Algen, sondern 3 o ST

bei Pilzen,Dictyostelium discoideum und den Tunicatg. ™ OHZ o 10@0‘1 AN
(Manteltiere) vorkommt. Als Exopolysaccharid wij =N}~ =" L oo
Cellulose ebenfalls von einigen Proteobakter -

i i ionhi Abb. 1.11 Ausschnitt aus eine@ellulose
(Acetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Rhizobium) Molekil  mit  beta-1,4-glycosidischen

in das umgebende Medium ausgeschieden. Bindunger

Bis heute ist es nicht gelungen, das katalytischeyf® zu isolieren, obwohRcetobacter
xylinum seit den 50er Jahren der Modell-Organismus furGsiulose-Synthese-Forschung ist
und schon zahlreiche Untersuchungen zur Cellulgsgh®se vorliegen (ELMER 1999,
SAXENA & BROWN 2000, DoBLIN et al. 2002). Selbst aus den Samenfaden der Ballenwo
(Gossypium hirsutum), wo die Cellulose in nahezu reiner Form vorlidginnte das Enzym
noch nicht isoliert werden. Aus diesem Grund simg rdeisten Informationen, die man tber
Struktur und Funktion der Cellulose-Synthasen bgsitiberwiegend aus Sequenzdaten
abgeleitet.

Die Cellulose-Synthase-Multienzymkomplexe sind Bdgen und Acetobacter xylinum in
hochgeordneter linearer Anordnung und bei HohefeEam&en in hexagonalen Rosetten (> 500
kDa) in der Cytoplasmamembran am Ende der CelleNdigeofibrillen lokalisiert (terminal
complex, TC). Wahrend der Polymerisation der UDRBeGse (Abb. 1.8) an das beta-1,4-
Glucan im Cytoplasma wird die wachsende Fibrillectiudie Membran nach auf3en geschoben.
Ein Modell fur die Topologie eines Cellulose-Syrgb&Proteins ist in Abbildung 1.12
dargestellt. Nachdem irAcetobacter xylinum ein 83 kDa Protein als substratbindende
Untereinheit identifiziert und das zugehdrige GARQeSA) inklusive Operon isoliert werden
konnte (3XENA et al. 1990, WNG et al. 1990), fand man darin auch ein Gen, welclhedur

die Kristallisation der Fibrillen verantwortlichtigAxCeSD). Daraus wurde geschlossen, dass
die Polymerisation der Glucose-Monomere und diestidlisation mit sehr kurzem zeitlichem
Abstand stattfinden, wenn beide Enzyme in einemtikheym-Komplex lokalisiert sind. Ein
entsprechendes Gen konnte in den sequenziertem@ender Hoheren Pflanzen bisher nicht
identifiziert werden (BLMER 1999).
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Alle bisher in den verschiedenen Gle
. Gle
Organismengruppen gefundenen Cellu- Sl
. C

lose-Synthase-Sequenzen besitzen Glc

jedoch eine sehr &hnliche Domanen-
Struktur, acht transmembrane Helices
sowie ein hochkonserviertes
Aminosauren-Motiv (D, D, D und
QXXRW), welches far die
Substratbindung und die Katalyse
verantwortlich ist (Abb. 1.12,AENA &
BrRoOwN 1997, DELMER 1999). Fir die
Termination der Synthese, d.h. den

Flbrlllenabt?ruch ) kor?nten Ce”u_lase';&bb. 1.12 Hypothetisches Modellder Membrantopologi
verantwortlich sein, die entweder in deafiner Cellulose-Synthase (CesAProtein) in  de

Cytoplasmamembran oder bei Bakteriéﬂasmamembran von Hoheren Pflanzen naebtvBR (1999).
Acht transmembrane Helices formen eine Pore, ddiehdie

auch im periplasmatischen  RaumelluloseFibrille in die Zellwand sekretiert wird. D.
lokalisiert sein koénnen. katalytische Zemtm mit den drei konservierts

. . .. ... Asparaginsauren D)) sowie dem QXXRW -Motiv ist im
Die 3.5 nm dicken Elementarfibrillencytopiasma Iokalisiert. Die konserviertenCR-P) und

der Cellulose interagieren ubehypervariableniVR) Regionen sind Pflanzespezifisch un
zahireiche intra- und interfibrillare Van_kommen bei bakteriellen Cellulose-Synthasen nicoint v
der-Waals Kréfte sowie Wasserstofforiicken miteieandso dass ein auf3erordentlich
kristallines Material entsteht (8s et al. 1987, BLMER 1999). Gegenluber den langen
Cellulose-Fibrillen bei Algen (einige Ulvophyce&angiophyceae und Xanthophyceae) aus bis
zu 1000 Glucan-Molekulen bilden Hohere Pflanzentladukleinere Fibrillen aus etwa 36
primaren beta-1,4-Molekulen. Fir die hochgeordiseteichtung der Cellulose-Fibrillen in den
Zellwanden wird die Unterstiitzung eines mikrotubetéNetzwerkes vermutet, welches die
Synthase-Komplexe gleich durch die Membran leDetL(/ER 1999, DDBLIN et al. 2002).

Eines der gro3ten Probleme bei den Versuchen aliengng der Cellulose-Synthase bei
Hoheren Pflanzen bereitete die durch die mechaams&inwirkungen gleichzeitig aktivierte
Synthese vorCallose Dieses beta-1,6-glycosidisch verzweipeta-1,3-Glucan (Abb. 1.13)
wird von den pflanzlichen Zellen bei Verwundungendulnfektionen, aber auch zur
Auskleidung von Plasmodesmenkanélen und Siebzelevie bei der Primérwand-Bildung
verwendet. Ob es sich bei der Cellulose-Synthase¢ der Callose-Synthase um zwei
verschiedene Enzyme bzw. Enzym-Komplexe in der @gmamembran handelt, oder ob eine
Synthase in Abhangigkeit von den zellularen Bediggun aus UDP-Glucose (Abb. 1.8)
entweder den einen oder den anderen Bindungstygchem den Glucose-Monomeren
katalysieren kann, ist noch nicht abschlieRend aeklLetzteres wird u.a. durch einen
moglichen Regulationsmechanismus unterstiitzt, dglt aus der Mg-Abhangigkeit der
Cellulose-Synthase ergibt, wahrend die Callosetse C&-lonen benétigt (BLMER 1999).
Fur die erste Hypothese konnten die in HoherennPflia gefundenen Cellulose-Synthase-
ahnlichen Genec§l) einen Anhaltspunkt bieten. AuRerdem wurden GleSganthase-Gene in
der Baumwolle Gossypium hirsutum, cfl1) und inArabidopsis thaliana (calS) identifiziert, die
fur etwa 200 kDa groRe Proteine kodieren. DieseeGegisen Ahnlichkeiten zu den beta-1,3-

N\~ ---UDP-Gle
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Glucan-Synthase-Genen der Hefdksk, s.u.) auf, entsprechen aber nicht der Domé&nen-
Struktur der Cellulose-Synthase-Genai(€t al. 2001, I&NG et al. 2001a). Auf Proteinebene
werden die mit der Callose-Synthase-Aktivitdt kbemten Proteine in Photoaffinitats-
Markierungs-Experimenten mit 52 kDa l&ossypium hirsutum und mit 55 und 70 kDa bei der
Erbse Pisum sativum) angegeben (ELMER et al. 1991DHUGGA & RAY 1994). KUDLICKA &
BROWN (1997) konnten enzymatisch aktive Cellulose- utldSe-Synthase-Komplexe in der
nativen Gelelektrophorese unterscheiden. An demativen Gel synthetisierten Cellulose-
Fibrillen wurden rosettenformige Partikel, an derall&e-Fibrillen dagegen einzelne
Untereinheiten gefunden. Diese Beobachtung spebbnfalls eher fir die Existenz von zwei
unterschiedlichen Enzym-Komplexen. Neben dewivo-Lokalisation der Callose-Synthase-
Komplexe in der Plasmamembran wurde Hea mays auch eine in der Golgi-Membran
lokalisierte SynthaseZ(nCesA5) gezeigt, die sowohl (1,3)(1,4)-beta-D-Glucane algch
Callose synthetisiert (8eAuT & CARPITA 1993, [BLIN et al. 2002). Im ER-Golgi-
Membrankomplex findet zudem die Synthese der Zeltslatrix-Polysaccharide sowie das
Zusammenfugen der Synthase-Komplexe stattgHR & BROWN 1986, DDBLIN et al. 2002).

In den Zellwdnden von Hefepilzeisaccharomyces, Candida, Schizosaccharomyces) stellen
beta-1,3-Glucane (Abb. 1.13) mit einigen beta-1,6-glycosidischenndgingen eine der
Hauptkomponenten dar. DasYegast-Glucar® wird von einer in der Plasmamembran
lokalisierten Synthase aus dem Substrat UDP-Glugmdgldet. Das Enzym bendtigt im
Gegensatz zu den meisten Glucan-Synthasen weded-depundenes Intermediat noch
Metallionen fir die Katalyse und synthetisiert @ cytoplasmatischen Seite der Membran
relativ kurze Polysaccharide mit 60 bis 80 Monomegf®HEMATEK et al. 1980). Die beta-1,3-
Glucan-Synthase au$accharomyces cerevisiae ist ebenfalls Bestandteil eines groR3en
Multienzym-Komplexes. Die beiden homologen Gést undfks2 kodieren fur 215 kDa bzw.
217 kDa grolRe integrale Membranproteine, die auwigrinrer Membrantopologie geeignete
Kandidaten fur eine transmembrane Synthese vorwZetmaterial sind. Interessanterweise
wird das FKS2-Protein durch Calcium-lonen induziend &hnelt damit und mit den schon
erwahnten Sequenzibereinstimmungen den Callos&&yart aus Hoheren PflanzenAr

et al. 1995).

Neben der Cellulose synthetisieren einige alp
Proteobakterien wie z.BAgrobacterium sp. ebenfalls ein \‘oJ—o CHOH
linearesbeta-1,3-Glucan (Abb. 1.13). Das al€urdlan D NS 20
bezeichnete Polysaccharid wird wie die CellulosEarm WLy m Yl \
von feinen Fibrillen in das umgebende Medil ©
ausgeschieden. Das mutmaBliche Curdlan-Synthase-Gef}, 1 13ausschnitt aus einem

(crdS aus Agrobacterium sp. kodiert fir ein 59 kDa bet«1,2-Glucar

(540 aa) groRRes Protein mit vier transmembranercételdie flr eine mdogliche Verankerung in
der Cytoplasmamembran mit einer grof3en cytoplasetain Domane in der Mitte des Enzyms
sprechen. Interessanterweise weist die Sequenusinkl eines D,D,D QXXRW-Motives
hohere Ahnlichkeiten zu den Cellulose-Synthasenadsifzu beta-1,3-Glucan-Synthasen aus
Pilzen und Hoheren Pflanzen. Diese Beobachtunghdpfiir eine konvergente Evolution der
beta-1,3-Glucan-Synthasen aus Prokaryoten und fotiesr (SASINOPOULOSEt al. 1999).
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Die Cellulose-Synthasen (EC 2.4.1.12) sind zusammirden Chitin-Synthasen (EC 2.1.4.,
beta-1,4-N-Acetylglucosamin) und den bakterielleatabl,3-Glucan-Synthasen (z.B. der
Curdlan-Synthase) in déslycosyltransferase Familie2 zusammengefasst worden. Die beta-
1,3-Glucan-Synthasen (EC 2.4.1.34) der Pilze undierEn Pflanzen sind dagegen in der
Glycosyltransferase Familie 48u finden. Starke- und Glycogen-Synthasen (ECL24.und
EC 2.4.1.11) gehoren z@lycosyltransferase Familie YCOUTINHO & HENRISSAT1999).

Glycosyltransferasen bilden demnach eine groRe Gruppe von Enzymen mitr s
unterschiedlichen Aufgaben. Sie sind beteiligt aar dBiosynthese von Oligo- und
Polysacchariden mit Funktionen fir Struktur und dtes bis hin zu spezifischer Signal-
Exposition. Prinzipiell transferieren Glycosyltréermsen Zuckerreste von einem aktivierten
Donor, meist einem Nukleotidzucker, auf einen Akeepunterschiedlichster Auspragung:
Neben Lipiden, Nukleinsduren und Proteinen kdonnecha0ligo- oder Polysasccharide die
Akzeptoren sein. Die sehr diversen Glycosyltrarmsen werden in nur zwei strukturellen
Superfamilien zusammengefasst. Diese unterschesddm aufgrund ihrer Faltungsart, dem
aktiven Zentrum und den Reaktionsmechanismen uédeptieren somit zwei verschiedene
Losungsstrategien zum Transport von Glycosylregtém & WALKER 2002). Je nach dem
Zuckertyp, den sie Ubertragen, ihren Sequenzeipaftet sowie der Stereochemie von Donor
und Akzeptor teilt man sie weiterhin in verschiegldramilien ein. Galactose- oder Glucose-
Ubertragende Enzyme werden entsprechend als Gajactdozw. Glucosyltransferasen
bezeichnet (@vPBELL et al. 1997). Insgesamt ergeben sich somit 62 Iamider
.,Carbohydrate Active Enzymes", die auf dem CAZy\ger (http://afmb.cnrs-
mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html) gefihrt werdenKBTON et al. 2001, BETON et al. 2002, H

& WALKER 2002).

Zahlreiche Glycosyltransferasen sind in eukarybgsc Zellen in den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparatgeriert und synthetisieren in dessen
Lumen die Oligosaccharidanteile von GlycolipidenmotBoglycanen, Polysacchariden und
Glycoproteinen. Bis auf ein konserviertes DXD-Ansaaremotiv (Aspartat - beliebige
Aminoséure - Aspartat) fir die Bindung von divaEmtKationen wie C&, Mg®* und Mrf*
besitzen die zahlreichen, fir ihre unterschiedhchgubstrate hochspezifischen Glycosyl
transferasen nur wenig Sequenz-Ubereinstimmungen.gichen Glycosyltransferasen aus
verschiedenen Spezies finden sich dagegen durcBagsenz-Ahnlichkeiten @®LSON &
CoLLEY 1989, luBas et al.1997,BRETONet al.1998,BOEGGEMAN& QASBA 2002).

Diese Glycosyltransferasen gehdren zu den Typ dr$imembran-Proteinen mit einer kurzen
N-terminalen cytoplasmatischen Doméne, einer Transioman-Domane, einer Stammregion,
sowie einer relativ gro3en globularen katalytisclibmmane mit dem DXD-Motiv im nicht-
cytoplasmatischen Lumen gBTON et al. 2001).

16



EINLEITUNG

Uber die Enzyme der von einigen Algengruppen gekgid beta-1,6-glycosidisch verzweigten
beta-1,3-Glucane sind noch keine Sequenzdaten bgkale eine Einordnung in die
Glycosyltransferase-Familien ermoglichen. Die Reseolysaccharide der Heterokontophyta
(u.a. Phaeophyta, Diatomeen, Chrysophyta) werdenmasserloslicher Form in Vakuolen im
Cytoplasma gespeichert. Wéhrend damminarin neben den Glucose-Monomeren auch
Mannose-Monomere enthélt, ist d@drysolaminarin ein reines Homoglucan aus Glucose-
Molekulen (QRAIGIE 1974, SONE & CLARKE 1992). Chrysolaminarin wird auch alhrysose
(WALNE et al. 1986) odelceucosin (ARCHIBALD et al. 1963) bezeichnet. Fir Diatomeen konnte
gezeigt werden, dass die Biosynthese des Chrysodaims aus dem Substrat UDP-Glucose
durch eine nicht naher charakterisierte und lolalis beta-1,3-Glucan-Synthase erfolgt
(ROESSLER1987).

Die Chlorarachniophyta synthetisieren neben veestdnen Homo- und Heteroglucanen
ebenfalls ein wasserlosliches beta-1,3-Glucan aleseRekohlenhydrat, das in
membranumschlossenen Vakuolen im Cytoplasma unfighédls Kappen an den Pyrenoiden
vorliegt (MCFADDEN et al. 1997).

Paviova mesolychnon und P. lutheri (Haptophyta) schlie3lich speichern ebenso wie die
Euglenida ein lineares, wasserunlésliches unddthis¢sbeta-1,3-Glucan(Abb. 1.13) in Form
von zwei grol3en, durchscheinenden und wie bei degleBiden von einer Membran
umgebenen Granula. Aufgrund von ersten Analyseneschdas Reservekohlenhydrat von
Paviova identisch zu den immer extraplastiddaren Granula faoiglena gracilis zu sein
(KREGER& VAN DE VEER 1970). Weiterfihrende Untersuchungen %8s & TRIEMER (1988)
ergeben jedoch eine deutlich andere UltrastrukéuniPdviova-Granula, die aus 22 nm breiten
Streifen bzw. Schichten aufgebaut sind, eine germé(ristallinitéat aufweisen und sich auch im
Rontgenbeugungsbild von Paramylon-Granula unteidehdassen.

Die Bezeichnung?aramylon wird also weiterhin exklusiv fur das Reservekohlairat der
Euglenida verwendet. Uber dessen Eigenschaften dewl aktuellen Kenntnisstand der
Paramylon-Synthese soll im folgenden Kapitel baettverden.
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1.4 DAS RESERVEKOHLENHYDRAT PARAMYLON UND SEINE SYNTHESE

Das Vorkommen von reinem beta-1,3-Glucan in graeul&orm mit der Funktion einer
Energie- und Kohlenstoff-Reserve ist, wie im vogedrenden Kapitel gezeigt wurde, in der
Natur nicht weit verbreitet. Da mittlerweile einngichaftliches Interesse an der Gewinnung
nachwachsender Rohstoffe besteht und den betalligawi&n zahlreiche anwendungs-
orientierte Funktionen zugesprochen werden, sotliager Stelle ein kurzer Uberblick tiber die
Eigenschaften des Paramylon im Hinblick auf Verwendng und Wirkung gegeben werden.
Der schon bestehende wirtschaftliche Bedarf fua{igB-Glucane wird tUberwiegend durch
Hefe-Glucan ausSaccharomyces cerevisiae (beta-1,3/1,6-Glucan) gedeckt. Dort liegt das
Polysaccharid als Bestandteil der Zellwande vor isha@lemzufolge schwerer zu reinigen als
Paramylon.

- Es ist gezeigt worden, dass das Reservekohleatalrs Euglena gracilis einen
positiven Einfluss auf den Blutzuckerspiegel, disulin-Regulation und den Cholesterinspiegel
besitzt (BA\RSANTI et al. 2001).

- Uber eine Anregung der Makrophagen-Aktivitat AGEL 1987) konnten eine
Stimulierung des Immunsystems sowie hemmende Effakf das Wachstum einiger Tumore
bewirkt werden (QeseDAet al. 1976).

- Die sulfatisierten Derivate des Paramylons vedain die cytopathischen Effekte des
-human immunodeficiency virus® (HIV) und die Expstsn der HIV-Antigene in
menschlichen Blutzellen &zumi et al. 1993).

- Aus Paramylon hergestellte Matrices eignen slshTaager von Zellkulturen adhéarent
wachsender tierischer Zellen, da sie sich nicht wespielsweise Gelatine-Matrices im
Kulturmedium auflésen. Auch als Wundauflage, im Kesikbereich und in der Transplan-
tationsmedizin ist eine Verwendung von ParamylorirMes vorstellbar (BUMER 1998).

Neben den anwendungsorientierten Aspekten ist Bémanaber auch aus phylogenetischer
Sicht und im Hinblick auf seine in der Natur eiratigge Struktur interessant, zumal Uber die
Paramylon-Synthese bisher nicht viel bekannt ist.

DasVorkommen von Paramyloninnerhalb des monophyletischen Taxons Euglenoziead
Kapitel 1.2, Abb. 1.7) ist bis heute nicht absdbéird geklart. Bei den Kinetoplastida wurde
bisher kein granuldres Reservekohlenhydrat gefungmtmehr sind hier Lipidglobuli als
Speichersubstanzen bekanntdkERMAN 1990). Die diplonemide GatturiRhynchopus (BUSSE

& PREISFELD2002a) enthalt dagegen refraktile Granula, weldreHUBER-PESTALOZzzI (1955)
als Paramylon eingeordnet wurden. Ultrastruktur@Hieeiten an der marinen ARhynchopus
coscinodiscivorus ergaben jedoch, dass diese Einschlisse wederinenMembran umgeben
sind noch eine Paramylon-&hnliche Ultrastruktunesiden (SHNEPF 1994). Innerhalb der
Euglenida kommt Paramylon bei allgshototrophen und allen primér und sekundar
osmotrophen Spezies vor, auch wenn die Identitdt eines unveigten, wasserunldslichen
beta-1,3-Glucans nur fir einzelne Vertreter eini@attungen durch enzymatischen Abbau,
Rontgenbeugungsanalysen oder ultrastrukturelle rsitbungen gezeigt istEuglena
(GoTTLIEB 1850, BITSCHLI 1906, LEEDALE et al. 1965, MRCHESAULT & DESLANDES 1979,
Kisset al. 1987, 1988a, 1988b|d§ & TRIEMER 1988, BAUMER et al.2001),Eutreptia (Kiss et
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al. 1987),Trachelomonas (SINGH 1956), Phacus (LEEDALE et al. 1965)Astasia (KREGER &
MEEUSE 1952, LEEDALE et al. 1965) undhawkinea (NATH et al. 1960, EEDALE et al. 1965).
Bei denphagotrophen Spezies gilt der Besitz von Paramylon nurRaranema trichophorum

als erwiesen (RCHIBALD et al. 1963, WLLMER 2004). In aktuellen Arbeiten konnten auf3erdem
fur Entosiphon sulcatum eindeutige Hinweise auf membranumschlossene hat&llicane in
der Zelle gefunden werden, die Spezie®eotia costata und Petalomonas cantuscygni
enthalten dagegen kein Paramylono(MMER 2004). Dariiber hinausgehende Angaben flr
andere Arten beruhen Uberwiegend auf detaillieftelmtmikroskopischen Untersuchungen.
Diese werden durch die auffalligen LichtbrechunggeBschaften (Anisotropie) und die
charakteristischen Formen bzw. Anordnungen der @aarerleichtert, aber bei den
phagotrophen Spezies oft durch die Anwesenheit Nahrungsvakuolen erschwert. Es kann
also bis heute nur spekuliert werden, ob das Vatéasein von Paramylon phylogenetisch mit
der Fahigkeit zur phagotrophen Aufnahme von eukessioen Zellen bzw. zur Myzocytose
gekoppelt ist, wie es filPeranema gezeigt werden konnte RIEEMER 1997). Die Fahigkeit zur
Synthese des Reservekohlenhydrates ist offensichtiicht als eine Autapomorphie der
Euglenida zu bezeichnenARMER 1988, LEANDER et al. 2001, Bsseet al. 2003, vergleiche
auch Abb. 1.7). Tabelle 1.2 gibt eine Ubersicht dérbreitung von Paramylon im
Zusammenhang mit den jeweiligen Ernahrungsweiseidglenida:

VORKOMMEN VON PARAMYLON GATTUNGEN

Ascoglena, Colacium, Cryptoglena (emend.) Cyclidiopsis, Euglena

(emend., inklE. longa BasionymAstasia longa), Euglenopsis,
Paramylon-Granula Eutreptia, Eutreptiella (emend., inkl Tetreutreptia), Khawkinea,
vorhanden, oft sehr zahlreich Klebsiélla, Lepocinclis (emend.) Monomorphina (emend.) Phacus
und charakteristisch fiir die Art(emend., inklHyalophacus), Trachelomonas (emend.)

Strombomonas
(Angaben nach Astasia, Distigma, Distigmopsis, Gyropaigne, Menoidium,
HUBER-PESTALOZZI 1955, Parmidium, Parvonema (emend.) Rhabdomonas, Rhabdospira
LEEDALE 1967, RRMER 1988 und
LEANDER et al. 2001) E Dinema '® % * ‘2 eteronema @ 22 Jenningsia '@
E:M Peranema '® 2“2 Peranemopsis 2% Sphenomonas @ 2
E UI’CQO|US 1, 2, 3a, 4a
Paramylon-Granula Anisonema ' Atraktomonas %, Calycimonas?,
moglicherweise 8 Entosiphon 2% % %2|_entomonas *, Notosolenus *?: 2
nicht vorhanden bzw. 8 petalomonas ®® % % 4 Tropidoscyphus * 2
nicht geklart B ® ploeotia ¥ 374

Tab. 1.2 DasVorkommen von Paramylon bei den Euglenida im Zusammenhang mit &endhrungsweisen
Die Gruppierung aufgrund der aktuellen Systemadi&idrt auf RISSE& PREISFELD2003a und MRIN et al. 2003
(emend. korrigierte Gattungsbeschreibungen). Die Erndhsumjsen der Gattungen sind durch folgenden
Farbcode gekennzeichneéthototrophie, Sekundare Osmotrophie Primare Osmotrophie, Phagotrophie B
Bakteriotrophie,E Eukaryotrophie nach ARMER 1988, ) Eukaryotrophie in Kultur nachiuTON & TRIEMER

1999,'\’I Myzocytose nach RIEMER 1997, DELWICHE 1999.

1 keine Paramylon-Granula (,lichtbrechende Kérnchen im lideéren*) nach HKBER-PESTALOZzZI 1955,
la besitzen Paramylon-Granula (,lichtbrechende Koéemclim Zellinneren*) nach BBER-PESTALOZzI 1955,

2 kein Paramylon nach HEDALE 1967, 2a besitzen Paramylon-Granula nacheebALE 1967,

3 kein Paramylon nach ARMER 1988, 3a besitzen Paramylon nach ARMER 1988,

4 keine grof3en Paramylon-Granula naclEANDER et al. 2001,4a besitzen groRe Paramylon-Granula nach
LEANDER et al. 20015a membranumschlossenes beta-1,3-Glucan (Immunoatiaieh VOLLMER 2004)
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Die Diversitat der Paramylon-Granula (Abb. 1.14) bei den verschiedenen Spezies und auch
innerhalb einer Zelle reicht von kleinen runden rodddrmigen Uber unterschiedlich grof3e
stabférmige Granula bis hin zu runden oder eiféamigRingen mit mehr oder weniger
ausgepragtem Loch in der Mitte des Granulums. RBei phototrophen Arten werden haufig
zusatzlich zu den dberall im Cytoplasma gebildek&rnern im Bereich der Pyrenoide
uhrglasformige Paramylon-Kappen oder sogenanntanBdon-Zentren bei bandférmigen
Chloroplasten gebildet @EDALE 1967).

Abb. 1.14 Diversitat der Paramylon-Granula. Lichtmikroskopische Aufnahmen verschiedener Enigle.

a Euglena acus mit stabférmigen Paramylon-GranutaPhacus monilatus mit zwei grof3en Paramylon-Ringen
¢ Euglena velata mit vielen ovalen Paramylon-Granula und uhrglasigen Paramylon-Kappen auf den
Pyrenoiden der ChloroplastehEuglena geniculata mit zwei Paramylon Zentren (Pfeile)Menoidium sp. mit
kleinen und groRen Paramylon-Stédben im anteriomih der Zellef Euglena spirogyra mit zwei grof3en ovalen
Paramylon-Ringeiy Euglena ehrenbergii mit zahlreichen kleinen Paramylon-Granula. Que{t8n The Euglenoid
Project (http://bio.rutgers.edu/euglena), Quellektp://protist.i.hosei.ac.jp.

Die Paramylon-Granula voBuglena gracilis (siehe auch Abb. 1.15) aus phototropher Kultur
sind nach CARKE & STONE (1960) linsenférmig, 2.6 bis 2.8 um lang, 1 bi€ im breit und
erscheinen im Lichtmikroskop ebenso wie Starkekoiiwhtbrechend. Bei der phagotrophen
Peranema trichophorum sind die Granula 3.4 x 2.3 um grof3 und kénnen sbeme bei
Euglena gracilis Uber 50 % des Trockengewichtes der Zellen ausma{hRCHIBALD et al.
1963, ok 1967). Die GroRRe und die Anzahl der in den ZeNemhandenen Paramylon-
Granula ist jedoch abhangig vom Ernahrungszustardl der Zellteilungsphase der Zellen
(CLARKE & STONE 1960, MARECHAL & GOLDEMBERG 1964). So kann deKohlenhydrat-
Gehalt einer ausreichend mit Glucose, Sauerstoff und Asiaren versorgten heterotrophen
Euglena gracilis-Kultur, der sich Gberwiegend aus dem in den Ze#lathaltenen Paramylon
ergibt, 600 bis 1000 pg/izellen erreichen (BUMER 1998). Eine phototroph&uglena
gracilis-Standard-Kultur weist dagegen in der Belichtungsehim Durchschnitt 50 bis 100 ug
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Kohlenhydrate (Paramylon) /410Zellen auf (8HOLTEN-BECK 1992, MRFELDT 1993),
vermutlich weil nur der photosynthetische Ubersshingorm von beta-1,3-Glucan gespeichert
wird. In den Dunkelphasen und auch wéahrend detedielhg nimmt der Paramylon-Gehalt der
phototrophen Zellen deutlich ab und unterliegt daminem fir Reservekohlenhydrate
typischen Rhythmus (@RKE & STONE 1960). Bei Néahrstoffmangel ist hingegen haufig und
vor allem bei den phototrophen Arten eine Zunahmee Earamylon-Gehaltes zu beobachten
(BRIAND & CALVAYRAC 1980, SHOLTEN-BECK 1992, MRFELDT 1993). Fir photoheterotrophe
Kulturen von Euglena gracilis ist gezeigt worden, dass die Paramylon-Synthese be
gleichzeitiger Versorgung der Zellen mit organiscti@hlenstoffquellen wie Lactat, Succinat,
Glutamat, Malat oder Glucose unabhangig vom Lidtiblgt und keine Pyrenoide in den
Chloroplasten sichtbar sind RB\ND & CALVAYRAC 1980, Ksset al. 1986). Hier wird also der
osmotrophen Erndhrungsweise gegeniuber der phobtetmopler Vorrang gegeben. Der
Paramylon-Gehalt der Zellen wird aul3erdem von foligem Faktoren beeinflusst: niedrigere
Temperaturen (15 °C) fuhren bei heterotrophen Aeftar Bildung von mehr Paramylon,
anaerobe Bedingungen dagegen zu einem Abbau (@sgalinter gleichzeitiger Synthese von
Wachsestern (KWABATA et al. 1982,Nul et al. 1992).

Im Dunkeln geschieht dé?aramylon-Abbau langsamer als im Licht @@sANTI et al. 2001),
weil die Hydrolyse des beta-1,3-Glucans bei hetepbien Zellen Uberwiegend zur
Energiegewinnung verwendet wird. In phototropherlesie dagegen dienen die Glucose-
Monomere auch zu etwa 40 % als Kohlenstoffquelledi& Biosynthese von Lipiden und
Proteinen vor allem fur die Chloroplasten-EntwiciduUDwWYER & SMILLIE 1971). AulRer durch
Licht lasst sich ein Paramylon-Abbau auch durch Amimmionen induzieren (811DA et al.
1987). Der enzymatische Abbau des beta-1,3-Gluegbfgt mit Hilfe verschiedener beta-1,3-
Glucanasen: wahrend eine Exohydrolase (beta-1,8a@lGlucohydrolase) die Polysaccharide
vom Molekil-Ende aus in Monosaccharide abbauttspdie Endohydrolase (beta-1,3-Glucan
Glucanohydrolase, beta-1,3-Glucan Phosphorylase) Malekil in Oligosaccharide, die
anschlielend durch beta-1,3-Oligoglucan Phospleeglaind Laminaribiose Phosphorylasen
zu Glucose-1-phosphat umgesetzt werden. SowohEddohydrolase-Aktivitéat als auch eine
Saure Phosphatase (Phosphorylierung der freigeae@&ticose-Monomere) sind direkt an den
Granula gefunden wordend®MER & BLUM 1965, B\RRAS & STONE 1968,CRAIGIE 1974).

Die meisten Untersuchungen zuitrastruktur des Paramylons stammen aus Spezies der
GattungEuglena. Bereits im Jahre 1850 konnteo@LIEB die Paramylon-Granula aus Zellen
von Euglena viridis isolieren und anhand einer negativen JodjodkaRaaktion zeigen, dass
es sich hier nicht um Stéarke (latmylum) handelt. Den Namen ,Par-amylon* wahlteGLIEB
aufgrund der ahnlich aussehenden Granula und egieeshen, ausschliel3lich aus Glucose-
Monomeren bestehenden Zusammensetzung von StartkeParamylon dar lat. gleichen,
entsprechen), obwohl die sonstigen von ihm UbetgnifEigenschaften des Reserve-
kohlenhydrats aug&uglena viridis eher der Widerstandsfahigkeit von Cellulose ahngin
demselben Fazit kommen 130 Jahre spéater die Amalyge MARCHESSAULT & DESLANDES
(1979).
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So ist Paramylon weder in Wasser noch in Salzlésurgger verdinnten S&uren I6slich. In
verdunnter Natronlauge l6sen sich die Granuladiligs auf und kdnnen durch Neutralisation
mit Salzsaure wieder zu einer Gel-artigen Masse@eféit werden. Kochen in rauchender
Salzsaure fuhrt wie bei Starke zur Hydrolyse desglons in Glucose-Monomere, ebenso
wie ein enzymatischer Abbau mit Laminarase (be3aGlucan Hydrolase), wéhrend ein Abbau
mit Amylasen (alpha-1,4-Glucanasen) nicht mdglish (GoTTLIEB 1850, BiTSCHLI 1906,
GOLDEMBERG & MARECHAL 1963, BAUMER et al. 2001). Durch partielle Hydrolyse des
Polysaccharids erhélt man neben Glucose auch Lalnmse (3-beta-D-Glucosyl-D-Glucose)
und Laminaritriose, die beta-1,3-glycosidischenixw. Trisaccharide der GlucoseLéBKE &
STONE 1960, ®LDEMBERG& MARECHAL 1963).

Weitere Untersuchungen, u.a. durch Roéntgenbeugoabsen ergaben schlielilich, dass
Paramylon in verschiedenen Euglenida ein lineares unverzweigtes, hochkristallines und
wasserunlésliches Makromolekil aus mehr als 108 bg&-glycosidisch verknipften Glucose-
Einheiten ist (CARKE & STONE 1960, ARCHIBALD et al.1963,Kiss& TRIEMER 1988, SONE &
CLARKE 1992).

Die Paramylon-Granula aus heterotrophen ZellenEuagiena gracilis haben eindichte von
1,53 g/cni bis 1,62 g/cri (BARBER et al. 1966, MRCHESSAULT & DESLANDES 1979,
MIRFELDT 1993). DerPolymerisationsgrad von Paramylon (DP, d.h. die durchschnittliche
Anzahl der Glucose-Monomere pro Molekil) zeigt mitem Wert von 50 bis 150, dass die
Molekulgrol3e des Reservekohlenhydrates Koglena gracilis mindestens doppelt so grof3 ist,
wie die von Laminarin (DP 16 bis 21) und Chrysolaanin (DP 34) ausOchromonas
malhamensis, aber deutlich kleiner als Cellulose mit DP-Werteon 600 bis 23 000 oder
Curdlan (DP 540), dem beta-1,3-glucosidischen Eksjocharid ausAlcaligenes faecalis
(ARCHIBALD et al. 1963, GAIGIE 1974, MARCHESSAULT & DESLANDES 1979, ELMER 1999).
Die Kristallinitat von ausgereiften Paramylon-Granula ist mit 889is% deutlich héher als
die von Curdlan (30 %) und vergleichbar mit dertigien bisher gefundenen Kristallinitat von
Cellulose aus der Grunald&@lonia. Bei Behandlung der Granula mit Laugen (0.5 M Na3OH
die nach ca. 2 Stunden zu deren vollstandigen Aufig fuhrt, geht die hohe Kristallinitat
verloren. Ebenso weisen noch unreife sowie getretekiParamylon-Granula eine geringere
Kristallinitdt und Ordnung auf, was darauf hindeutdass auch beim Paramylon der
Hydratisierungszustand des Glucans eine entschigdRolle fur die hohe Kristallinitat spielt
(Kisset al. 1988b).

Die Paramylon-Granula voRuglena gracilis bestehen aus hochgeordnetdakrofibrillen ,
die parallel zur Langsachse des Granulums verlaufehin ~ 200 A dicken konzentrischen
Schichten angeordnet sind (Abb. 1.15a, ¢ undlARKE & STONE 1960, MARCHESSAULT &
DEeSLANDES 1979). Die Makrofibrillen setzen sich aus jeweiexhs, mindestens 4 nm dicken
Mikrofibrillen zusammen, die wiederum aus je drei miteinandeairiden priméren beta-1,3-
Glucanketten bestehen. Daraus ergibt sich einsdipitripelhelikale-Struktur, wie sie auch fur
Curdlan, Callose und Laminarin vermutet wird ARCHESSAULT & DESLANDES 1979,
DESLANDES et al. 1980, BuAH et al. 1983, ks et al. 1987,1988b,Kiss & TRIEMER 1988).
Sowohl die Tripel-Helices als auch die Mikrofibeii werden durch zahlreiche
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Wasserstoffbriicken zusammengehaltebsUaNDES et al. (1980) postulieren, dass &hnlich wie
bei der Cellulose-Synthese vadxcetobacter xylinum, die Bildung der Tripel-Helices schon
wahrend bzw. kurz nach der Biosynthese geschehess.nidie Abbildung 1.15 zeigt die
Modelle zur Anordnung der Fibrillen, aus denen gl Granula zusammensetzen, sowie eine
elektronenmikroskopische Aufnahme im Negativkontkésfahren eines Granulums aus
Euglena gracilis, welches sich gut mit den Modellen in Einklangngen lasst. Deutlich zu
erkennen sind die keilférmigen und rechteckigenn@®age sowie die einzelnen Fibrillen (1.15¢
und 1.15d).

Abb. 1.15 Modelle zurUltrastruktur der Paramylon-Granula ausEuglena gracilis im Vergleich mit einer
elektronenmikroskopischen Aufnahme eines GranulimamNegativkontrastverfahrea. Tripel-Helikale Struktur
der 4 nm dicken Mikrofibrillen aus drei primarentdd,3-Glucan-Molekilen innerhalb der Makrofibnile
(MARCHESSAULT & DESLANDES 1979) b Projektion der Tripel-Helix in der Ebene mit demrahelikalen
Wasserstoffbricken am Beispiel von CurdlamgDaNDES et al. 1980 Paramylon-Granulum mit umgebender
Membran sowie Segmentierung 16 et al. 1987) d Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
negativkontrastierten Paramylon-Granulums Budena gracilis (KAHMANN).

Uber den Ursprung der das Granulum umbhiillenden,nm6 dicken einfachenMembran
(Abb. 1.15c) gibt es bisher noch keine gesicheEs®@nntnisse (ISs et al. 1987). WTH et al.
(1960) vermuten eine Umwandlung von Lipid-VesikeliParamylon-Granula bei der sekundar
osmotrophen Khawkinea quartana und MALKOFF & BUETOw (1964) postulieren das
Endoplasmatische Retikulum als Ort der Paramylomi®se beiEuglena gracilis var.
bacillaris. Aus elektronenmikroskopischen UntersuchungenBRiaND & CALVAYRAC (1980)
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geht hervor, dass bei heterotropheunglena gracilis-Zellen, die sich in der exponentiellen

Wachstumsphase befinden, ein Zusammenhang zwistasenformigen Vesikelbildungen der

Mitochondrien-Membranen und den Paramylon-Granuéaridranen besteht. Die in den

phototrophen Spezies der Euglenida haufig mit demer®iden assoziierten Granula
(Paramylon-Kappen oder Paramylon-Zentren) liegememaul3erhalb der Chloroplasten und
auch die umgebende Membran hat keine Verbindungizer der drei Hullmembranen der

Plastiden. Vielmehr kann davon ausgegangen werdass die Paramylon-Synthese nur
deshalb in raumlicher Nahe der Chloroplasten std#f, da hier die Orte der

photosynthetischen Kohlenstoff-Fixierung bzw. dgntBese von Glucose, dem Grundbaustein
des Paramylons sind.

Nach Untersuchungen vonA®ECHAL & GOLDEMBERG (1964),ToMOS & NORTHCOTE (1978)
und Kisset al. (1988a) mit solubilisierten enzymhaltigenhBxtrakten ist UDP-alpha-Glucose
(Abb. 1.8) beiEuglena gracilis das Substrat fur di®aramylon-Synthese ADP-Glucose,
dADP-Glucose, TDP-Glucose und UDP-beta-Glucose @rerdagegen nicht umgesetzt. Die
Einbaurate der UDP-Glucose in das beta-1,3-Glueam lbeispielsweise durch Laminaribiose,
Spermidin und fibrillares Paramylon erhdht werdsahrend sie durch UDP, diverse Salze und
Phosphoenolpyruvat gehemmt wird ARECHAL & GOLDEMBERG 1964,BAUMER et al. 2001).
Der gereinigte Paramylon-Synthase-Enzymkomplex i@tb€alcium-abhangig (optimal sind
1 mM CaC}) und wird von MgS@ in seiner Aktivitat gehemmt @MER et al. 2001). Das
Substrat UDP-alpha-Glucose wird Uber einen invelsatalysemechanismus von einer beta-
1,3-GlucosyltransferaseUDP-Glucose: 1,3-beta-D-Glucan 3-beta-D-Glucosyltresferase,
EC 2.4.1.34 Paramylon-Synthasg unter Abspaltung von Uridin und Phosphat zu einer
primaren beta-1,3-Glucankette verknipft. Da dietlg®e auch in Anwesenheit einer beta-1,3-
Glucanase stattfindet, kommt kein KohlenhydratSaertmolekdl fir die Katalyse in Frage, wie
es bei der Synthese von anderen Polysaccharidefighder Fall ist (MARECHAL &
GOLDEMBERG 1964). ToMOS & NORTHCOTE (1978) konnten aber ein mit Trichloressigsaure
fallbares Protein als mogliches Startermolekul idiereren, das vermutlich tber eine alkali-
labile Pyrophosphat-Bindung mit dem Glucan verbunide

Aufgrund der Ahnlichkeit der Ultrastruktur von Pargon und Cellulose spekulierten
Kiss et al. bereits 1987 Uber eine mdglicherweise eldsnin einem Membran-Enzym-
Komplex lokalisierte Paramylon-Synthase und konmtaraufhin kleinere (5.6 bis 6.5 nm) und
groRere (9.6 bis 10.3 nm) transmembrane PartiddP)lin der Granula-Membran zeigen
(Kisset al. 1988a). Wahrend einer induzierten Param@pnthese wurde eine Abnahme der
groReren und eine Zunahme der kleineren Proteingf@xe beobachtet, so dass diese Partikel
entweder eine Funktion in der Biosynthese oder mbé€ransportprozessen haben konnten.

Wie die neuesten Arbeiten zur Paramylon-SynthaseEaglena gracilis zeigen (BUMER

1998, BAUMER et al.2001), ist das beta-1,3-Glucan-synthetisierendeyienzbenso wie andere
Glucan-Synthasen Bestandteil eines groRen Multmkpynplexes, der in der Paramylon-
Granula-Membran lokalisiert ist. Mit dem zwitterische Detergenz CHAPS konnte der
669 kDa groRRe Paramylon-Synthase-Komplex solubeitisund Uber Saccharose-Dichte-
Zentrifugation aufgereingt werden. Der isolierteziim-Komplex synthetisiertn vitro aus

[1*C]-UDP-Glucose unverzweigtes beta-1,3-Glucan, washiZugabe von Ethanol ausfallbar
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ist. Die Identitat des gebildeten Produktes wurdecll enzymatischen Abbau zu Glucose-

Monomeren und

Immunogold-Markierung mit einem mdapn&len Antikdrper gegen

unverzweigtes beta-1,3-Glucan im Negativkontrastveen gezeigt. Andere Versuche zur
Auftrennung des Protein-Komplexes mittels Gelftiba und AffinitAtschromatographie
fuhrten aufgrund von Aggregationen und einem Verdigs enzymatischen Aktivitat zu keinem
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Abb. 1.16 Charakteristika des Uber Saccharose-Dichtegrahetentrifugation gereinigten isoliert
Paramylon-Synthase-Komplexes aus heterotropheerZgthnEuglena gracilis (Baumer 1998, Baumer et
2001).

a pH-Optimumb Temperatur-Optimune Zeitabhangigkeit der enzymatischen Reaktiohineweaver-Burk-
Diagramm zur Ermittlung des kKWertes.

Der isolierte Paramylon-Synthase-Komplex zeichnieh sdurch die in Abbildung 1.16
dargestellten Charakteristika aus. Diese in uns&tegitsgruppe ermittelten Daten entsprechen
bis auf den K-Wert den 1964 von WRECHAL & GOLDEMBERG gefundenen Ergebnissen mit
solubilisierten Rohextrakten. Demnach liegt gasOptimum bei pH 7.5, dagemperatur-
Optimum bei 20 °C und die Synthesedauer betragt 30 mim. K¥gWert des isolierten
Paramylon-Synthase-Komplexes liegt mit 12.5 pMrditegs deutlich niedriger als die von
MARECHAL & GOLDEMBERG (1964) gemessenen 0.6 mM. Die Paramylon-Synthase
(UDP-Glucose:beta-1,3-D-Glucan 3-beta-D-Glucosghfarase) auguglena gracilis besitzt
demnach eine hohe Affinitat zu ihrem Substrat UDReGse.

Der Enzym-Komplex besteht aus mehreren Proteiniensidh in einer denaturierenden SDS-
Gelelektrophorese auftrennen lassen. In erstenoBfiioitats-Markierungsexperimenten mit
dem radioaktiven Substrat [alpf#®]-UDP-Glucose wurden zunachst zwei Proteine des
Komplexes mit einem Molekulargewicht von ungefafiund 37 kDa markiert.
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1.5 ZI|ELE DER ARBEIT

Obwonhl der FlagellaEuglena gracilis ein gut untersuchten Organismus darstellt, idtdyisiur
vergleichsweise wenig Uber die Synthese des agiall und einzigartigen
Reservepolysaccharids Paramylon bekannt. Die tsoigeder Paramylon-Synthase erwies sich
als ebenso schwierig wie die Reinigung der Celed8Sgnthase (BLMER 1999) oder der
Starke-Synthase fRiss & SivAK 1998), so dass nach den Arbeiten VORRKCHAL &
GOLDEMBERG (1964)und ToMOSs & NORTHCOTE (1978) kaum Fortschritte im Hinblick auf die
beta-1,3-Glucan-Synthase al&iglena gracilis erzielt wurden. Die Untersuchungen von
BAUMER (1998) und BUMER et al.(2001) fiihrten zur Isolierung des Paramylon-Syrghas
Komplexes aus den Granula-Membranen und einer &femisierung der Enzymaktivitat.
Damit wurden neue Ansétze zur Identifizierung datakytischen Untereinheit der Paramylon-
Synthase ermdoglicht, so dass an dieser Stelle degafgspunkt fur diese Arbeit liegt.

Im Anschluss an die Arbeiten vorABVER (1998) und BUMER et al.(2001) sollte zunéchst in
weiteren biochemischen Experimenten die substraéinide bzw. katalytische Untereinheit aus
dem Paramylon-Synthase-Komplex Véumglena gracilis identifiziert werden.

Eine Isolierung des Proteins sollte dann eine @&ti Aminosauren-Sequenzierung
ermoglichen, auf deren Basis degenerierte Oligauild-Primer konstruiert werden sollten.
Anhaltspunkte flr das Primerdesign sollten aul3erdégmierte Sequenzen bereits bekannter
beta-1,3-Glucan-Synthasen geben, obwohl zu vermuggndass die Paramylon-Synthase aus
Euglena gracilis eventuell nur in hochkonservierten Bereichen derquénz
Ubereinstimmungen zu anderen beta-1,3-Glucan-Sgethaufweist.

Ziel der sich anschlieRenden molekularbiologiscMemsuche sollte die Identifizierung der
Gensequenz der substratbindenden katalytischen rdimteit des Paramylon-Synthase-
Komplexes, also der UDP-Glucose:beta-1,3-Glucarc@aytransferase sein.

Detaillierte Sequenzanalysen auf Nukleinsdure- émiinosdure-Ebene sollten schlief3lich
Aussagen uUber Funktion und evolutionare HerkunfiRéigamylon-Synthase ermdglichen.
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2 MATERIAL & METHODEN
A M ATERIAL
2.1 GERATE
HERSTELLER
Gel-Dokumentations-Anlage
INTAS® Duo-Store Gel-Dokumentationsanlage [UV-Transilloator (312 nm) INTAS
CCD-Kamera, Dark-Room Box, Computer und Software]
Video Graphic Printer Model UP 890CE mit SONY
UPP-110HA Superior Density Printing Paper
Netzgerate
PowerPac 300 BIORAD
Netzgerat/Power Supply 1200/200 DESAGA
PCR-Geréte
Mastercyclef Gradient EPPENDORF
ThermocyclelPROGENE TECHNE/ THERMODUX
Spektralphotometer 6100 (320 - 920 nm) ENWAY

Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Systeme

PHASTSYSTEM'"-Separation-Control and Development Unit 120VAC

HARMACIA BIOTECH

Mini Protean Il Elektrophoresekammer mit Gelgiefldta

BIORAD

Elektrophoresekammer

WERKSTATT DERUNIVERSITAT
BIELEFELD

Sonstiges
Algen-Anzuchtbecken EDWARDS, KNIESE& Co.
UV-Generator Fluo-Link FLX-20.M: UV-Transilluminatd312 nm) B
Crosslinker (254 nm, max. 9.999 JfcihmWw/cnf) IOMETRA
Durchliftungsrohren RETTBERG
French Pressure Cell Press (Frenchpresse) MIC@N
Inkubations-Schuttler Unitron INFORSHT®
Geltrockner: Dual-Temerature-Slab-Gel-Dryer Mod&23 B mit BIoRAD
Kuhlfalle: Refrigerated-Condensation-Trap und BACHOFER
Vakuumpumpe KNF NEUBERGER
Phospho-Imager: GS-525 Molecular-lme%@ystem
mit GS-505 Sample-Exposure-Platform und GS-525¢ckeraser, Imaging- | BIORAD

Screen-Bl, Software MLTIANALYST® Version 1.1

Sterilbank GELAIR Laminar Air Flow Class 100

GELMANSTRUMENT(ICN)

Szintillationszahler Tri-Cafb300 und 1900 CA Liquid Scintillation Analyzef ASBERRA PACKARD
Trockenschrank T 6060 HERAEUS
UV-Cross-Linker BIOMETRA

Vapokla’ Dampfsterilisator

H & P LABORTECHNIK

Waagen

Sartorius Basic BA 310, MD BB 200 (0 bis 310 g0@L — 0.005 mg)

ARTORIUS

Analysenwaage AC 120 S (0 bis 120 g/ 0.1 mg)

ART®RIUS

Zentrifugen

Varifuge s, Rotor 5010, max. 4 x 325 ml, max. 2980

HERAEUSCHRIST

Labofuge Ill HC-162, Rotor: 1650, max. 4 x 170 miax. 430(«g

HERAEUSCHRIST

Kuhlzentrifuge Labofuge 400R, Rotor 8179, max. 479 ml, max. 39399

HERAEUSINSTRUMENTS

SORVALL OTD-50 Ultrazentrifuge, Rotoren:
TH-641, 6 x 13 ml, max. 206 00@; AH-627, 6 x 36 ml, max. 151 20@

DUPONT INSTRUMENTS

Biofuge 15, Rotor HFA 22.2 # 3024, max. 18 x 2 mx. 19 87Xg

HERAEUSINSTRUMENTS

Speed-Vac-Concentrator SAVANT

Biofuge A Sepatech, max. 24 x 2 ml, max. 13 000 rpm HERAEUSINSTRUMENTS
Tischzentrifuge, max. 6 x 2 ml QUALITRON
Vakuumzentrifuge: Concentrator 5301, max. 96 x 2 max. 24g EPPENDORF

mit Membran-Vakuumpumpe VVACUUBRAND
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2.2 CHEMIKALIEN & VERBRAUCHSMATERIALIEN
HERSTELLER
ANTIBIOTIKA
Ampicillin
Kanamycinsulfat SERVA

Tetracyclin HCI

RADIOAKTIVE SUBSTANZEN

Uridin diphospho - D -[U¥'C] glucose, Ammoniumsalz
Spezifische Aktivitat 11.8 GBq (319 mCi)/mmol, 20Bq (554 uCi)/mg
Konzentration 925 kBq (25 pCi)/ml

AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH

Uridin 5'-[0->*P] triphosphat, Triethylammoniumsalz
Spezifische Aktivitat 110 TBq (3000 Ci)/mmol
Konzentration 370 MBq (10 mCi)/ml

AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH

SONSTIGES

Agar fir die Bakteriologie, Bact¥ Agar

APPLICHEM, DIFCO

Agarose zur Nukleinséaure-Elektrophorese; peqGolddssal Agarose ROTH; PEQLAB

MetaPhof Agarose; SeaPlaqti&&TG® Agarose FMC® Bio PRODUCTYBIOZYM
APS [Ammoniumperoxodisulfat] MERCK
Autoradiographie-Filme:

BioMax™ Light-1 (BML1), X-OMAT™ AR (XAR5) KODAK

Blotting Papier SIGMA

Casamino acids (Casein Hydrolysate Acid PeptoneSNo. GBCO

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-di-methylammonio]-tgpan-sulfonat) BmoL

Chromatographie Papier, 3 mm Chr WHATMAN

Coomassié Brilliant Blue R250 FLUKA

Ethidiumbromid [10 mg/ml] ROTH

Ficoll 400 SERVA

Folin Ciocalteus-Phenolreagenz MERCK

a-D-Glucose 1-phosphate, disodium salt hydrate IGM8
Nitrocellulose-Rundfilter BioTracd NT, 0.45 pm — 82 mm APL GELMAN LABORATORY
NZ-Amine (Casein Hydrolysate Enzymatic N-Z-Amine A) ICN

PCIA(ROTI® Phenol/Chloroform mit TE-Puffer gesattigt) ORH

PeFABLOC® SC (4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-hydrolchid) MERCK

PHASTGEL™ Fertiggele Gradient 4 — 15 %

MERSHAM PHARMACIA

PHASTGEL™ Native Puffer Streifen

AMERSHAM PHARMACIA

PVDF-Membran: ImmobiloR"-P2 Transfermembran, 0.1 um PorengréBe | ILLMORE
PVP (Polyvinylpyrrolidon 90) SERVA
Rontgen Entwickler LX24, Réntgen Fixierbad AL4 OBAK
Szintillationsmix ULTIMAGOLD (High Flash-Point Ligd Scintillation

S . . CANBERRA PACKARD
cocktail, fur wassrige und nicht-wassrige Proben)
TEMED (N, N, N', N'-Tetramethyl-ethylendiamin) B CK
Wasser, nukleasefrei PROMEGA
X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl beta-D-Galactopyiosid) KMA
2.3 KiTs

HERSTELLER

DNEASY®-Plant-Mini-Kit QIAGEN
E.Z.N.A®-Plasmid-Miniprep-Kit II PEQLAB
E.Z.N.A®-CyclePure-Kit PEQLAB
E.Z.N.A®-Gel-Extraction-Kit PEQLAB
Protein-Assay-Kit BIORAD
QIAQUICK®-Gel-Extraction-Kit QIAGEN
Reverse-Transcription-System PROMEGA
RNEASY®-Mini-Kit QIAGEN
TOPO"-TA-Cloning®-Kit (Version K2) INVITROGEN
Zinc-stain-and-destain-Kit BIORAD
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2.4 ENzYME

UNITS | HERSTELLER

Anorganische Pyrophosphatase EC 3.6.1.1 aus Hefe 2 U/Ql| SicmAa
AMV Reverse Transkriptase (H.C.) 20 UfIHROMEGA
EcoR | Restriktions-Endonuklease albscoli BS 5 10 U/u| ROCHEbzw. FERMENTAS
HotStarTag-DNA-Polymerase 5 U/ul| QIAGEN
HotMastef™ Tag-DNA-Polymerase 5 U/| EPPENDORF
MasterTaqg-DNA-Polymerase 5 U/ul| EPPENDORF
RedTad" -DNA-Polymerase 1 U/ul| SicmA
Trypsin, Sequenzierungs Grad, modifiziert 20 NngRHOMEGA
Uridin-5'-Diphosphoglucose Pyrophosphorylase EC7297aus Hefe0.25 U/ul| SIGMA
2.5 PLASMIDE & E.coOLI-STAMME

GENOTYP HERSTELLER

F' {laclg Tn10(TetR)} mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBQ)
E. coli TOP10F' f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139 D(ara-

leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
E. coli One Shot F' endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 tHT%VITROGEN
INV aF' Version | gyrA96 relAl f80lacZDM15D(lacZYA-argF)U169

3.9 kb,LacZo fragment, M13 forward (-20) / reverse
pCR°2.1TOPQ priming site, T7 promotor/priming site, multiple

cloning site, f1 origin, Kah Amp®, pUC origin

E coli SOLR™ recJ uvrC umuC::Tn5 (K& lac gyrA96 relAl thi-1

(nonsuppressing)

el4—(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC re¢B

endAl AR [F* proAB laclgZ.M15] Su+

laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]

(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
E. coli XL1BlueMRF' |supE44 thi-1 recAl gyrA96relAl lac [F~ proABSTRATAGENE

3.0 kb, beta-galactosidase alpha}—fragm_ent, _VI13
pBluescript SK° I)Orrc>v|\£r?cr>?or/p(r_i$r?i)ng /site,re\r;eurﬁiile F():rllcr;rrllirr]l%] sifg,e ,fl) I'_7
origin, Amp®, (bla), pUC origin, lac promoter
2.6 LANGENSTANDARDS
VERWENDUNG HERSTELLER
l[-ll‘l‘\é\]/&Me?r:l;ﬁ;rtz?F’-rg?e?nkeDa Eig\t/c?a?fﬁl(i?;s-Markierung AMERSHAM PHARMACIA

Prestained-SDS-PAGE-Standard
(Low Range) 19.9 - 102 kDa

Precision-Protein-Standaf Prestained >0 /\CE BORAD
(Broad Range) 10 - 250 kDa

100 bp DNA Ladder, 1 pg/ul

1 kb DNA Ladder, 1 pg/ul Agarose Gelelektrophorese IBBOBRL

1 kb Plus DNA ladder

2.7 OLIGONUKLEOTID -PRIMER

In der Tabelle ist fur jeden Primer die Bezeichnumut

der Amplifikationsrichtung

(= 5 - 3,€ 3 -5, die Ldnge (NT), die Schmelztemperatuy (T °C), die Sequenz in

5'— 3' Richtung sowie der Bindungsort angegeben:
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BEZEICHNUNG | NT [;rc“:”] 5" — 3" SEQUENZ BINDET IN
EgSL> 22| 54.7 | CTGAGTGTCTATTTTTTTTCGG E. gracilis
spliced leader
PY5A => 31| 68.2 | ATGACGGCCGTAGTGAAGAATTTGGCGAAGT
PY5A1=> 21| 57.9 | ATGACGGCCGTAGTGAAGAAT
PY5A2 = 20| 57.3 CCGTAGTGAAGAATTTGGCG
PY5A3 =2 20| 61.4 | CCTGCGGCAACCTCCCAAAT
PYint5F = 23| 60.6 | GGCTGAAAAAAGACATGCAACGG
PYint5R € 23| 60.6 | CCGTTGCATGTCTTTTTTCAGCC
PY45F=> 18| 545 | GCATTTATGGCATCCTTCC
PY45R €& 18| 51.4 | ACGGAAGGATGCCATAAA
PYint4F => 23| 58.9 | GGAGTGGTATTCTTCTTATGGTG
PYint4R €& 23| 58.9 | CACCATAAGAAGAATACCACTCC
PYint3F=> 23| 66.0 | TCGGGACGTTCGGAAGTGTGCAC Euglena gracilis
PYint3 € 23| 66.0 | GTGCACACTTCCGAACGTCCCGA Paramylon-Synthase
PYint2F => 25| 63.0 | CAATTGGAATGGACTGGCGATACTG
PYint2R €& 21| 59.8 | ACAGTATCGCCAGTCCATTCC
PYintlF=> 18| 56.0 | TCGAGGTGATATGGAGGC
PY1129a3A€ 20| 59.4 | TGTACCGGGCCTCCATATCA
PYE20f=> 20| 57.3 | TTCATCGTGTTGGCTTGGCA
PYE20rc€ 20| 57.3 | TGCCAAGCCAACACGATGAA
PYE14f=> 22| 67.7 | AGACGACCTTCCCGAGGCCTCC
PYEl4rc€& 22| 65.8 | CTCGGGAAGGTCGTCTTCGGGA
PYend3R€& 18 | 58.2 | GAGGTGGGAGTTCGGGTA
PYend2R€ 17| 55.2 | CTACTTCGCCAAGACGG
PYendR€& 23| 62.4 | AATCCCCGCTTCTACTTCGCCAA
2.8 SOFTWARE & INTERNET DATENBANKEN
VERWENDUNG LITERATUR /INTERNETADRESSE
BIOEDIT 5.0.9 Bearbeiten von Sequenz-Alignments ALIH1999
. . ALTSCHUL et al. 19901997
BLAST BasicL ocal AlignmentSearchT ool http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
CAZy CarbohydrateActive ErZY mes server COUTINHO & HENRISSAT1999

http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/index.html

CLUSTALX 1.8

Multiple Sequence- & Profile-Alignments

THOMPSONet al. 1997
http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/

ExpertProtein AnalysisSystem,

EXPASY http://us.expasy.org/tools/
Sequenzanalyse
GENEDOC Multiple Seg.uence A_Iignment Editor & | NicHoLAs et al. 1997 .
Shading Utility, Version 2.6.002 http://www.psc.edu/biomed/genedoc
MASCOT Suchprogramm zur Auswertung PERKINS et aI.19_99 _
massenspektroskopischer Daten http://www.matrixscience.com/home.html
MICROSCOPE http://microscope.mbl.edu/baypaul/microscope/
general/page_01.htm
NCBI NationalCenter forBiotechnology http:/Awww. ncbi.nim.nih.gov/
Information
OLIGo Software zur Primer Analyse, Version 4.0 YJRILIK & RHOADS 1989
OLIGO ANALYZER | Software zur Primer Analyse, Version 1.0.3 httpaiwuku.fi/~kuulasma/OligoSoftware
PEAM Proteinfamily database of alignments and BATEMAN et al. 1999, 2002
HMMs http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
SWISSPROT protein sequence database http://us.expasy.oogkgmot-top.html
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B METHODEN

2.9 KULTIVIERUNG VON EUGLENA GRACILIS

Phototrophe und heterotrophe Kulturen \Euglena gracilis strain Z Klebs (SAG 1224-5/25
aus der Algensammlung des Pflanzenphysiologiscimstituts der Universitat Goéttingen)
wurden in glasernen Durchliftungsréhren mit 100 30® ml Fassungsvermdgen in einem
wassergeflllten Becken bei 25 bis 30 °C angezdgé@ndie nétige Durchmischung wurden die
Kulturen mit einem kontinuierlichen Strom aus Phafts(Hausgasanlage der Universitat
Bielefeld, gefiltert durch sterile Watte) durchpebie Stammkulturen wurden im 2-2-3 Tage-
Rhythmus steril in frisches Nahrmedium tberimpfhigapfdichte phototroph 2.5 bis 3 x 210
Zellen/ml, heterotroph etwa 3 x 3@ellen/ml). Vor der Verwendung wurden die Kultur-
Rohren und die fur das Uberimpfen nétigen PipetténWattestopfen verschlossen 7 h bei
150 °C sterilisiert. Das Nahrmedium wurde in 108 000 ml Portionen in mit Wattestopfen
und Aluminiumfolie verschlossenen Erlenmeyerkolb2nmin bei 121 °C und 0.7 bar
autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung b&C4elagert.

Die phototroph kultivierten Zellen vorEuglena gracilis wurden in mineralischer Nahrlésung
modifiziert nach ®AMER & MYERS (1952) angezogen, mit 3 % GO der Pressluft versorgt
und in einem Licht-Dunkel-Wechsel von 14 : 10 hatn. Die Beleuchtung erfolgte mit drei
36 Watt Leuchtstoffrohren (2x Kaltlicht, weif3; 1x avnlicht, weil3; GrRAM) und einer
Lichtintensitat von 3500 Lux.

MINERALISCHES NAHRMEDIUM STAMMLOSUNG PROL NAHRLOSUNG KONZENTRATION
FESTSTOFFE

MgSQ, x 7 H,0 - 0.20 g 0.20 g/l
Na-Citrat x 2 HO - 0.80¢g 0.80 g/l
CaCl x 2 HO - 0.02 g 0.02 g/l
VITAMIN -STAMMLOSUNGEN

Vitamin B, 0.10 g/l 1.0 ml 1 x 169/l
Vitamin By, 0.10 g/l 0.5 ml 5x 10g/
SPURENELEMENTESTAMMLOSUNG

MnCl, x 4 H,O 1.80 g/l 1.8 x 18 g/l
ZnSQ, x 7 B0 0.40 g/l 4x 109/l
CuSQ x5 H,0 0.02 g/l 1.0 ml 2 x 18 g/l
Na,MoO, x 2 H,0 0.20 g/l 2 x 14 g/l
Co(NOy),x 6 H,O 1.30 g/l 1.3x 10% g/l
WEITERE STAMMLOSUNGEN

FeSQ x 7 HO 13.90 g/l

Titriplex 111® (Na-EDTA) 18.60 gl 22 mi 61.4x 10 g Fell

Alle Stammldsungen und das Nahrmedium wurden miH,@dangesetzt. Die Eisen-Stammldsung
wurde bis zum vollstandigen Losen des Eisen-EDTAnlitexes mehrfach gekocht.
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Fur die heterotrophe Stammkultur wurden aus einer phototrophgrglena gracilis-Kultur
Zellen in organisches Nahrmedium nacbTNER et al. (1966) Uberfihrt und ohne zusatzliche
CO,-Versorgung im Dunkeln kultiviert. Nach etwa 10 €aghaben die Zellen ihren
Stoffwechsel vollstandig auf die Heterotrophie eisigllt. Die Stammkultur dient der
Dauerhaltung von heterotroph wachsenden Zellendass 5.8 g Glucose/l Nahrmedium
ausreichen. Fir die Aufarbeitungskulturen zur &olng des Paramylon-Synthase-Komplexes
wurde dagegen organisches Nahrmedium mit 10 g Gaicoerwendet. Vier bis sechs Liter
Nahrmedium wurden mit einer drei Tage gewachseneterdtrophenEuglena gracilis-
Stammkultur angeimpft. Diellernte erfolgte fur die Aufarbeitungen jeweils nach 40 h
Kulturdauer.

ORGANISCHES NAHRMEDIUM STAMMLOSUNG ~ PROL NAHRLOSUNG KONZENTRATION
FESTSTOFFE

(MgCGQs)4 X Mg (OH), - 049 0.4 4/l
Glucose x HO - 5.8gbzw.10g 584l bzw.g}lo
Harnstoff - 0449 0.4 g/l
L-Glutaminsaure - 500 5 g/l
D,L-Asparaginsaure - 20g¢ 29/l
D,L-Apfelsaure - 5049 5 g/l
Glycin - 25¢ 2.5 g/l
Na-Succinat x 6 kD - 0.1g 0.1 g/l
CaCQ - 0.1g 0.14l/
VITAMIN -STAMMLOSUNGEN

Vitamin B, 0.1 g/l 6.0 ml 6.0 x 16 g/l
Vitamin By, 0.19/l 0.5ml 5.0 x 10/l
SPURENELEMENTESTAMMLOSUNG

ZnSQ, x 7 1O 1.100 g/l 1.0 x 169/l
MnSQ, x H,O 0.580 g/l 5.8 x 18 g/l
(NH4)eM070,4 x 4 H,O 0.180 g/l 1.8 x 18 ¢/l
CoSQ x 7 H,0 0.024 g/l 10 ml 2.4 x 1bg/l
CuSQ x 5 H,0 0.077 g/l 7.7 x g/l
HsBO; 0.029 g/l 2.9 x 10¢/l
NaNG; x 4 H,O 0.074 g/l 7.4 x 10 g/l
WEITERE STAMMLOSUNGEN

KH,PO, 40 g/l 10 ml 0.4 g/l
MgSQ, x 7 H,O 14 g/l 10 mi 0.14 g/l
Fe(SQ), (NH,), x 6 H,O 2.1 g/l 10 ml 3 x 169 Fell

Alle Stammlésungen und das Nahrmedium wurden niit,@dangesetzt.

BESTIMMUNG DERZELLZAHL
Fur die Zellzahlbestimmung mit eineH®vA-Kammer wurden im Lichtmikroskop jeweils acht

Objekttrager ausgezahlt, wobei 100 gezahlte ZgitenObjekttrager einer Zellzahl von 1.56 x
10° Zellen/ml entsprechen.
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BESTIMMUNG DESKOHLENHYDRATGEHALTES

Der Kohlenhydratgehalt, der sich besonders beihdterotropherftuglena gracilis-Zellen vor
allem aus dem in den Zellen enthaltenen Paramyigibte wurde nach der Methode voroR
(1955) mit dem Anthron-Reagenz bestimmt.

ANTHRON-REAGENZ
0.1% Anthron
1% Thioharnstoff
in75% HSO,
Losen durch Erwarmen auf 70 °C

0.5 ml Probe (zweimal gewaschene Zellen in goHvurden mit 2 ml Reagenz vermischt und
15 min im kochenden Wasserbad (95 °C) erhitzt. 8mge Reagenz hydrolysiert dabei alle
Poly- und Oligosaccharide zu Monosacchariden, d&erivate mit dem Anthron zu einer
blaugefarbten Verbindung reagieren. Nach zigigeikiiAlen wurde die Extinktion bei 620 nm
gegen einen Blindwert (0.5 ml dd@&l mit 2 ml Reagenz) gemessen und der Kohlenhydratge
der Proben Uber einen Glucose-Standard (20 pgéstjrbomt.

2.10 KULTIVIERUNG ANDERER EUGLENIDA

Euglena sp.3 BAPS 4-2000 unBuglena sp.4 BAPS 5-2001 stammen aus Freilandisolaten von
Dr. Ingo Busse und wurden in Medium 3c (Erde-Waséedium mit 1/8 Erbse, GILOSSER
1994) bei Tageslicht und nattrlichem Tag/Nacht-Rmgds kultiviert.

Bl BIOCHEMISCHE METHODEN

2.11 [|SOLIERUNG DES PARAMYLON -SYNTHASE-K OMPLEXES

Zur Isolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes des Paramylon-Granula wurden
Euglena gracilis-Zellen unter heterotrophen Bedingungen fir 40.b {lage) in organischem

Nahrmedium © 2.9) mit 10 g Glucose/l kultiviert.

Zur besseren Ubersicht wird die Vorgehensweise migghden zunachst in Form eines
FlieBschemas dargestellt:
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Kultivierung vonEuglena gracilis
unter heterotrophen Bedingungen
Zellzahlbestimmung

Intakte Zellen abzentrifugieren,
waschen und in Puffer A aufnehmegn

Zellaufbruch mit der
Frenchpresse

Frenchpress-Extrakt abzentrifugierg

Uberstand: Sediment:
Membranen und Membranumschlossene Paramylon-Granula,
l6sliche mehrfach waschen, in Puffer B aufnehmse
Zellbestandteile Proteinbestimmung
Solubilisierung der Proteinkomplexe aus d
Granula-Membran mit dem zwitterionischén
Detergenz CHAPS
Solubilisierungs-Ansatz abzentrifugierer]
Uberstand: Sediment:
solubilisierte Paramylon-Synthaset Paramylon-Granula

Komplex - Detergenz-Micellen,
Proteinbestimmung

Ankonzentrieren der Micellen durch
Ultrazentrifugation

Saccharose-Dichtegradienten-

Zentrifugation
Native Enzymtest mit
Polyacrylamid- [“C]-
Gelelektrophorese UDP-Glucose

ZELLAUFBRUCH UND -FRAKTIONIERUNG

Nach dem Abzentrifugieren (5 min bei 1800 rpm) veudds Zellsediment dreimal mit dgbi
gewaschen. Alle folgenden Aufarbeitungsschrittedearauf Eis und mit vorgekihlten Geraten
und Lésungen durchgefihrt. Mit einem entsprechent@amenPuffer A wurde eine Zellzahl
von 1 x 18 Zellen/ml eingestellt. Der Aufbruch der Zellen @dgte mit einem auf 4 °C
vorgekuhlten Frenchpress-Kopf (max. ca. 40 m)3880 psi (260 bar).
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PUFFERA
50 mM  TRIS/HCI, pH 7.4
250 mM  Saccharose
3mM Na-EDTA (Titriplex 111®)
0.05 bis 0.1 mM  Pefabl6cSC
0.04 % (v/v) beta-Mercaptoethanol

Nach Zentrifugation (10 min bei 4004y) erhielt man im Uberstand die aufgebrochenen
Membranen und die loslichen Bestandteile der Zeler Uberstand wurde zur Herstellung
der Prazipitationshilfe flr den radioaktiven Enzgsit(> 2.12) verwendet oder verworfen. Im
Sediment befanden sich die noch von Membranen Upssd#nen Paramylon-Granula sowie -
als dunne Schicht auf dem Paramylon - noch intaldéen und gréRere Zelltrimmer. Die
intakten Zellen und Zelltrimmer wurden zunachst daH,O grindlich von dem Paramylon-
Sediment abgesplilt, welches anschlieRend noch kisrfiinfmal mittels Magnetrihrer in
Puffer A resuspendiert und gewaschen wurde (5 mii2@00xg).

PUFFERB
25mM  TRISHCI, pH 7.4
20 % (w/v) Saccharose
0.05 bis 0.1 mM  Pefabl6cSC
1 mM Dbeta-Mercaptoethanol

Abschliel3end wurde das Paramylon in mdglichst weniffer B resuspendiert, so dass eine zu
pipettierende Suspension entstand.

SOLUBILISIEREN DESPARAMYLON -SYNTHASE-KOMPLEXES

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der isoliertarafRylon-Granula in Puffer B wurden
0.2 ml Paramylon-Suspension mit 1.8 ml 2 % SDS 1% im Wasserbad gekocht und nach
Abkiihlung 3 min bei 2008g zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt zur Biobestimmung
verwendet © 2.14.1 ohne vorhergehende TCA-Fallung).

Der Solubilisierungs-Ansatz wurde auf eine Konzatin von 5 mg Protein/ml, 15 % Glycerin
sowie 0.15 % des zwitterionischen Detergenzes CH&PZL.4 mM im Ansatz) eingestellt und
entsprechend mit Puffer B aufgefillt. Die Solulidising erfolgte Giber Nacht bei 0 bis 4 °C auf
einem langsam eingestellten Magnetrihrer. Anscbhdl3wurde die Suspension einmal
gepottert und das Paramylon 10 min bei 4@Q(bzentrifugiert. Der Uberstand enthielt die
solubilisierten Enzym-Komplex-Detergenz-Micellen.ieDanschlieRende Bestimmung des
Proteingehaltes des Solubilisates erfolgte mit @ayehender TCA-FallungX 2.14.1).

ANKONZENTRIEREN DERPARAMYLON -SYNTHASE-KOMPLEX - DETERGENZMICELLEN
Das Solubilisat wurde in der Ultrazentrifuge 2 [@ish bei 190 000xg zentrifugiert, das

Sediment aus Protein-Detergenz-Micellen in wenigffdPuB (0.5 bis 1 ml pro
Zentrifugenbecher) resuspendiert und erneut gapotte
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SACCHAROSEDICHTEGRADIENTEN-ZENTRIFUGATION

Zur weiteren Aufreinigung wurde je 1 ml der ankamzerten und homogenisierten Micellen-
Suspension auf diskontinuierliche Saccharose-Dichtkenten aufgetragen und 16 h bei
190 000xg zentrifugiert. Die Gradienten wurden aus Saccletasungen mit 0.15 % CHAPS
in Puffer B folgender Konzentrationen gegossen:| 7%, je 2 ml 60 %, 50 %, 40 % und
30 % Saccharose. Die Gradienten wurden von obemunaen in 1 ml Portionen abgezogen, so
dass man pro Gradient 10 Fraktionen erhielt.

Diese waren das Ausgangsmaterial fur alle weitémeiten und wurden auf ihren Gehalt an
Paramylon-Synthase-Komplexen mittels Proteinbestimgn> 2.14), radioaktivem Enzymtest
(= 2.12) und nativer Polyacrylamid-Gelelektrophore2e2.15.1) tberpruft.

2.12 RADIOAKTIVER ENzYMTEST MIT [*C]-UDP-GLUCOSE

Isolierte Glucosyltransferasen wie die ParamylontBgse synthetisieren aus Nukleotidzuckern
entsprechende Oligo- bzw. Polysaccharidketten, dieh ab einer Lange von
10 Glucosemolekilen mit 70 % Ethanol (EtOH) ausféllassen. Durch die Verwendung von
[*“C]-UDP-Glucose als Substrat kann unter geeigneteaakfonsbedingungen die
Enzymaktivitat der Paramylon-Synthase uber die Mewgs synthetisierten radioaktiven
Glucans nachgewiesen werderu@QTMEIER 1987, B\(UMER 1998, BAUMER et al. 2001).

GEFRIERGETROCKNETE$’ARAMYLON

Gereinigtes, fibrillares Paramylon erhdht die Akéiv der enzymatischen Reaktion und wurde
von Dr. Dietrich Baumer zur Verfugung gestellt, lol@® soll die Herstellung hier nur
angedeutet werden: aus heterotroph kultivieEaglena gracilis-Zellen wurden die isolierten
Paramylon-Granula in 1 % SDS gekocht, mehrfachddit,O und anschlieRend mit Aceton
gewaschen und getrocknet. Nach Lésen des geraniaamylons in 1 M NaOH,
anschlieBender Neutralisation mit konzentrierter | HGhd mehrfachem Waschen des
entstandenen Prazipitats mit ddHwurde das Paramylon gefriergetrocknet und starfrdie
enzymatische Reaktion zur Verfigung.

PRAZIPITATIONSHILFE

Um die Fallung des im Enzymtest gebildeten Glucams verbessern, wurden
Membranfraktionen, die bei der Isolierung der PadamGranula aufuglena gracilis im
Uberstand angefallen sind>( 2.11), durch Ultrazentrifugation (2 h bei 100 08Q)
ankonzentriert, in ddf0 aufgenommen, gepottert und schliel3lich durch 16 Kochen
denaturiert.
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TESTANSATZ
fibrillares, gefriergetrocknetes Paramylon ~1mg
16.8 mM TRIS/Acetat pH 7.5, 1 mM Cagl 12 pl
Saccharose-Dichtegradienten-Fraktion 50 ul (4®@bigg Protein)
[*“C]-UDP-Glucose 4 ul (= 0.5 uM)

Als negative Kontrolle wurden statt der SacchafOsdrtegradienten-Fraktion 50 pl
hitzedenaturiertesEuglena gracilissMembransediment (Prazipitationshilfe) in den Amsat
gegeben. Die Ansatze wurden 30 min bei 20 °C irndibiDurch Zugabe von 0.5 ml
5 % Trichloressigsaure (TCA) und 1 min Kochen imsg&bad wurde die Reaktion beendet.
Zur Fallung des gebildeten radioaktiven Glucansdenr50 pl Prazipitationshilfe zum Ansatz
gegeben sowie durch Zugabe von 1.5 ml 98 % EtOH &tOH-Endkonzentration von
70 % eingestellt.

Die Fallung erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Zur Treng des EtOH-loslichen Substrates
[**C]-UDP-Glucose von dem ausgeféllten Produkt wurdin Ansatze 10 min bei 400
zentrifugiert. Das Sediment wurde anschlieBendnthkmit je 1.5 ml 70 % EtOH gewaschen,
wobei der Uberstand vorsichtig von dem lockerenirBedt abgezogen wurde. Dass es sich bei
dem gebildeten Produkt um beta-1,3-Glucan handeitde von BUMER et al. (2001) durch
enzymatische Produktanalyse gezeigt. Die Messungaeioaktivitat erfolgte schliel3lich nach
Uberfiihrung des Glucan-Sedimentes mit 1 ml 98 %HEI® ein Zahlflaschchen mit 5 ml
Szintillationsmix und einer einstindigen Inkubatiobei Raumtemperatur in einem
Szintillationszahler gegen 1 ml .8 + 5 ml Szintillationsmix zur Bestimmung der
Hintergrundstrahlung.

Das Prinzip der Flussig-Szintillations-MessufigsC = liquid scintillation counting) ist die
Umwandlung der Energie des radioaktiven beta-Zerfal emittierte Elektronen, bet“C] mit
einer maximalen Energie von 0.157 MeV) in Lichtgaerdurch die organischen Verbindungen
im Szintillationsmix. Die Photonen bzw. Lichtblitzednnen von den Detektoren des
Szintillations-Z&hlers gemessen werden und manltediéi Ergebnisse in cpm (counts per
minutes = Zerfalle pro Minute).

2.13 PHOTOAFFINITATS -MARKIERUNG DER SUBSTRATBINDENDEN UNTEREINHEIT

Zur ldentifizierung der eigentlichen Paramylon-$yge in dem beta-1,3-Glucan-
synthetisierenden Enzymkomplex wurde nach einemhbtit von [BLMER et al. (1991) eine
Photoaffinitats-Markierung durchgefuhrt. Das Prinziieser Technik beruht auf einer durch
UV-Bestrahlung verursachten kovalenten Bindung eles dem Substrat UDP-Glucose und
dem aktiven Zentrum des substratbindenden Enzyragu Dvurden die aktiven Paramylon-
Synthase Enzym-Komplexe zusammen mit dem radioaktivkierten Substrat auf Eis und
unter UV-Bestrahlung inkubiert und anschlieRendcduSDS-PAGE © 2.15.2) in ihre
Untereinheiten aufgetrennt.
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2.13.1 SYNTHESE VON [alpha-**P]-UDP-GLUCOSE

Das Substrat fiir die Paramylon-Synthase, [af§BRUDP-Glucose, wurde aus [alpfd]-
UTP (250 pCi) und alpha-D-Glucose-1-phosphat durdmsatz mit UDP-Glucose
Pyrophosphorylase [EC 2.7.7.9] und Anorganischeophosphatase [EC 3.6.1.1] synthetisiert:

REAKTIONSMECHANISMUS

EC2.7.7.9
[alpha®*P]-UTP + alpha-D-Glucose-1-posphat > Pyrophosphat + [alph¥P]-UDP-Glucose
EC3.6.1.1
Pyrophosphat + D > 2 Orthophosphat

Dazu wurde das radioaktive UTP zunachst in der Vakaentrifuge vollstandig getrocknet und
in 216 pl HEPEIKOH-Puffer pH 7.3 mit 13 mM alpha-D-Glucose-1-ppbat aufgenommen.
Der Umsatz der Substrate UTP und Glucose-1-phosptffialigte fir 30 min bei 30 °C mit
3.5 U UDP-Glucose Pyrophosphorylase und 4 U Anasgaer Pyrophosphatase.

HEPES/KOH-PUFFER
50 MM  HePEYKOH pH 7.3
8 MM  MgChk x 6H,0O
0.8 MM Na-EDTA

ETHANOLISCHE AMMONIAKLOSUNG
50% EtOH
0.16 N NHOH

Der gesamte Ansatz wurde grindlich mit 2 mg gegltktivkohle vermischt und 2 min bei
15 000 xg zentrifugiert. Das Aktivkohle-Sediment wurde zwalmmit je 200 pl ddHO
gewaschen und die UDP-Glucose anschlielend dremmal je 100 pl ethanolischer
Ammoniaklosung aus der Aktivkohle extrahiert. Diedistande der Extraktionen wurden in
einem frischen 1.5 ml Reaktionsgefal3 vereint undien Vakuumzentrifuge getrocknet. Die
radioaktiv  markierte  [alph&P]-UDP-Glucose  wurde schlieRlich in 50 pl
50 % EtOH aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.13.2 M ARKIERUNG DER SUBSTRATBINDENDEN UNTEREINHEIT

Vor jedem Markierungsexperiment wurde die benétigtenge [alpha?P]-UDP-Glucose in
50 % EtOH in der Vakuumzentrifuge getrocknet und der entsprechenden Menge
HePeESKOH-Puffer aufgenommen. Um die Abhangigkeit derrkierung von Metallionen zu
Uberprifen, wurden aulRer dem fur die Synthese deP-Glucose verwendeten Puffer
(HEPEIKOH mit 8 mM MgCh und 0.8 mM EDTA) entsprechende Puffer mit 1 mM GaC
bzw. mit 8 mM MgC} und 1 mM CaClverwendet.

TESTANSATZ (70 pl)

Saccharose-Dichtegradienten-Fraktion 50 pl (4@0igg Protein)
[alpha®’P]-UDP-Glucose in HPESKOH pH 7.3 4 pl bis 10 pl
HEPESKOH pH 7.3 16 pl bis 10 pl
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Die Reaktionsgefale wurden auf Eis mit geodffneteetk®l 20 min unter UV-Bestrahlung
(254 nm) inkubiert. Als Kontrollen wurden Ansatzene Protein und mit hitzedenaturiertem
Protein (Prazipitationshilfe,» 2.12) im UV-Licht sowie Enzymhaltige Proben ohne
UV-Bestrahlung (Dunkelkontrolle) verwendet. Ansefdend wurden die Anséatze mit 50 pl
SDS-Probenpuffer® 2.15.2) versetzt, 5 min bei 95 °C solubilisierdurach Abkihlung einer
SDS-PAGE © 2.15.2) unterzogen. Als Markerproteine wurden jéesvein [““C]-methylierter-
und ein Prestained-Standaré @.15.3) verwendet.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit Sis2r2.16.2) oder CoomasSieBrilliant
Blue R250 © 2.16.3) gefarbt und auf Filterpapier ca. 1.5 h@&PC im Vakuum-Geltrockner
getrocknet.

Die Detektion der Radioaktivitat erfolgte tUber Nabki Raumtemperatur entweder mit einem
Phospho-Imager und dem ProgramnuiMANALYST® oder durch Inkubation der Gele mit
Autoradiographie-Filmen in Filmkassetten. Die Filmvarden fur 1 bis 2 min im Entwickler
und nach kurzem Wassern fur 1 bis 2 min im Fixidrer Rotlicht entwickelt, anschlie3end
getrocknet und nach Abgleich des Prestained-Mariagescannt.

2.14 PROTEINBESTIMMUNG

2.14.1 MODIFIZIERTE PROTEINBESTIMMUNG NACH LOWRY ETAL . (1951)

Das Prinzip dieser Proteinbestimmung beruht auBildung eines Kupfer-Protein-Komplexes
in alkalischer Lésung, welcher anschlie3end eirresa®hosphomolybdat-Phosphowolframat-
Reagenz (Folin-Ciocalteus Phenolreagenz) reduidatdabei entstehende Blaufarbung wurde
photometrisch bei 578 nm bestimmt und anhand efienkurve mit Rinderserumalbumin
(52 pg bis 130 ug BSA) der Proteingehalt der Probestimmt. Modifiziert wurde diese
Methode bei Bedarf durch eine vorgeschaltete Rrfatkung mittels TCA, um auch geringe
Protein-Konzentrationen bestimmen zu kdnnen uncestie Effekte von Puffern 0.4. auf die
Farbreaktion zu vermeiden.

TCA-FALLUNG

0.2 ml Probe (gegebenenfalls verdinnt) wurden mi,® auf 1 ml aufgefillt, die Proteine
durch Zugabe von 0.1 ml 3 M TCA fur 5 min gefalhduanschlieRend 30 s bei 6089
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert uieZentrifugenglaser ca. 5 min kopfiber auf
Filterpapier gestellt.

PROTEINBESTIMMUNG

Das Proteinsediment wurde in 0.1 ml 2 % SDS gdlisv. maximal 0.1 ml des Uberstandes

der in 2 % SDS gekochten Paramylon-Granula in PuBe eingesetzt,> 2.11) und
anschlieBend mit 2 ml Lowry-Reagenz vermischt.
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LOWRY-REAGENZ

100 VOL Lowry A 4 g NaOH /1 und 20 g MaG, / |
1VOL Lowry B 1% CuSQ@x 5 HO
1VOL Lowry C 2 % NaK-Tartrat

- vor Gebrauch mischen

Nach 10 min Inkubation im Dunkeln wurde 0.1 ml ReCiocalteus Phenolreagenz (vor
Gebrauch 1:2 mit dd#®© verdunnt) in den Ansatz pipettiert, grindlich cdunischt und nach

weiteren 30 min im Dunkeln gegen 0.1 ml 2 % SDSmPRLowry-Reagenz und 0.1 ml

1:2 verdinntes Folin gemessen.

2.14.2 BIORAD-PROTEINASSAY

Der BoORAD-Proteinassay basiert auf der Methode voRAM-ORD (1976), also einer
Farbveranderung des Farbstoffs Coom&s8lliant Blue G-250 in Abhangigkeit von der
Proteinkonzentration. Dabei bindet der Farbstoffdoeugt an basische (vor allem Arginin) und
aromatische Aminosauren des Proteins, wodurch dasorfstionsmaximum einer sauren
Coomassi@ Brilliant Blue G-250-Lésung von 435 nm nach 595 venschoben wird.

Fur den Protein-Microassay wurden die zu messeRdeteinlosungen mit ddi® auf 0.8 ml
verdinnt, mit 0.2 ml Reagenz vermischt, 10 minR&imtemperatur inkubiert und bei 595 nm
gemessen. Zur Eichung wurden Ansatze mit 4.5 bigtd BSA verwendet und als Referenz
dienten 0.8 ml ddpD + 0.2 ml Reagenz.

2.15 POLYACRYLAMID -GELELEKTROPHORESE [PAGE]

2.15.1 NATIVE PAGE

Die Analyse der Saccharose-Dichtegradienten-Fna&tio mittels nativer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde Uberwiegend an demsPSysTEM™-Anlage der Technischen
Fakultat der Universitat Bielefeld durchgefuhrt.eBeé besteht aus einer programmierbaren
automatischen Elektrophorese-Einheit und einer faienprogrammierbaren Entwicklungs-
Einheit fUr die anschlieRende Farbury 2.16.1) und arbeitet mit Fertiggelen.

Es wurden diinne Polyacrylamid-Gradientengelgaf#*GEL® 4 bis 15 % Polyacrylamid;
Mafe: 43 x 50 x 0.45 mm; Trennbereich: 150 bis 1RD@; Gelpuffer: 0.112 M Acetat,
0.112 M Tris pH 6.4; Sammelgel (13mm): 4.5 % T/ 3 % C; Trenrf@2mm): 4 bis 15 % T/

1 bis 2 % C] verwendet, die auf einer stabilisiden Kunststoffschicht (&.BOND)
aufgetragen sind. Der Laufpuffer fiir die Elektropfse befand sich in denHRSTGEL®
Pufferstreifen [41 x 10 x 6 mm], die aus 3 % AgardEF bestanden und mit dem nativen
Puffer [0.88 M L-Alanin, 0.25 M Ris pH 8.8] getrankt waren.
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NATIVER PROBENPUFFER
62.6 MM TRISHCI pH 6.8
40 % (v/iv)  Glycerin
0.01 % (w/v)  Bromphenolblau

Die Saccharose-Dichtegradienten-Fraktionen wurd2mfit nativem Probenpuffer vermischt,

mittels eines Applikators fur acht bzw. zwo6lf Prabeaufgenommen und wahrend der
Elektrophorese automatisch auf das Gel aufgetraDes. Programm bestand aus folgenden
Schritten:

METHODE 8
(NATIV)
8.1 Kihlung 200V 1I0mA 20W 16 °C 4 Vh
8.2 Sammelgel 20V I1mA O0O0OW 15 °C 10 Vh

8.3 Trenngel Anfang 300 V 83mMA 24W 16 °C 14 Vh
Trenngel Ende 400V 0.5mA 0.0W 15°C 83 Vh

Im Anschluss an den Gellauf wurden die Fertiggeieekd in die Entwicklungs-Einheit
eingelegt und einer Silber-Farbung naclEuKESHOVEN & DERNICK (1985) €& 2.16.1)
unterzogen.

Native Gradientengele (4 bis 15 %) fir dasmBaD-System Mini Protean Il wurden mit Hilfe
eines Gradientenmischers, einer Peristaltikpumpe des BoRAD-Gelgiel3standes gegossen.
Sowohl die Polyacrylamid-Losungen als auch der pafiér wurden wie bei der SDS-PAGE
(= 2.15.2) nur ohne denaturierendes SDS angesetztpiDieinhaltigen Proben wurden mit
nativem Probenpuffer solubilisiert und die Gele damr im Anschluss an die Elektrophorese
mit Silber © 2.16.2) oder mit CoomasSi@rilliant Blue R250 © 2.16.3) gefarbt.

2.15.2 SDS-PAGE

Proteine werden durch das Detergenz SDS zu negelddenen SDS-Protein-Komplexen mit
konstantem Ladungs- / Masse-Verhaltnis denatuisertjass sie in der Gelelektrophorese zur
Anode wandern und aufgrund ihrer GréRRenunterschadgetrennt werden. Die Trennung
erfolgte in einem diskontinuierlicherriB-Glycin-System aus zwei Gelen mit unterschiedlichen
pH-Werten und Acrylamid-Konzentrationen (Sammelgadl Trenngel) nachAemmLl (1970).
Fur die unterschiedlichen SDS-Gelelektrophoreseralfyéische, radioaktive und préparative
Gele) wurde Uberwiegend dasoRAD-System Mini Protean Il verwendet, bei dem die Gele
eine GrofRe von 90 x 60 x 0.75 mm aufweisen (im &undgn als kleine Gele bezeichnet). Bei
Bedarf, v.a. zu Praparationszwecken, wurden grdB8-Gele (160 x 120 x 1 mm) in einer
selbstgebauten Elektrophoresekammer angefertigt.Hilie eines Gradientenmischers, einer
Peristaltikpumpe und desdRaD-Gelgiel3standes wurden bei Bedarf auch SDS-Graatigete
gegossen.
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Zunachst wurde das Trenngel zur Glattung der Gl mit wassergesattigtem Isobutanol
und nach ca. 1 h zum vollstandigen Auspolymerisieiiber Nacht bei 4 °C mit ddB
Uberschichtet.

Das Sammelgel wurde auf das mit d@Habgespulte Trenngel gegossen, mit Hilfe eines
Kammes mit sieben bis zehn Taschen, bei groRem@®@eitel7 Taschen versehen. Nach 1 bis
2 h war die Polymerisation abgeschlossen und diasahen wurden vor der Verwendung des
Gels mit ddHO gesplilt.

Die Protein-Proben wurden 1:2 mit Probenpuffer vscit, 5 min bei 95 °C im Wasserbad
inkubiert und anschlieRend auf Raumtemperatur abigek

Der Gellauf erfolgte bei Raumtemperatur (kleine&pehit konstant 5 bis 10 mA pro Gel im
Sammelgel und 20 bis 25 mA pro Gel im Trenngel bei.4 °C (grof3es Gel) mit konstant
20 mA im Sammelgel und 30 mA im Trenngel. Ansclaie® wurden die Gele entsprechend
der weiteren Verwendung behandelt.

TRENNGEL (10ml)

8% 10% 12%

mit 2.7 % C

2ml 2.5 ml 3ml

40 % Acrylamid (w/v)

12ml 14ml 1.6ml 2 % Methylenbisacrylamid (w/v)
10X Trenngelpuffer pH 8.8
LmbImb1mb o a8 M Tris, 0.86 M TRISHCI)
0lm O01ml 01ml 10 % (w/v)SDS
56m 52ml 44ml ddiD
70 pul 70 pul 70 ul 10 % (w/v) APS
7l 7 ul 7 ul EMED
SAMMELGEL (10ml)
4% mit2.7%C
1ml 40 % Acrylamid (w/v)
0.5ml 2 % Methylenbisacrylamid (w/v)
1ml 10X Sammelgelpuffer pH 6.8
(0.04 M TRIS, 1.21 M TRIS/HCI)
0.1ml 10 % (w/v) SDS
7.4 ml  ddHO
70 ul 10 % (w/v) APS
7 ul TEMED
SDS-FROBENPUFFER
62.6 MM TRISHCI pH 6.8
25 % (v/v) Glycerin
2% (wlv) SDS
0.01 % (w/v) Bromphenolblau
(20mM DTT)
SDS-LAUFPUFFER
25mM  TRISpH8.45
192 mM  Glycin
0.1 % (w/iv) SDS
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2.15.3 BESTIMMUNG DES M OLEKULARGEWICHTES AUFGETRENNTER PROTEINE

Fir die native PAGE in demHRsTSYsTEM ™-Anlage wurde eitHMW -Marker verwendet, der
folgende Proteine enthielt:

Mg
THYROGLOBULIN 669 000
FERRITIN 440 000
KATALASE 232 000
LACTATDEHYDROGENASE 140 000
ALBUMIN 67 000

Fur die SDS-PAGE wurden entweder éeestained-SDS-PAGE-StandardLow Range):

Mg
PHOSPHORYLASEB 102 000
RINDERSERUM ALBUMIN 78 000
OVALBUMIN 49 500
CARBONISCHE ANHYDRASE 34 200
SOJABOHNEN TRYPSIN INHIBITOR 28 300
LYsozym 19 900

oder derPrecision-Protein-Standard™-Prestained (Broad Range) aus zehn rekombinanten

Proteinen mit M 250 000, M 150 000, M 100 000, M 75 000, M 50 000, M 37 000, M 25
000, M 20 000, M 15 000 und M10 000 verwendet.

Fiur die radioaktive Photoaffinitats-Markierung» (2.13.2) wurde zusatzlich zum Prestained
SDS-PAGE Standard auch eiMarker mit ['“C]-methylierten Proteinen mit einer
spezifischen Aktivitat von 0.37 bis 3.7 MBg/mg (18 100 puCi/mg) verwendet:

Mg
MYOSIN 220 000
PHOSPHORYLASEB 97 400
RINDERSERUM ALBUMIN 66 000
OVALBUMIN 46 500
CARBONISCHE ANHYDRASE 30 000
LYsozym 14 300

Die Bestimmung des Molekulargewichtes eines Prestarfolgte durch das Auftragen der
Wanderungsstrecke der Proteine gegen den dekaditdgarithmus ihrer molaren Massen im
Vergleich zu den Eichproteinen der Standards.
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2.16 PROTEINNACHWEIS IM POLYACRYLAMID -GEL

2.16.1 SILBER -FARBUNG FUR NATIVE PHASTSYSTEM '™ PAGE

Diese Farbemethode fur Polyacrylamidgele nadud#sHOVEN & DERNICK (1985)ist das
Standard-Programm der automatischemd¥SysTem™-Anlage in der Technischen Fakultat
der Universitat Bielefeld 2.15.1). Samtliche Lésungen wurden mit Millipor&-8,0 und
den in der Technischen Fakultdt vorhandenen Chdimikeangesetzt. Die HASTGEL®-
Fertiggele wurden nach dem Gellauf kopfiber inEéwicklungs-Einheit eingehéngt und der
Farbung nach folgendem Programm unterzogen:

METHODE 6 ZEIT TEMPERATUR
(HEUKESHOVEN [MIN] [°C]

6.01 Fixierer | 30 % MeOH, 10 % TCA 0.5 25

6.02 Fixierer Il 30 % EtOH, 10 % Essigséure 0.4 50

6.03 Fixierer Il 30 % EtOH, 10 % Essigsaure 4.0 50
30 % EtOH, 0.4 M Na-Acetat,

6.04 Konditionierer 0.5 % Glutardialdehyd, 7.0 40
0.05 % Essigsaure, 0.2 % Na-Thiosulfat

6.05 Waschen Millipore-8-H,0 3.0 50

6.06 Waschen Millipore-8-H,0 3.0 50

6.07 Waschen Millipore-8-H,0 3.0 50

6.08 Waschen Millipore-&-H,0 4.0 50

6.09 Waschen Millipore-6&-H,0 4.0 50

0.1 % Silbernitrat,

6.10 Versilberer 92.5 ppm Formaldehyd 8.0 40
. 0.1 % Silbernitrat,

6.11 Versilberer 92.5 ppm Formaldehyd 2.0 25
. 2.5 % Na-Carbonat,

6.12 Entwickler 92.5 ppm Formaldehyd 0.4 30
. 2.5 % Na-Carbonat,

6.13 Entwickler 92.5 ppm Formaldehyd 4.0 50

6.14 Stopp-Lésung 50 mM NeEDTA 2.0 50

6.15 Waschen Millipore-8-H,0 3.0 50

6.16 Konservierer 10 % Glycerin 4.0 50

6.17 Waschen Millipore-&-H,0 0.4 25

Die gefarbten RasTGEL®-Fertiggele wurden fiir Monate in Petrischalen b&C4aufbewahrt.

2.16.2 SILBER -FARBUNG FUR NATIVE UND SDS-PAGE

Diese Methode nachiBwMm et al. (1987) wird bei Raumtemperatur durchgefiiimd kann fur
native und SDS-Gele verwendet werden. Durch dereil@xwird eine Diffusion der Proteine
im Gel verhindert und er fuhrt ebenso wie das Wasschit EtOH zu einem klaren Hintergrund
durch Entfernung storender Substanzen. Thiosulfad uFormaldehyd erhdhen die
Empfindlichkeit und verstarkt den Kontrast der Fkéml, die auf einer Bindung des
Silbernitrates an die Proteine basiert. Die Behamglimit dem Entwickler fihrt schlief3lich zu
einem Abscheiden metallischen Silbers in Abhangigken der Art des Proteins und dessen
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Menge. Die Stopp-Losung beendet diese ReaktiondasdGlycerin verhindert das Einreil3en
des Gels beim Trocknen. Alle Lésungen wurden miHgl3langesetzt.

ZEIT
50 % MeOH, 12 % Essigsaure, . .
01 FIXIERER 0.019 % Formaldehyd 9 15 bis 60 min
3 x 10 min
02 WASCHEN 50 % EtOH bis Gber Nacht
03 IMPRAGNIERER 0.02 % Na-Thiosulfat genau 1 min
04 WASCHEN ddH,0 3x20s
05 FARBUNG 0.2 % Silbernitrat, 0.028 % Formaldehyd 15 bisi80
06 WASCHEN ddH,0O 3 xgenau 20 s
1 bis 20 min

6 % Na-Carbonat, 0.4 %Na-Thiosulfat,

0.019 % Formaldehyd bzw. bis Banden

sichtbar sind

07 ENTWICKLER

08 WASCHEN ddH,0O 3x20s
09 SToPPLOSUNG 50 % MeOH, 12 % Essigséure 2 x 10 min
10 TROCKNER 30 % EtOH, 3 % Glycerin 10 bis 20 min

Die gefarbten Gele wurden bis zum Trockne® (2.16.6) in Trocknerlésung bei
Raumtemperatur aufbewahrt.

2.16.3 CooMASSIE® BRILLIANT BLUE R250-FARBUNG FUR NATIVE UND SDS-PAGE

Die gelelektrophoretisch getrennten Proteine konméndem Farbstoff CoomasSieBrilliant
Blue R250 im Gel angefarbt werden. Durch ein saldseu wird die ionische Bindung
zwischen dem Farbstoff und den basischen Aminosadee Proteine gefdrdert und es findet
gleichzeitig eine Fixierung der Proteinbanden im @ ein Auswaschen von SDS aus dem
Gel statt. Die Entfarbung erfolgte jeweils durcherbis dreifaches Wechseln des Entfarbers.
Die Standard-Coomassié-Farbung bei Raumtemperatur erfolgte modifiziert nach
FAIRBANKS et al. (1971):

ZEIT
01 FIXIEREN 2.5 % Isopropanol, 10 % Essigsdure 30 min
5 ——
02  FARBEN _0.1 Yo Coo_ma§s(?eBr|II|ant Blue R250 1 bis 2 h
in 7 % Essigsaure
03 ENTFARBEN 7 % Essigséaure uber Nacht

Fur Gele, deren Proteine anschlieRend einer Trygaitung © 2.20.1,»> 2.21.1) unterzogen
werden sollten, wurde einmethanolische CoomassfeFarbung (nach Angaben der Keck
Facility an der Yale Universitat, New Haven, Cortred, USA,
http://keck.med.yale.edu/prochem/stain.htm) angeleen

ZEIT
01 FXIEREN+ 0.1 % CoomassieBrilliant Blue R250 30 bis 50 min
FARBEN in 50 % MeOH, 12 % Essigsaure
02 ENTFARBEN 50 % MeOH, 12 % Essigsaure 1bis3h
03 WASSERN ddH,0O Uber Nacht
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2.16.4 KUPFERCHLORID -FARBUNG FUR PRAPARATIVE SDS-PAGE

Werden SDS-haltige Polyacrylamidgele nach der Ebdpkiorese in Kupferchlorid-Losung
gelegt, bildet sich innerhalb von kurzer Zeit inndproteinfreien Bereichen des Gels ein
blaugrin-weilR3es opakes Prazipitat, wahrend dieePiodnden klar bleiben (Negativ-Farbung
nach LEE et al. 1987). Die Sensitivitét dieser Methodetliegischen der CoomasSi®rilliant
Blue R250- und der Silber-Farbung und ist fur prapee Gele empfehlenswert, da die
Proteine wahrend der Inkubation nicht fixiert werde

Fur das Ausschneiden der Proteine mit einem geptemmiSkalpell wurden die Gele auf eine
saubere Glasplatte und zur besseren Darstellungragfarbten Banden auf einen schwarzen
Untergrund gelegt. Das Entfarben erfolgte durch |&le¥en der ausgefallenen
Kupferkomplexe mit EDTA in basischem Milieu.

KLEINE GELE GRORE GELE
01 FARBEN 3 M CuCb ~5 min ~ 10 min
02 WASCHEN ddH,0O 2-mal 20 s
ENTFARBEN DER 2- bis 3-mal wechseln,
03 AUSGESCHNITTENEN isrgl\;Im\EAD?IAS/HCI pH 9.0 bis die Banden
BANDEN vollstéandig entfarbt sind

Die ausgeschnittenen, entfarbten Banden konnerednisElution der Proteine bei —20 °C
gelagert werden.

2.16.5 IMIDAZOL [ ZINK -FARBUNG FUR PRAPARATIVE SDS-PAGE

Das Zinc-stain-and-destain-Kit fur die reversibt@dazol / Zink-Farbung von SDS-Gelen nach
FERNANDEZ-PATRON et al. (1992)st wie die Kupferchlorid-Methode=% 2.16.4) eine inverse
Farbung von Proteinen im SDS-Gel. Das Imidazol tsdapei flr einen starkeren Kontrast
zwischen ungefarbten Proteinbanden und gefarbtemteitdirund. Der entstehende Imidazol-
Zink-Komplex ist bei neutralem oder basischem pHAMel6slich und bildet die weil3e
Farbung an den proteinfreien Geloberflachen. Dat & die Proteine gebundene SDS
verhindert die Komplexbildung und es kommt zu uégaeen und - im Vergleich zu
fixierenden CoomassieBrilliant Blue R250- oder Silber-Farbungen - zuestisch nicht
modifizierten Banden.

KLEINE GELE GRORE GELE

01 WASCHEN ddH,0 2-mal 20 s 2-mal 1 min

02 VORINKUBIEREN Lésung A (Imidazol) 10 bis 20 min

03 FARBEN Lésung B (ZnSQ) 30s 1 min

04 STOPPEN ddH,0O 3-mal 1 min
ENTFARBEN DER Zn-Destain (1X) 2- bis 3-mal wechseln,

05 AUSGESCHNITTENEN 25 mM TRIS, bis die Banden
BANDEN 192 mM Glycin vollstandig entfarbt sind
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Die Gele wurden nach dem Abstoppen der Farbrealgggebenenfalls mit Durchlicht oder mit
UV-Licht dokumentiert und kdnnen bei RaumtemperatwldHO fur einige Tage aufbewahrt
werden, ohne dass sich die Farbung verédndert oskerBdnden diffundieren. Fir das
Ausschneiden der Proteine mit einem gereinigtedp8Kavurden die Gele auf eine saubere
Glasplatte und zur besseren Darstellung der ungefér Banden auf einen schwarzen
Untergrund gelegt. Die ausgeschnittenen entfarBtarden kénnen bis zur Elution der Proteine
bei —20 °C gelagert werden.

2.16.6 TROCKNEN VON POLYACRYLAMID -GELEN

Die Gele wurden nach luftblasenfreiem Einwickelnnmt Trockner-Losung (30 % EtOH,
3 % Glycerin) getrankten, durchsichtigen Celloploéiah auf einer Glasplatte innerhalb
weniger Tage getrocknet und sind dann im DunkeiRaeimtemperatur mehrere Jahre haltbar.
Die gefarbten Gele der Photoaffinitdts-Markierubggperimente © 2.13.2) wurden auf
Filterpapier ca. 1.5 h bei 60 °C im Vakuum-Geltnoekgetrocknet.

2.17 ELUTION VON PROTEINEN AUS POLYACRYLAMID -GELEN

Die zu eluierenden Protein-Banden wurden mit eirlet®H-gereinigten Skalpell aus den
Kupferchlorid- & 2.16.4) oder Imidazol / Zink-gefarbter>(2.16.5) Polyacrylamidgelen
ausgeschnitten, in der entsprechenden Entfarbardgientfarbt und mit ddi® gewaschen.
Anschlielend wurden die Gelstiicke in 1.5 ml Reakgefalle Uberfuhrt, in denen auch die
Elution der Proteine nach einer Methode voxGER & BURGESS(1980) erfolgte. Dazu wurde
auf die kleingeschnittenen Banden ein die Gelstliogdeckendes Volumen Elutionspuffer
gegeben und der Ansatz 3 h bei Raumtemperatur @gjgsith

ELUTIONSPUFFER
0.05M TRISHCIpH 7.9
0.1 % (w/iv) SDS
0.1 mM Na-EDTA
2mM  DTT

Nach Zentrifugation fur 1 min bei 20 004y wurde die proteinhaltige Flissigkeit ohne
Gelstiicke in ein frisches 1.5 ml Reaktionsgefal3rfibe, gegebenenfalls ankonzentriert
(= 2.18) und bis zur weiteren Verwendung bei —20 é@aggert.

2.18 ANKONZENTRIEREN VON PROTEINHALTIGEN L OSUNGEN

Zum Ankonzentrieren von proteinhaltigen Losungemden die Vakuum-Zentrifugation sowie
verschiedene Fallungsmethoden angewendet.
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2.18.1 VAKUUM -ZENTRIFUGATION

Die Reaktionsgefal3e wurden mit getffnetem Deckelder Zentrifuge positioniert und bis zur
gewunschten Volumenreduzierung der Probe im Vakmih240xg bei Raumtemperatur oder
30 °C zentrifugiert. Da bei diesem Verfahren s&h#i Bestandteile der Losung ankonzentriert
werden, diente es lediglich der Volumenreduktion.

2.18.2 ACETON-FALLUNG

Die proteinhaltige Losung wurde mit dem 9fachenwioén —20 °C kaltem Aceton vermischt
und 30 min bis Uber Nacht bei —20 °C inkubiert. INaZentrifugation (15 min bei
14 000xg) wurde der Uberstand abgezogen und das Sedimeaniribei Raumtemperatur bei
geoffnetem Deckel getrocknet. Die gefallten Praenurden je nach weiterer Verwendung in
dem entsprechenden Puffer aufgenommen oder beiG-gelagert.

2.18.3 TCA-FALLUNG

Die Fallung von Proteinen aus wassrigen LosungemhdZugabe von Trichloressigsaure
(TCA) ist ein denaturierendes Verfahren und wurdehnder Methode vonrRBsT et al. (1990)
durchgefuhrt. Ein 8L proteinhaltige Loésung wurde mit 10V 25 % TCA sowie 6 WL 12.5 %
TCA versetzt, 15 min auf Eis inkubiert und 15 miai K3 000xg in der Kuhlzentrifuge
zentrifugiert. Nach dem Abziehen des Uberstandeslevdas Sediment mehrmals mit =20 °C
kaltem Aceton gewaschen. Die geféllten Proteinedemije nach weiterer Verwendung in dem
entsprechenden Puffer aufgenommen oder bei —2@Agert.

2.18.4 METHANOL / CHLOROFORM -FALLUNG

Diese Methode nach W$sEL& FLUGGE (1984) ist ebenfalls ein denaturierendes Verfalurgh
kann gut fur die Fallung von Proteinen aus LOsungah geringer Proteinkonzentration
verwendet werden. Dazu wurden bei Raumtemperatdfol Proteinlosung mit 4 WL
Methanol griindlich vermischt und 10 s bei 90@0zentrifugiert. Nach Zugabe von 1oV
Chloroform (bei hohem Phospholipid-Gehalt solltevW@. verwendet werden) wurde erneut
grundlich gemischt und 10 s bei 90&§ zentrifugiert. Zur Phasentrennung wurden schiosfli
3 VoL ddH,O grundlich mit dem Ansatz vermischt und 1 min 8@00xg zentrifugiert. Die
obere wassrige Methanol-Phase wurde abgezogen enworfen, ohne die proteinhaltige
Interphase zu beschéadigen. Zum Sedimentieren deyefallenen Proteine wurde der Ansatz
erneut mit 3 WL Methanol grundlich vermischt und 2 min bei 90K zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgezogen und nach Twow an der Luft wurden die geféllten
Proteine je nach weiterer Verwendung in dem ent$ieneden Puffer aufgenommen oder bei
—20 °C gelagert.
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2.19 BESTIMMUNG DER N-TERMINALEN AMINOSAUREN -SEQUENZ

Die N-terminale Proteinsequenzierung mit einem mattischen modularen Sequenzer
(KNAUER, Modell 816 mit PTH-online-Injektion) wurde von MaOliver Lutter an der Fakultat
fur Chemie der Universitat Bielefeld in der Arbeitsppe von Prof. Dr. H. Tschesche
durchgefuhrt. Das isolierte Protein wurde an einédDP-Membran gebunden in die
Reaktionskammer gegeben und dedman-Abbau unterzogen. Prinzip des Edman-Abbaus ist
eine zyklische Abspaltung der jeweils am N-Termicles Proteins befindlichen Aminoséure
durch die Reaktion der Aminogruppe mit Phenylismtiianat (PTH) im basischen Milieu und
einer anschlieRenden Spaltung der Peptidbindungaimnen Milieu. Die derivatisierten PTH-
Aminosauren wurden auf einer angeschlossenen PTg4Salile (2.1 x 220 mm, BRLIED
BiosysTEMS durch Anlegen eines Acetonitril-Gradienten aufgentt und durch den Vergleich
des Elutionsprofils mit den PTH-Derivaten aller ginogenen Aminosauren bestimmb(En
1970,EDMAN & BEGG 1976, HUNKAPILLER et al. 1983a, 1983b,UX& SHIVELY 1988).

Zur Probenvorbereitung wurde das eluierte Proten2.17) zur Reinigung von Salzen und
Detergenzien einer Aceton-Fallung unterzogen undwgrim SDS-Gel aufgetrenn®(2.15.2).
Das Gel wurde zur Entfernung von SDS 15 min mitt#laoffer gewaschen und auf eine
PVDF-Membran geblottet.

PVDF-BLOT-PUFFER
50mM  HBOs/NaOH pH 9
10% EtOH (fur Proteine zwischen 20 und 80 kDa)
1mM DTT

Die fir 3 s in 100 % MeOH, 2 min in dd& und 1 min in 100 % EtOH aktivierte PVDF-
Membran wurde ebenfalls fir 5 min in Blot-Pufferudilpriert. Zum Aufbau des Druckblots
wurden auf eine EtOH-gereinigte Glasplatte ein Blat-Puffer getranktes Filterpapier, die
PVDF-Membran, das Gel, ein weiteres getrankteseipiftpier und eine weitere Glasplatte
geschichtet und in einer Plastiktite Uber Nacht Raumtemperatur mit 4 kg Gewicht
beschwert. Die PVDF-Membran wurde anschlieBend @ubmassi@ Brilliant Blue R250
gefarbt, entfarbt und zwischen Filterpapier getretk

ZEIT
01  FARBEN 2 % Coomassfe Brilliant Blue R250 5 min
in Entfarber
; 45.5 % EtOH, 45.5 % ddi9, 5 bis 6 min, bis der
02 ENTFARBEN 9 % Essigsaure, 1 mM DTT Hintergrund entfarbt ist

Alternativ wurde Aceton-gefalltes Protein gelostutirekt auf eine in die Reaktionskammer
passende PVDF-Membran gegeben.
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2.20 MASSENSPEKTROMETRISCHE PEPTID-M ASSENBESTIMMUNG MIT MALDI-TOF-MS

Bei der MALDI-TOF-MS Matrix-Assisted L asedesorptiond/onisationsfime of flight-

M assengpektroskopie] werden zdonenerzeugungdie zu untersuchenden Moleklle mit einer
UV-absorbierenden Matrix kokristallisiert und angeBend im Hochvakuum durch den
Beschuss mit einem UV-Laserpuls ionisiert. Dienentrennung geschieht mit einem
Flugzeitanalysator (TOF), bei dem die Massenbestingn(ebenfalls im Hochvakuum) tber
eine exakte Messung der Zeit erfolgt, welche discbkeunigten lonen in Abhangigkeit von
ihrer Masse zum Zurtcklegen einer Strecke im feldfr Raum bis zum Detektor benétigen.
Dabei werden die Molekil-lonen nach ihrem Masselingd-(/z)-Verhaltnis aufgetrennt,
wobei ein Reflektor-Flugzeit-Massenspektrometer @ienauigkeit der Massenbestimmung
erhoht. Da die Ladung der Molekil-lonen im ausgewerteten MALDI-Spektrugimfach
positiv ist, also [M+H] (monoisotopisch), erhalt man mit dem/Z)-Verhaltnis die Masse des
Molekil-lons in Dalton (Da). Auf diese Weise konndire Massen der Peptide bestimmt
werden, die durch den tryptischen Verdau einessireerhalten wurden.

2.20.1 TRYPSIN-SPALTUNG VON PROTEINEN IM SDS-POLYACRYLAMID -GEL

Die Vorbereitung der Proben fir die MALDI-Analysdadgten nach einer Vorschrift der Keck
Facility an der Yale Universitat, New Haven, Cortieed, USA (http://keck.med.yale.edu/
prochem/geldig3.htm). Der Paramylon-Synthase-Kompleurde mittels SDS-PAGE X
2.15.2) aufgetrennt und das Gel anschlieRend namh ndethanolischen Methode mit
Coomassi@ Brilliant Blue R250 gefarbt % 2.16.3). Die 54 kDa-Protein-Bande wurde
ausgeschnitten, nach Volumenbestimmung der Gelstigk mni) in kleinere Stiicke
zerschnitten und in sterile, mit 60 % (v/v) Acetahi 0.1 % (v/v) TFA ausgespulte
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Zur Detektion von verimgungsbedingten Storsignalen im
Spektrum wurde ein entsprechendes Gelstiick ohrteiReebenso behandelt. Vor der Trypsin-
Spaltung wurden die Gelstlicke zunéchst durch meM&schschritte bei Raumtemperatur auf
einem Schiittler entfarbt und anschlief3end in déwuWm-Zentrifuge vollstandig getrocknet.

ZEIT
01 250 pl 50 % (v/v) Acetonitril 5 min
50 % (v/v) Acetonitril, :
02 250 pl 50 mM NHHCO; 30 min
50 % (v/v) Acetonitril,
10 mM NHHCG;

03 250 pl 30 min

Die Serinprotease Trypsin spaltet die Peptidbindungpezifisch an der Carboxy-Seite der
basischen Aminosauren Lysin (K) und Arginin (Rhtiaber wenn die Aminosaure Prolin (P)
folgt. Das verwendete Enzym wurde durch reduktivetiMlierung dahingehend modifiziert,

dass keine Proteolyse des Trypsins stattfinden.Kamm Verdau des Proteins im getrockneten
Gel wurde den Ansatzen zunachst 0.1 pg TrypsirDimM NHHCO; in einem Volumen von

5 ul zugegeben, die in 15 min bei Raumtemperatur den Gelstiicken absorbiert wurden.
Nach Zugabe von je 20 pl 10 mM BHCO; wurden die Proben fir 18 h und mit weiteren
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10 pl 10 mM NHHCO; noch einmal fur 2.5 h bei 37 °C inkubiert. Die Bdp kdnnen fur
einige Tage bei 4 °C bis zur massenspektrometnmsAlinalyse gelagert werden.

2.20.2 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE DER PEPTIDE

Die Peptide wurden zum Herauslosen aus dem Gé&lfimin im Ultraschall-Eisbad behandelt.
Die im Folgenden beschriebene Matrix-Peptid-Kristi@rung sowie die Messungen am
Massenspektrometer (Reflektor-MALDI-TOF Biflex [IBRUKER DALTONICS) wurden von
Marc Oliver Lutter am Zentrum fir Genomforschungdan Universitat Bielefeld durchgefihrt.
Ein interner Standard zum Kalibrieren des Massedspmeters, ein Aliquot des proteinfreien
Spaltungsansatzes sowie ein Aliquot der proteirgeadtProbe wurden mit der Dried-Droplet-
Methode auf die Probenteller aufgetragen. Dazu amudteimal hintereinander je 0.6 ul Probe
mit je 0.6 pl Matrixlosung vermischt und mit einé&dn getrocknet.

MATRIX-LOSUNG
10 mg/ml  alpha-Cyano-4-hydroxy Zimtsaure (CHCA)
5%  (viv) TFA
60 % (v/v) Acetonitril

Nach Installation des Probenblockes im Massenspaldier wurde das Hochvakuum gezogen
und das Gerat mit dem internen Standard kalibrigrtschlielend wurde die proteinfreie
Kontrolle gemessen und schliel3lich erfolgte eireefache Messung der proteinhaltigen Probe,
deren Spektren gemittelt und manuell nachbearbeitetden. Die Analyse der erhaltenen
Peptid-Massen erfolgte u.a. mit dem Programas&brT.

2.21 MASSENSPEKTROMETRISCHE PEPTID-SEQUENZIERUNG MIT ESI-QTOF-MS/MS

Im Unterschied zur MALDI-Massenspektroskopie betligich die Electraspray | onisations-
QuadrupolTime of flight-Massespektroskopie [ESI-QTOF-MS/MS] anderen Methoden zur
lonenerzeugung und zur lonentrennung, so dass mnesewh auch als Tandem-
Massenspektrometrie bezeichneten Verfahren nichdimuMassenbestimmung sondern auch
die Sequenzierung von ausgewahlten Peptiden mogiich Die lonenerzeugungerfolgt hier
durch die Dispersion der gelosten zu untersucheridetekile in viele kleine geladene
Tropfchen und anschliel3ender Desolvatisierung deerl in die Gasphase mit Hilfe eines
elektrostatischen Feldes unter Atmospharendrucki @s lonentrennung mit einem
Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer kdnnen im Nislus die Peptid-lonen-Massen im
Hochvakuum bestimmt werden. Im MS/MS-Modus dageged ein einzelnes mit Hilfe der
vier parallelen stabférmigen Metallelektroden dega@upols ausselektiertes Peptid-lon in
einer gasgefullten Kollisionskammer fragmentierd uwie Massen der dabei freiwerdenden
Aminosauren analysiert. Da jede Aminosaure einenggfe Masse besitzt, kann das erhaltene
Spektrum mit Hilfe geeigneter Programme in eine Aesiure-Sequenz des Peptides Ubersetzt
werden. Charakteristisch flr den ESI-Prozess &dsas zur Bildung von mehrfach geladenen
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lonen kommt, so dass man hier zweifach [M-ZHpder dreifach [M-3H]" geladene
Peptidmassen erhélt.

Die nachfolgend beschriebene massenspektrometriSgwgienzierung wurde von Herrn
Dr. Markus Piotrowski am Lehrstuhl fur Pflanzenpbisgie der Ruhr-Universitat Bochum
durchgefuhrt. Dazu wurde das eluierte Protetn Z.17) erneut einer SDS-PAGE(2.15.2)
unterzogen, anschlieRend nach der methanolischehokfie mit CoomassieBrilliant Blue
R250 gefarbt® 2.16.3) und Herrn Dr. Piotrowski fur die weitergnalysen tbersandt.

2.21.1 TRYPSIN-SPALTUNG VON PROTEINEN IM SDS-POLYACRYLAMID -GEL

Die Hydrolyse der Proteine mit Trypsin erfolgte madNSEN et al. (1998). Das zu
hydrolysierende Protein wurde mit einem Skalpeigmschnitten, in ca. 1 mirgroRe Wiirfel
zerteilt und in ein 1.5 ml Reaktionsgefald tberfubie Gelstiicke wurden durch zweimalige
Inkubation in 50 % (v/v) Acetonitril (doppeltes @elumen, 15 min) entfarbt, in 100 %
Acetonitril  entwéssert (5 min) und durch die sedigde Zugabe von 100 mM
Ammoniumbicarbonat (einfaches Gelvolumen, 5 mind utD0 % Acetonitril (einfaches
Gelvolumen, 15 min) rehydriert. AnschlieBend wurdatie Gelstliicke in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und dann durch Zugade Taypsinlosung (10 ng/pl) wieder
rehydriert. Nach vollstandiger Quellung der Gelk@icwurden diese mit 25 mM
Ammoniumbicarbonat Uberschichtet. Die Hydrolyseolgte Uber Nacht bei 37° C. Der
Uberstand wurde gesammelt und die Peptide durcliesd¢ielle Inkubation in 100 mM
Ammoniumbicarbonat (doppeltes Gelvolumen, 20 mif) mM Ammoniumbicarbonat,
50 % (v/v) Acetonitril (doppeltes Gelvolumen, 15nnhund abschliel3end zweimalig in 2.5 %
(v/v) Ameisensaure, 50 % (v/v) Acetonitril aus deédel extrahiert. Die Extrakte wurden
gesammelt und in einer Vakuumzentrifuge eingeendt|il).

2.21.2 MASSENSPEKTROMETRISCHE UNTERSUCHUNG DER TRYPSINFRAGMENTE

Die Peptide wurden nach der Elution aus dem Gethlduimkehrphasen-Festphasenextraktion
mit Zip-Tips C18 (MLLIPORE) nach Angaben des Herstellers entsalzt und in @0udo (v/v)
Acetonitril, 0.1 % (v/v) Trifluoressigsaure eluiefbas Peptidgemisch wurde anschlie3end
mittels ~ Nano-Elektrospray-lonisation-Massenspekgtsim mit  einem  Quadrupol-
Flugzeitmessungs-Hybrid-Massenspektrometer (QTARRZROMASS Manchester, UK) im
Positiv-lonen-Modus analysiert. Die Aufnahme deel8pen erfolgte im MS-Modus in einem
m/z-Bereich von 400 bis 1200. Fir jedes Spektrum wurie Daten von 2.4 s addiert. Doppelt
oder dreifach geladene Peptide wurden anschlieBen#ollisionsinduzierten Fragmentierung
im MS/MS-Modus ausgewahlt. Die Interpretation deB/MS-Spektren erfolgte manuell mit
Unterstitzung der ProgrammeANENT3 und FROTEINLYNX der MAassLYNX 3.5 Software
(MicroMASS Manchester, UK).
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B2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.22 DNA-| SOLIERUNG

Zur Isolierung von Gesamt-DNA mit dem BNsY®-Plant-Mini-Kit wurden je nach Zelldichte
1 bis 5 ml Zellkultur fir 3 min bei 57089 abzentrifugiert und das Zellsediment mit 1 ml
H20nano gewaschen. Der Zellaufbruch erfolgte manuell duviiirsern in flissigem Stickstoff
mit anschlieBender Zelllyse im RNase A-haltigenf@&ufles Kits bei 65 °C. Nach der Salz-
Féallung und Abtrennung von Detergenzien, Proteinerd Polysacchariden mit einer
QIASHREDDER V-SpPIN-Saule wurde die isolierte DNA (iber eine BX$Y®-MINI-SPIN-Saule
mit Silikamembran gereinigt und schlie3lich durchea Puffer mit niedrigem Salzgehalt oder
H2Onano€luiert. Die DNA wurde in Aliquots von 25 ul be26-°C gelagert.

2.23 RNA-I SOLIERUNG

Zur Isolierung von RNA (> 200 Nukleotide) mit denNBasy®-Mini-Kit nach dem Protokoll —
Isolierung aus Pflanzen und Pilzen— wurden je rzadhdichte 1 bis 10 ml Zellkultur fir 3 min
bei 5700 xg abzentrifugiert und das Zellsediment mit 1 mbGRhno gewaschen. Der
Zellaufbruch erfolgte manuell durch Morsern in figem Stickstoff mit anschlieRender
Zelllyse im beta-Mercaptoethanol-haltigen PufferTR{Guanidin-Isothiocyanatjes Kits bei
Raumtemperatur. Die Abtrennung der RNA von dengdriBestandteilen der Zellen erfolgte
Uber eine QIAHREDDERSPIN Sdaule, die anschlieRende Reinigung der RNA (bee ei
RNEASY®-MINI-SPIN-Sdule  (Silikamembran).  AbschlieRend wurde die  RNAit
nukleasefreiem O eluiert und in Aliquots von 25 ul bei —20 °C 0d8&0 °C gelagert.

2.24 OLIGONUKLEOTID -PRIMER -DESIGN

Fur die Primer wurden geeignete Bereiche aus degnilents der beta-1,3-Glucan-Synthasen
bzw. der Peptide und der Gensequenz der Paramyiatiése nach den Kriterien von
RYCHLIK (1995a,1995b) ausgewahlt bzw. abgeleitet und mit Programme Primeranalyse
(Oligo 4.0 und Oligo Analyzer 1.0.3) Uberpruft. Dierwendeten Primer sind in Kapitel 2.7
aufgefuhrt.

Die optimale Annealing-Temperatur fir den Einsatz Brimer in der PCR% 2.25) richtet
sich nach der Basenzusammensetzung der Oligoniddeand muss fir jede Template /
Primerkombination empirisch ermittelt werden. Bai niedrigen Temperaturen koénnen
unspezifische Primerbindungen erfolgen, zu hohepegaiuren kbnnen dagegen die Bindung
erschweren oder verhindern. Die maximale Temperdtgrwird nach folgender Formel
berechnet:

Tm=[4°Cx (C+G) + 2 °C x (A+T)]

53



MATERIAL & METHODEN

2.25 POLYMERASE -KETTENREAKTION [PCR]

In Anlehnung an die natirliche DNA-Replikation ierdZelle erlaubt die von MLLis et al.
(1986) entwickelte PCR die gezielte Amplifikatiorusgewahlter DNA-Abschnitte. Eine
zyklische Temperatur-Veranderung im Reaktionsansaéggunstigt die exponentielle
Vermehrung des DNA-Fragmentes, welches von derebheigezifischen, einzelstrangigen und
zur Zielsequenz komplementéren Oligonukleotideninir - 2.7, 2.24) begrenzt wird.
Sowohl in einer initialen Phase als auch zu Begom jedem Zyklus wird die doppelstrangige
DNA (Template) durch Erwédrmung auf 94 °C in ihrenEglstrange getrennt [Denaturierung].
Die geeignete Temperatur fiur die Bindung der Oligdeotide an die einzelstrdngige DNA
[Annealing] ist u.a. abhangig von der Sequenz denét und dem Grad der Komplementaritat
zur DNA-Matritze und lag fir diese Arbeit zwisch&h °C und 55 °C. Die Tag-Polymerase, ein
hitzestabiles rekombinantes Enzym aus dem Baktefibenmus aquaticus, synthetisiert bei
ihrem Temperaturoptimum von 72 °C ausgehend von deppelstrangigen Primer-
Bindestellen aus den im Ansatz enthaltenen Nuldeatiden jeweils komplementaren DNA-
Strang [Extension] in 5' — 3' Richtung. Die Extemsizeit richtet sich nach der GrofR3e des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes. Am Ende des Zyldntsteht aus jedem DNA-Einzelstrang
wieder ein doppelstrangiges Molekil, dessen Langehddie beiden Primer festgelegt wurde
und die im n&chsten Zyklus wieder als Matritze dienNach 30 bis 35 dieser dreiteiligen
Zyklen [Denaturierung, Annealing, Extension] werdeabschlielend alle begonnenen
Polymerisationen in einer finalen Extensionsphaservallstandigt. Ein typisches
PCR-Programm fur ein DNA-Fragment von 1 kb sield foigt aus:

TEMPERATUR  ZEIT

01 INITIALE DENATURIERUNG 94 °C 3 min
02 DENATURIERUNG 94 °C 30s
03 ANNEALING 45-55 °C 30s
04 EXTENSION 72 °C 1 min
05 FINALE EXTENSION 72 °C 10 min
06 ENDE 4 bis 15 °C

Die Tag-Polymerase besitzt die Eigenschaft der HiNMatritzenabhangigen
Polymerisationsaktivitat”, durch die an das 3'-Edés PCR-Produktes ein Adenin-Nukleotid
angehangt wird. Dieses ist die Voraussetzung fiie ¢iigation des PCR-Produktes in einen
Vektor mit Thymin-Nukleotid-Uberhang, wie es beimi@erwendetet TOPY-TA-Cloning®-

Kit (= 2.30) der Fall ist. Im Folgenden ist eine typisddi@stermix-Zusammensetzung
angegeben. Das Template (genomische DNA oder cDNé&r ¢lasmid-DNA) wurde als
Vorlage direkt in die PCR-Gefal3e gegeben und grcimahit dem Mastermix vermischt.

PCR-MASTERMIX

ENDKONZENTRATION
10X Taqg-Puffer 1X
dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, je 2.5 mM) je G}
MgCl, 1.1 bis 2.5 mM
Primer forward [10 pmol/ul] 50 pmol
Primer reverse [10 pmol/ul] 50 pmol
Tag-DNA-Polymerase 0.625 bis 1.25 U
ENDVOLUMEN 25 bis 50 pl

54



MATERIAL & METHODEN

2.26 REVERSE TRANSKRIPTION

Da sich mRNA nicht als Template fur die Tag-DNA-Yrokrase eignet, wurde diese vor dem
Einsatz in der PCR in den komplementaren DNA-Estzahg umgeschrieben. Diese cDNA-
Synthese erfolgte mit einer AMV-Reversen Translaspt also einer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase aus dedwian Myeloblastosis Virus, die Bestandteil des Reverse-Transcription-
Systems von ROMEGA ist (GOODMAN & MACDONALD 1979). Als Primer fir die cDNA-
Synthese wurden Oligo(dk)Nukleotide verwendet, die an die Poly-Adenosif=88en der
MRNA binden und somit zur Reversen Transkriptideraim Ansatz vorhandenen mRNA-
Molekile fuhren. Die Synthese von cDNA einer bestien mRNA erfolgte mit Gen-
spezifischen reversen Primern, die komplementairzer bereits bekannten Sequenz sind.

REVERSETRANSKRIPTION

VOLUMEN ENDKONZENTRATION
25 mM MgCh 4 ul 5mM
Reverse Transkription 10X Puffer 2 ul 1X*
dNTP-Mix [je 10 mM] 2 pl jelmM
Recombinant RNasfhRibonuklease
Inhibitor [40 U/y] 0.5 ul 20U
AMV Reverse Transkriptase [20 U/ul] 05bis1ul HS20U
Oligo(dT),s-Primer [0.5 pg/ul] oder 1ul 0.5 pg
Gen-spezifischer reverser Primer 2 ul 20 pmol
Gesamt RNA 1 bis 2 ul
Nukleasefreies fD (ENDVOLUMEN ) 20 pl

* 10 mM TrIS/HCI pH 9, 50 mM
KCI, 0.1 % Tritorf X-100

Entsprechend dem Protokoll fir die Reverse Trapskn (siehe unten) wurde die mRNA
zunachst bei 70 °C inkubiert, bevor die anderen gamenten des Ansatzes in der angegebenen
Reihenfolge hinzugegeben wurden.

TEMPERATUR ZEIT

01 VORINKUBATION DER RNA 70 °C 10 min
02 Zugabe der Komponenten des Ansatzes

03 REVERSETRANSKRIPTION 42 °C 15 min
04 AMV REVERSETRANSKRIPTASE INAKTIVIEREN 99 °C 5 min
05 KUOHLEN 4°C 5 min

Im Anschluss an die Reverse Transkription wurde2fepil-Ansatz mit 80 ul nukleasefreiem
H,O verdinnt und in Aliquots a 25 ul bei —20 °C gelagFur die anschlieBende PCR wurden
5 ul dieser einzelstrangigen cDNA als Template esdet.
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2.27 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE ZUR AUFTRENNUNG VON NUKLEINSAUREN

Die negativ geladenen Nukleinsduren DNA und RNA aean im elektrischen Feld zur Anode
und lassen sich in Agarosegelen nach Gré3e undiilekonformation auftrennen.

Fur die Gelelektrophorese wurde 0.8 bis 1 % (w/gpse in TA-Puffer durch mehrfaches
Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Fir praparatigektrophoresen wurde bei Bedarf
spezielle Agarose—% 2.2) verwendet. Die Gellésung wurde mit 1 ppm dthmbromid
versetzt, in eine Horizontalgelkammer mit einemv@kimen von 25 ml gegossen und mit
einem Kamm mit Probenauftragstaschen versehen.

TA-PUFFER
40 mM  TRiS/Acetat pH 7.5 bis pH 8.0
1 mM Ng-EDTA (Titriplex III)

Nach ca. 30 min wurde das auspolymerisierte Agaesmit TA-Puffer bedeckt und der
Kamm entfernt. Bei praparativen Elektrophoresenltesohuf jeden Fall frischer Puffer
verwendet werden. Die Proben wurden mit 0.2 Voll%Xle-Puffer vermischt in die Taschen
pipettiert und bei konstant 100 V fur ca. 30 mirfgatrennt. Als Groél3envergleich und zur
Quantifizierung der DNA dienten linearisierte DNAdhgenstandardsX 2.7), die ebenfalls

mit 5X Lade-Puffer vermischt wurden, so dass eimenzéntration von 0.08 bis 1 pg/ul
Standard aufgetragen wurde.

5X LADE-PUFFER
100 mM  TRIS/Acetat pH 7.5
50 MM  Na-EDTA (Titriplex 1lI)
15 % (w/v)  Ficoll
0.5% (w/v) SDS
0.05 % (w/v)  Bromphenolblau
0.05 % (w/v)  Xylencyanol

Die Detektion und Dokumentation der durch fluoreszndes Ethidiumbromid gefarbten DNA-
Banden erfolgte mit UV-Durchlicht, wobei die Nachsgrenze bei 10 bis 20 ng pro Bande
liegt. Aus praparativen Gelen wurden die zu eluides Banden schnell und ohne vorherige
Dokumentation auf einem Durchlicht-UV-Tisch ausdmstten, da die DNA durch das
kurzwellige Licht geschadigt wird.

2.28 EXTRAKTION VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSE-GELEN

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelerolgté mit dem E.Z.N.A-Gel-
Extraction-Kit nach Angaben des Herstellers. Dast krlaubt die Extraktion von
Molekulgrof3en zwischen 50 bp und 40 kb mit einesldaute von 90 bis 95 %. Dazu wurde die
zu eluierende DNA in einer préaparativen Agaroseele&trophorese-® 2.27) aufgetrennt,
unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell ausgeasttien und in dem vierfachen Volumen
Binde-Puffer bei 55 bis 65 °C geltst. Nach Bindaieg DNA an eine HBIND®-Silikamembran
und einigen Waschschritten erfolgte die Elution D&A mit Niedrigsalzpuffer oder $0nano
Die eluierte DNA wurde direkt fur Ligationen ode€R-Kontrollen eingesetzt, die Lagerung
erfolgte bei —20 °C.
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2.29 REINIGUNG VON DNA

2.29.1 REINIGUNG MIT DEM E.Z.N.A.®-CYCLE -PURE-K T

Vor der Klonierung wurden PCR-Amplifikate mit dem.ZEN.A.®-Cycle-Pure-Kit nach
Herstellerangaben gereinigt. Das Kit erlaubt dienlgeng von 50 bp bis 40 kb Fragmenten mit
einer Ausbeute von 90 % der eingesetzten DNA. Daartden die PCR-Ansédtze mit einem
speziellen Binde-Puffer vermischt, der eine Anhagtuler DNA an die HBIND®-DNA-SPIN-
Séaulen ermoglicht. Die an die Silikamembran gebnedeDNA-Fragmente wurden durch
mehrere Waschschritte von Salzen, dNTP’s, Oligeentiden und Enzymen gereinigt, mit
H2Onano€luiert und direkt fur alle Folgeexperimente eswjet. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei —20 °C.

2.29.2 N-BUTANOL -FALLUNG

Zur Ankonzentrierung isolierter Plasmide oder DNragimente wurden die Ansatze mit
10 VoL n-Butanol versetzt und fir 10 s kraftig gemischtipung der Lésung). Nach
Zentrifugation (15 min bei 15 00%&y) wurde der Uberstand vollstandig abgezogen und das
DNA-Sediment mit 1 ml EtOH gewaschen (5 min Raungteratur, dann 5 min 15 00@).

Der ethanolische Uberstand wurde griindlich abgezodje DNA 5 min bei Raumtemperatur
getrocknet und in dem gewiinschten Volumei®©OM, fir 5 min bei 60 °C im Wasserbad
gelost.

2.29.3 PHENOLISIERUNG UND ETOH-FALLUNG

Die DNA-haltige Probe wurde zur Phenolisierung mit VoL Roti®-Phenol/
Chloroform/lsoamylalkohol [PCIA 25:24:1] vermischhd 5 min bei 15 008g zentrifugiert.
Die obere waéssrige Phase wurde abgenommen und.8iWd@ Isopropanol und 1/10 &L

3 M NaOAc (pH 6.5) gut vermischt fir 20 min auf gsfallt. Nach Zentrifugation fir 30 min
bei 4 °C und 15 00@g wurde das Sediment mit 1 ml 70 % EtOH gewaschehsghliel3lich
10 bis 20 min bei 50 °C mit gedffnetem Deckel imzéock getrocknet. Das Losen der DNA
erfolgte in sterilem kLD, gegebenenfalls durch kurzzeitige Erwarmung aui@&

2.30 KLONIERUNG

Das TOPO"-TA-Cloning®-Kit beinhaltet chemisch kompetenEescherichia coli-Zellen des
Stammes TOP10F' (Lagerung bei —80 °C, vorsichtiyeauen auf Eis) und linearisierte
Plasmidvektoren (pCR.1-TOPJ) mit Thymidin-Uberhdngen an den 3' -Enden (= T-tai
Vektoren), an die das Enzym Topoisomerase | gebuigleDiese Plasmide ermdglichen eine
Ligation mit DNA-Fragmenten, die mit der Tag-Polyamse amplifiziert wurden=% 2.25), da
diese einen Adenin-Uberhang aufweisen.
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Fur dieLigation wurde 0.5 pl Vektor und 0.5 pl Salzlésung pro Ansait 2 bis 4 pl PCR-
Produkt vermischt und 10 min bei 25 °C inkubierte Dransformation der Konstrukte in die
chemisch kompetentda coli-Zellen erfolgte nach Inkubation des Ansatzes flibis 30 min
auf Eis (Anlagerung der Vektoren an die Zellobeifikn) durch einen Hitzeschock (30 s bei
42 °C), der zur Aufnahme der Plasmide in die Zeliéhrt. Nach weiteren 2 min auf Eis
wurden die Transformanden zur Aktivierung ihresff@techsels mit 250 pl 25 °C warmem
SOC-Medium vermischt und 1 h bei 37 °C unter leohtSchitteln inkubiert. Anschlief3end
wurden 50 bis 150 pl der Suspension auf LB-AlX-#lat> 2.31.2) ausgestrichen und tber
Nacht bei 37 °C kultiviert.

Die Selektion von positiven Transformanden (endmaRlasmid und kloniertes Insert) erfolgte
Uber eine Plasmid-vermittel#®mpicillin-Resistenz sowie eine Insert-abhangiddau-Weil3-
Selektion Letztere basiert auf dem im Plasmid enthalteneEtZ-Gen fir die
beta-Galactosidase. Die Expression des intakdesi-Gens (Plasmid ohne Insert) wird durch
IPTG (Isopropyl-beta-D-Thiogalactopyranosid) inderzi so dass das Enzym das ebenfalls im
Medium enthaltene X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indebgta-D-Galactopyranosid) zu dem
blauen Farbstoff 5-Brom-4-Chlorindigo umsetzt. Trdgs aufgenommene Plasmid dagegen
wie gewilnscht ein Insert, unterbleibt die Farbreskhormalerweise, da der Insertionsort im
lacZ-Gen liegt.

Zur weiteren Analyse wurden pro Klonierung einigei®e Kolonien (Plasmid mit Insert) sowie
als Negativ-Kontrolle eine blaue Kolonie (Plasmithe Insert) in Flissigmedium>( 2.31.1)
Uberfuhrt und mittels PCH 2.32) und Colony-PCR#% 2.33) charakterisiert.

2.31 KULTIVIERUNG VON E. COLI-ZELLEN

Die Anzucht und die dauerhafte Aufbewahrung véscherichia coli-Zellen erfolgte in
Antibiotika-haltigem LB-Medium als Flassigkulturen(-> 2.31.1), auf Agarplatten
(= 2.31.2) oder in Form von Glycerin-Dauer-Kultureh 2.31.3).

LB-MEDIUM (LURIA BERTANI) veranderhachSAMBROOK et al. 1989
1% (w/v) Trypton
0.5 % (w/v) Hefe-Extrakt
0.5 bis 1 % (w/v) NaCl

Fur die Anzucht deE. coli-Stamme SOLR und XL1-BlueMRF', wurde mit 1IN NaOld pH-
Wert von 7.5 eingestellt. Das LB-Medium wurde b2LTC fir 20 min autoklaviert und vor
der Zugabe der Antibiotika auf 50 °C abgekuhlt. Dagerung erfolgte bei 4 °C.

ANTIBIOTIKA
STAMMLOSUNG ENDKONZENTRATION  FUR DEN E. COLI-STAMM
Ampicillin -~ 50 mg/ml HOyano 100 pg/mi TOP10F', SOLR nach Transfektion
Kanamycin 50 mg/ml bOyano 50 pg/mi SOLR
Tetracyclin ~ 12.5 mg/ml EtOH 12.5 pg/ml XL1-BlueMRF'

LB-Medium mit Antibiotikum wird im Folgenden als 'BMledium bezeichnet.
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2.31.1 KULTIVIERUNG IN FLUSSIGKULTUREN

Zur Vermehrung vorEk. coli-Klonen wurden Flussigkulturen in sterilen, mit \féstopfen
verschlossenen Reagenzglasern angelegt. Dazu vamdier Sterilbank wenig Zellmaterial
einer Kolonie von einer Agarplatte mit einem ausvkérten Zahnstocher in 2 ml CB/edium
gegeben. Zur Isolierung von Plasmideh 2.34) wurden 18 ml LBMedium mit 5 bis 10 pl
einer Flussigkultur angeimpft. Die Flussigkulturearden tGber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

2.31.2 KULTIVIERUNG AUF AGARPLATTEN

Zur Herstellung von Agarplatten wurde vor dem Aldwieren Agar-Agar zu dem LB-Medium
(= 2.31) hinzugegeben. Nach Abkihlung des LB-Agaf58U/C wurden fur LB-AlIX-Platten
das Antibiotikum Ampicillin sowie die beiden fir aliBlau-Weil3-Selektion ® 2.30)
bendtigten Substanzen IPTG und X-Gal hinzugefugt:

LB-AIX-P LATTEN

ENDKONZENTRATION
LB-Medium > 231 20 min bei 121 °C
Agar-Agar 1.5 % (w/v) autoklavieren
Ampicillin [50 mg/ml] 100 pg/mi .
IPTG [200 mg/ml HOuand 320 pg/ml ggi%’?}?ﬁ;ﬂ}!gggna”f
X-Gal [20 mg/ml Dimethylformamid] 32 pg/ml

Der flussige LB-Agar wurde an der Sterilbank in b Portionen in sterile Petrischalen
gegossen, die nach dem Auspolymerisieren Uber Kmgf 4 °C gelagert wurden. Die
Erhaltungskulturen deE. coli-Stamme SOLR und XL1-BlueMRF' wurden auf Agarplatte
ohne IPTG und X-Gal mit den oben angegebenen Autiidai (> 2.31) angelegt.

2.31.3 ANLEGEN VON GLYCERIN -DAUER-KULTUREN

850 ul frische Flussigkultur wurde mit 150 pl dm Glycerin (100 %) grindlich vermischt
und sofort eingefroren. Die Lagerung erfolgte &0 =C.

2.32 CHARAKTERISIERUNG DER PLASMIDE : PCI-QuICK PREP

Die Vorauswahl der Klone mit dem gewlnschten Inserfolgte zunadchst Uber eine
GroélRenbestimmung der vorhandenen Plasmide im Melngteim Plasmid ohne Insert aus einer
blauen Kolonie (HLis et al. 1996). Dazu wurden 30 fl coli-Zellen aus einer frischen

Flussigkultur phenolisiert, d.h. mit 30 pl orgamisem Loésungsmittel (PCI-Loésung) durch
grundliches Vermischen aufgebrochen.
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PCI-LOSUNG
Phenol 25\6L
Chloroform 24 \oL
I soamylalkohol 1%L
kraftig vermischen, nach Phasentrennung die uotg@nische Phase verwenden, bei 4 °C lagern

Durch Zentrifugation (5 min bei 700@) wurde die Plasmid-DNA vom Zelldebris getrennt, so
dass 5 bis 7 pl der oberen wassrigen Phase dirakeri Agarose-Gelelektrophorese @.27)
analysiert werden konnten. Da die Vektoren in eifgeipercoiled“-Konformation vorliegen,
legen sie im Vergleich zu einem linearisierten Le&mgjandard weitere Laufstrecken im Gel
zurtick. Die Abschatzung der Insertgréf3e war aldadeser Methode nur begrenzt moglich.

2.33 CHARAKTERISIERUNG DER INSERTS. COLONY -PCR

Mit der Colony-PCR wurde Uberprift, ob die in de€CIP(-> 2.32) positiven Klone das
gewulnschte Insert tragen. Dabei wurde die gleicter eine intern gelegene Oligonukleotid-
Primer-Kombination verwendet, durch die das klaeiePCR-Produkt erhalten wurde. Als
Template fur eine Colony-PCR dienten einige coli-Zellen aus der Kolonie (mit einem
autoklavierten Zahnstocher direkt in das PCR-Gegfé@eben) oder 1 ul einer Flussigkultur.
Die Bakterienzellen wurden bereits durch die ltgtiBenaturierung bei 94 °C zerstért, so dass
die Vektoren fur die Primer zugéanglich waren. Imtéfachied zu einer PCR mit DNA oder
cDNA als Template ® 2.24) wurden hier geringere Primermengen und eptuziertes
Ansatzvolumen verwendet, da die Plasmide in vezggieise hoher Konzentration vorlagen.

COLONY-PCR-MASTERMIX

ENDKONZENTRATION
10X Taqg-Puffer 1X
dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, je 2.5 mM)  je G}
MgCl, 1.1 bis 2.5 mM
Primer forward [10 pmol/ul] 10 pmol
Primer reverse [10 pmol/ul] 10 pmol
Tag-DNA-Polymerase 0.5bis1.0U
ENDVOLUMEN 12 bis 15 pl

Die Anderungen des PCR-Protokolls fiir die ColonyRPBetrafen hauptsachlich reduzierte
Annealing- und Extensionszeiten:

TEMPERATUR ZEIT
01 INITIALE DENATURIERUNG 94 °C 3 min
02 DENATURIERUNG 94 °C 15s
03  ANNEALING 50 °C 15s
04 EXTENSION 72 °C 30s
05 FINALE EXTENSION 72 °C 5 min
06 ENDE 4 bis 15 °C

Im Anschluss an die Colony-PCR wurden 2 bis 5 (4 8R-Produktes in der Agarose-
Gelelektrophorese* 2.27) analysiert.
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2.34 PLASMIDISOLIERUNG

Die Isolierung der High Copy-Number-Plasmide pCR®PC® und pBluescriptSK aus
frischen Flussigkulturen dé. coli-Stamme TOP10F' bzw. SOLR erfolgte mit dem E.Z.RLA.
Plasmid-Miniprep-Kit 1l nach Herstellerangaben. Dazurden 18 ml LB-Medium mit 100 pg
Ampicillin/ml (= 2.31) mit 10 pl einer Flussigkultur angeimpft uridber Nacht bei
37 °C kultiviert. Das Zellsediment wurde Uber eatlealische Lyse unter Zusatz von RNase A
aufgebrochen und anschlieRend neutralisiert. Dasateriellem Debris geklarte Lysat wurde
auf eine HBIND®-MINIPREP-S&ule (Silikamembran) geladen und durch mehrerectézhritte
gereinigt. Die Plasmid-DNA wurde schlief3lich mit®}a.,von der trockenen Séule eluiert und
bei —20 °C gelagert. Vor der Sequenzierung wurdeQialitat und die Ausbeute der Plasmid-
DNA in der Agarose-Gelelektrophorese @.27) Uberpruft.

2.35 RESTRIKTIONSSPALTUNG

Restriktionsenzyme erkennen hoch spezifisch Se@lschnitte von vier bis acht Basenpaaren
und schneiden abhangig vom Methylierungsmusterddigpelstrangige DNA an definierten
Stellen. Ausgangsmaterial fur die Spaltung warenlup&riptSK-Plasmide aus einer
ansequenziertelBuglena graciliscDNA-Phagen-Bank (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. i F.
Matrtin, Institut fur Botanik Il an der Heinrich ke Universitat Dusseldorfy 2.36). Da alle
klonierten cDNA-Molektle der Bank miEcoR I/Not I-Adaptoren versehen sind, liel3en sich die
Inserts zur GroRRenbestimmung und zur Gewinnung dd$d bp-Fragmentes als
Hybridisierungssonde mit dem RestriktionsenziooR | aus dem Plasmid herausschneiden.
Die Restriktions-EndonukleaggcoR | spaltet spezifisch an den mit Sternen gekennneiem
Stellen der folgenden palindromischen Sequenz,ass than ,sticky ends* mit 3'-Uberhdngen
erhalt:

EcoR I/Not I-ADAPTER ECOR |-SCHNITTSTELLE
5'HO-AATTCGCGGCCGC-OH 3 5 G *AATTC 3
3’ HO-GCGCCGGCG-PO , 5 3CTTAA *G &

ECOR I-RESTRIKTIONSSPALTUNGSANSATZ

GRORENBESTIMMUNG SONDENGEWINNUNG
10X SuRE/Cut PufferH 2 pl 10KcoRI+ Puffer 50 pl
EcoR 1 [10 U/ul] 0.5 bis 1 pl EcoR | [20 U/ul] 7.5 pl
Plasmid-DNA [~ 1 pg/ul] 5 ul Plasmid-DNA [~ 1 pdjfu 70 ul
HoOnano 3 bis 8l steriles 0 372.5 pl
ENDVOLUMEN 20 pl ENDVOLUMEN 500 pl

Die Ansatze wurden 1 bis 3.5 h bei 37 °C inkubiarschlie3end wurden die Fragmentgréf3en
und die Vollstandigkeit der Spaltung in der Agar@elektrophoreseX 2.26) Uberpruft.
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2.36 SCREENING VON C DNA-PHAGEN-BANKEN

Die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche wurden der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. William F. Martin am Institut fir Botanikl an der Heinrich Heine Universitéat
Dusseldorf mit den dort vorhandenen Geréaten undariaien durchgefihrt.

Das Screening erfolgte bei zwei verschiedenen cBagen-Banken vokuglena gracilis
strain Z (Klebs; SAG 1224-5/25): Fiur deerobe cDNA-Phagen-Bank(eg0030, Titer 3.6 x
10" Plaques/ul, Insertionsrate 90 %) wurden die Zeiterorganischem MediumE(iglena-
Medium 9a mit Mineralien nachc8LOSSER1994) mit 2 % CQin Luft und mit Beleuchtung,
also unter mixotrophen Nahrungsbedingungen kutivieie anaerobe cDNA-Phagen-Bank
(eg0040, Titer 6 x 10bis 1.3 x 16 Plaques/pl, Insertionsrate 10 %) stammt aus Z}téygi
Dunkeln mit 2 % CQ in N, also heterotroph kultivierten Zellen. Ausgangdqufiir das
Screening war ein ansequenziertes Plasmid aus rderaben cDNA-Phagen-Bank, dessen
405 bp-Insert unter anderem fur vier der massengpaktrisch sequenzierter>( 2.21)
Peptide des 54 kDa-Proteins aus dem Paramylon-&etiiomplex kodierte. Dieses Fragment
diente als Sonde fur das Hybridisieren der Banken.

Die Isolierung der mRNA ausuglena gracilis, die cDNA-Synthese mit dem cDNA-Synthesis-
Kit [PHARMACIA], die Ligation derEcoR I/Not I-Adaptoren an die doppelstrangige cDNA und
die Klonierung in den LambdBAP®-II-Vektor mit dem Lambda-ZARII-Predigested-
EcoR I/CIAP-Treated-Vector-Kit [SRATGENE sowie weitere fur die Erstellung der cDNA-
Phagen-Banken noétigen Methoden wurden in der Asgeippe von Prof. Dr. William F.
Martin wie in folgenden Verdffentlichungen beschea durchgefuhrt: ENze et al. 1995,
HANNAERT et al. 2000, RTTE et al. 2001.

2.36.1 HERSTELLUNG UND M ARKIERUNG DER HYBRIDISIERUNGS -SONDE

Als Sonde fiir das Durchsuchen der cDNA-Phagen-Badiente ein ¥P]-markiertes 405 bp-
Fragment aus einem sequenzierten Plasmid der doeeBank. Dieses Fragment kodiert unter
anderem fur zwei der ESI-Peptide aus dem 54 kDe&elrodes Paramylon-Synthase-
Komplexes. Nach dem Verdau des Plasmids mit detriRigansendonukleas&coR | wurde
der Spaltungsansat®>(2.35) aus 70 pg Plasmid zunachst phenolisiertgafdllt (> 2.29.3).
Der gereinigte Spaltungsansatz wurde in 100 pileterH,O geldst, in einem praparativen
Agarosegel aufgetrennt und die 405 bp-Fragment-8amngt einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten. Die Elution des Fragmentes aus @eherfolgte mit dem QIAquickGel-
Extraction-Kit nach Angaben des Herstellers. Anefldnd wurde die eluierte DNA noch
einmal Uber eine QIlBuick®-sPINS&ule gereinigt und in einer analytischen Agarose-
Gelelektrophorese quantifiziert. 200 ng des 405Fggmentes in TE-Puffer wurden von
Herrn Dr. Kay (Hartmann Analytik, Braunschweig) tis ,random priming* ?P]-markiert.
Die Sonde lag schliefZlich in einem Volumen von 50njt einer Gesamtaktivitat von 5 MBq
(135 pCi) vor.
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2.36.2 HERSTELLUNG VON L AMBDA -PHAGEN-KOMPETENTEN E. COLI -ZELLEN

E. coli XL1-BlueMRF' wurden aus einer —80 °C Glycerinkulawf einer LB-Agar-Platte mit
12.5 pg/ml Tetracyclin ausgestrichen und Uber Naent37 °C kultiviert. Eine Einzelkolonie
wurde in 50 ml LB-Medium mit 0.2 % Maltose und 1MnMgSO, x 7 HO und einem pH-
Wert von 7.5 suspendiert und mit 180 rpm tGber NaehB7 °C geschiittelt. Die Zellen wurden
5 min bei 4000 rpm und 4 °C sedimentiert und miC4kaltem 10 mM MgS®x 7 H,O auf
eine OQovon 1.2 eingestellt.

2.36.3 PLATTIERUNG DER C DNA-PHAGEN-BANKEN

Von der aeroben Bank sollten 6000 PFU (Rekombingmie Platte, von der anaeroben Bank
10 000 PFU pro Platte ausplattiert werden. Dazudenmirdie nach dem Titer berechneten
Mengen 1:100 mit SM-Puffer verdiinnten Lambda-Phd@et il der aeroben Bank, 4 ul der
anaeroben Bank] mit je 1600 HI coli XL1-BlueMRF' durch Invertieren vermischt und 15nmi
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ansatze wurderjez@00 ml 45 °C warmem TOP-Agar
gegeben, durch Schwenken vermischt und ztigig usidhghallig auf 37 °C vorgewarmte NZ-
Agar-Platten gegossen. Die nummerierten Platterd@vuiiber Nacht bei 37 °C inkubiert und
vor der Herstellung der Nitrocellulose-Replika-&ilmindestens 1 h bei 4 °C gekuhlt.

SM-PUFFER[20 min autoklavieren]
0.58 % (w/v) NaCl
0.2 % (w/v) MgSQx 7 HO
50 mM  TRIS/HCI pH 7.5
0.01 % (w/v) Gelatine

TOP-AGAR [20 min autoklavieren]
0.7 % (w/v) Agarose in 10 mM MgSQ 7 H,0O

NZ-AGAR [20 min autoklavieren]
1% (w/v) NZ-Amine
0.1 % (w/v) Casamino acids
0.5 % (w/v) NaCl
0.2 % (wiv) MgSQx7HO0
1.5 % (w/v) Agar
mit > 6.4 ml 1 N NaOH auf pH 7.5 einstellen

2.36.4 HERSTELLUNG DER NITROCELLULOSE -REPLIKA -FILTER

Die Nitrocellulose-Filter wurden luftblasenfrei mieichtem Druck auf den von Phagen
lysierten Bakterienrasen gelegt und fur 15 minReimtemperatur inkubiert (Phagen haften an
der Membran). Zur spateren Orientierung wurdenamer Kandle drei Lécher in Form eines
asymmetrischen L’'s durch Filter und Agar gestochH¢ach dem Abziehen der Membranen
wurden diese mit der Phagen-Seite nach oben auwkenes Whatman-Papier gelegt,
entsprechend der Platten-Nummerierung beschriftelt ab jetzt immer mit der DNA-Seite
nach oben gehandhabit.
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Zur Denaturierung der Phagen und Fixierung der CiWAder Nitrocellulose wurden die Filter
luftblasenfrei auf griindlich mit den folgenden Ligen getrankte Whatman-Papiere gelegt:

ZEIT
01 SOUTHERNI  genau 10 min
02 SOUTHERNII 10 min
03 2X SSPE 10 min

In der alkalischen Southern I-L6ésung zerfallen Eregenpartikel, die DNA wird denaturiert
und durch die hohe Salzkonzentration an die Memigabunden. Southern 1l dient der
Neutralisation der Natronlauge und 2X SSPE derdtmisg. Nach Trocknung der Filter bei
Raumtemperatur wurde die DNA abschlieRend durchoid045 min Inkubation bei 80 °C

irreversibel an die Nitrocellulose gebunden. DikeFikdnnen in Petrischalen im Dunkeln 2 bis
3 Wochen gelagert werden.

SOUTHERNI
05M NaOH
1M NacCl
SOUTHERNII [20 min autoklavieren]
0.5M TRIS
3M NaCl

20x SSPH20 min autoklavieren]
20mM Na-EDTA

3M NaCl
200 mM  NaHPO,
0.2M NaOH

2.36.5 HYBRIDISIERUNG

Die Hybridisierung wurde mit vorgewarmten Losungerd im Schuttel-Wasserbad bei einer
fur homologe Sonden geeigneten Temperatur von 68uiChgefihrt. Pro Membran wurden
etwa 2 ml Prahybridisierungslosung sowie insgesd@00 \oL einzelstrangige Poly ARNA
(50 pg/ub) in eine runde Kunststoffschale mit Décgegeben, in welche die Filter einzeln
nacheinander eingetaucht und durch Schwenken déf&egleichmaldig getrankt wurden. Die
Vorhybridisierung wurde fur 40 min im Schittel-Wedsad inkubiert. Dabei sattigt die
Poly A"-RNA alle DNA-freien Bereiche der Nitrocellulose.anschlieRend wurde die Losung
dekantiert und die Filter wieder einzeln nacheimaniah Hybridisierungslosung (1.3 ml pro
Filter) mit 1/1000 \bL Poly A*-RNA gelegt. Zur Denaturierung der radioaktiven &@**P]-
markiertes 415 bp-Fragment aus der anaerdbagiena gracilis cDNA-Bank - 2.36.1)
wurden die gesamten 50 pl mit 2 pl 1 N NaOH verhtismd 2 bis 5 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. AnschlieRend wurde die SondesirGd&lz mit Hybridisierungslésung und
Rundfiltern gegeben und die Hybridisierung fur 20 24 h im Schuittel-Wasserbad inkubiert.

PRAHYBRIDISIERUNGSLOSUNG

6X SSPE
0.1% SDS
0.02% PVP

0.02% Ficoll 400
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HYBRIDISIERUNGSLOSUNG

3X SSPE
0.1% SDS
0.02% PVP
0.02% Ficoll 400
WASCHLOSUNG
2X SSPE
0.1% SDS

Die verdinnte Sonde wurde fur die zweite Hybridisig in Falcon-Réhrchen bei —20 °C
aufbewahrt. Die Filter wurden zweimal mit Waschidgu~ 1.5 ml pro Filter) durch 1 min

Schwenken vorgespult und anschlieBend dreimal @ibi2 30 min mit gré3eren Volumina
Waschlosung im Schittel-Wasserbad gewaschen bididiergrund-Radioaktivitat deutlich

abgenommen hatte. Zum Trocknen wurden die Filter n"3@ bei Raumtemperatur auf
Whatman-Papier ausgebreitet, dann nach Banken mgorduf geeigneten Papierbdgen
festgeklebt und mit Frischhaltefolie eingeschlagém. spateren Orientierung auf den Filmen
wurden je vier radioaktiv markierte Klebepunkte rasyetrisch auf den Bogen verteilt. Die
Filterbdgen wurden zusammen mit den Rontgenfilmemmit Verstarkerfolien versehenen
Filmkassetten tber Nacht bei —80 °C exponiert. Bime wurden fur ca. 5 min entwickelt bis
die Filterumrisse zu erahnen waren und nach dems®viasfir ca. 5 min fixiert bis der

Hintergrund klar wurde.

2.36.6 VEREINZELUNG DER PHAGEN-PLAQUES

Mit Hilfe der radioaktiv markierten Klebepunkte uddn Léchern in den Filtern wurden die in
der Autoradiographie positiven Signale den Pos#tioder Plaques auf den Platten zugeordnet.
Diese Plaquebereiche wurden mit dem weiten Ender sierilen Pasteurpipette aus dem Agar
ausgestochen, in 500 pl SM-Puffer mit 20 pl Chlonof Gberfuhrt, geschuttelt und 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert (Lyse der Bakterien undidetzung der Phagen-Gemische). Von
diesen Lysaten wurden 1:1000-Verdinnungen mit SkePuergestellt. Pro Ansatz wurden 1
pl und 10 pl dieser Verdinnung mit je 200 ul PhagempetenterE. coli XL1-BlueMRF'-
Zellen (ODypo von 1.0) durch Schwenken vermischt und 15 minRaimtemperatur inkubiert.
Die Bakterien-Plaque-Verdinnungen wurden mit jel35°C warmem TOP-Agar vermischt,
auf vorgewarmten NZ-Platten verteilt und Gber Nadu#it37 °C inkubiert.

Die Herstellung der Nitrocellulose-Replika-Filtendudie Hybridisierung mit derselben Sonde
erfolgten bei dem Vereinzelungs-Screening ebense wirher beschrieben->{( 2.36.4,

- 2.36.5).

Die in der Autoradiographie positiven und nun vereiten Plaques wurden mit dem spitzen
Ende einer sterilen Pasteurpipette aus dem Agayeatechen, in 500 pul SM-Puffer mit 20 ul

Chloroform dberfiihrt und nach Schitteln 2 h bei mReEmperatur inkubiert (Lyse der

Bakterien und Freisetzung der Phagen-Klone).
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2.36.7 IN VIVO EXCISION DER PLASMIDE

Fur die Ausschleusung der Plasmide aus den Phagedew sowohl Lambda-Phagen
kompetenteE. coli-Zellen des Stammes XL1-BlueMRF>(2.36.2) als auch nicht-Lambda-
Phagen kompetentE. coli-Zellen des Stammes SOLR benétigt. 50 ml LB-Mediahme
Maltose, MgSQ@ und Antibiotika wurden deshalb mit 10 ul einer ddigkultur SOLR-Zellen
angeimpft und dber Nacht bei 37 °C inkubiert. Diell@n wurden nach der Zentrifugation
(5 min bei 4 °C und 4000 rpm) mit 4 °C kaltem 10 n§SQ, auf eine Olgy von 1.0
eingestellt und bei 4 °C aufbewabhrt.

Im ersten Schritt dein vivo Excision erfolgte das Ausschleusen des pBluesPtiatgemids,
welches die klonierte cDNA enthalt, aus den LamBfagen in filamentése M13-Helfer-
Phagen:

INFEKTIONSANSATZ
200 pl  E. coli XL1-BlueMRF'in 10 mM MgSQ(ODgy von 1.0)
1pul  ExAssist Helfer-Phage (M13) BRATAGENE
250 ul  Lambda-Phagen-Suspension der vereinzeltgu€s in SM-Puffer

Die Infektionsansatze wurden 15 min bei 37 °C in&ttbin je 3 ml LB-Medium utberfihrt und
2.5 bis 3 h bei 37 °C geschiittelt. Nach Inkubafion20 min bei 68 °C, bei der die Bakterien
abgetotet wurden, und Zentrifugation von je 1 mlidelturen (15 min 100@g) erhielt man im
Uberstand die rekombinanten, in filamentose Hefieagen verpackten Plasmide. Diese sind
bei 4 °C 1 bis 2 Monate haltbar.

Im zweiten Schritt, der Transfektion des verpack®tasmids wurden pro Klon 10 ul und
100 pl des Gemisches aus Lambda-Phagen, M13-Helif@gen und rekombinanten Phagen zu
je 200 pIE. coli-SOLR-Zellen gegeben und 15 min bei 37 °C inkubibre Lambda-Phagen
kobnnen SOLR aufgrund der fehlenden Maltose-Rezeptaricht infizieren und die M13-
Helfer-Phagen kénnen sich nicht in SOLR replizierBie pBluescript-Phagemide aus den
rekombinanten Phagen werden dagegen in SOLR vetm@tiigrund der auf dem Plasmid
vorhandenen Ampicillin-Resistenz konnten die Vektagenden SOLR-Klone durch
Plattierung auf LB-AlX-Platten selektiert und in piillinhaltigem LB-Medium kultiviert
werden. Die Isolierung der Plasmide> ( 2.34), die aufgrund besserer Kultivierung
durchgefuhrten Transformationen>( 2.30) in den E. coli-Stamm TOP10F' und die
Sequenzierung® 2.37) wurden wie beschrieben durchgeflhrt.

2.37 SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von dem&illT GmbH Biotech / Sequencing
Service an der Universitat Bielefeld mit einer aw#disierten Fluoreszenz-Methode
(enzymatische Didesoxy-Methode) nachNSER et al. (1977) an einemidorR Sequenzierer
durchgefuhrt. Verwendet wurden sowohl M13- und aad&tandard-Sequenzierprimer als auch
bei Plasmiden mit grof3en Inserts Sequenz-spezéistbrne Primer.
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3 ERGEBNISSE

Aufbauend auf den Arbeiten vorABMER (1998) und BUMER et al. (2001) wurden zunachst
biochemische Experimente mit dem Ziel der Idengfiang, der Isolierung und der partiellen
Protein-Sequenzierung der substratbindenden Untestides Paramylon-Synthase-Komplexes
ausEuglena gracilis durchgefuhrt. Auf der Basis der gefundenen Peptjdenzen wurde durch
das Screening voRuglena gracilisscDNA-Phagen-Banken die fur die UDP-Glucose:beg-1,
Glucosyltransferase kodierende cDNA erhalten. Als@bnd erfolgte die Identifizierung des
zugehorigen Gens. Detaillierte SequenzanalysenersoBchliel3lich Aussagen Uber die
Membrantopologie, die Funktion und eventuell Uber Herkunft der Paramylon-Synthase
ermdglichen.

3.1 ANZUCHT VON EUGLENA GRACILIS IN KULTUR-ROHREN UNTER HETEROTROPHEN
BEDINGUNGEN UND BESTIMMUNG DES GEEIGNETEN ERNTEZEITPUNKTES ZUR
| SOLIERUNG DER PARAMYLON -SYNTHASE

Die Paramylon-Synthase aksiglena gracilis ist Bestandteil eines integralen Multiprotein-
Komplexes, der in der Membran der Paramylon-Grarakalisiert ist (B.WUMER 1998,
BAUMER et al.2001). Grundvoraussetzung fur die Isolierung aokexider Mengen aktiven
Enzyms war deshalb die Bestimmung der geeignetertutbedingungen sowie die
Identifizierung des gunstigsten Erntezeitpunktes dem zur Verfugung stehenden
Anzuchtsystem (Kultur-R6hren statt Anzucht im Fentee). Die Zellen sollten also nicht nur
ausreichende Mengen Paramylon-Granula enthaltemdeso sich auch in einer
Wachstumsphase befinden, in der eine messbare fara8ynthese stattfindet.

Wie Abbildung 3.1a zeigt, enthalten die heterotraplorganischem Nahrmedium im Dunkeln
kultivierten Zellen vonEuglena gracms deuthch mehr Paramylon -Granula als die phototroph
: E iy ' | lebenden Zellen (Abb. 3.1b), die
in einem Licht/Dunkelrhythmus
von 14:10 Stunden und in
mineralischem Nahrmedium
angezogen werden. Die
Paramylon-Synthese unterliegt
unter den heterotrophen
Kulturbedingungen keiner von
der Beleuchtung abhangigen
Regulierung. Aus diesem Grund
wurden fur die Isolierung der

Paramylon-Synthase-Komplexe

Abb. 3.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen vokuglena gracilis. gusschlieRlich heterotrophe
Normaski-Optik, Zellen fixiert durch Eintrocknun@ heterotrophe

Zelle b phototrophe ZelleCh Chloroplast,G GeiRel,Pa Paramylon- Kulturen verwendet.

Granulum,S Stigma,Z Zellkern. MaRstab 10 pum.
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K OHLENSTOFFQUELLE

Als Kohlenstoffquelle fur das organische Nahrmedibat sich D(+)-Glucose-Monohydrat
bewahrt, mit dem eine besonders hohe Paramylom8sgatate erzielt werden kanna@sANTI

et al. 2001, BUMER et al. 2001). Wéahrend fur die heterotrophen Staoitaien eine Glucose-
Konzentration von 5.8 g/l verwendet wurde, enthielas Nahrmedium fur die
Aufarbeitungskulturen 10 g Glucose/Il, damit deniéehach dem Uberimpfen auch bei Beginn
der exponentiellen Wachstumsphase noch ausreidBkrmse zur Verfiigung steht. Es konnte
gezeigt werden, das<£uglena gracilis in einer heterotrophen Fermenter-Kultur die
Kohlenstoffquelle Glucose ebenso wie die AminosauButamat und Glycin innerhalb der
ersten 50 Stunden nach dem Uberimpfen nahezu &adlisf dem Medium entzieht £BMER
1998). Andere Komponenten des Nahrmediums wie iedssyeise die Vitamine Bund B
sind zwar fur das Uberleben und die ZellteilungsrainEuglena gracilis essentiell, haben aber
nur einen indirekten Einfluss auf die Menge desildeten Paramylons. Die Kulturen wurden
mit Pressluft versorgt, um eine ausreichende Stafrsrsorgung zu gewahrleisten, die ebenso
wie die Glucose-Konzentration fir die Paramylonifgse ausschlaggebend ist. Bei
Sauerstoff-Mangel findet die Wachsester-Fermentatiater Abbau der Paramylon-Granula
statt (Nui et al. 1992).

ERNTEZEITPUNKT

Zur Ermittlung des geeigneten Erntezeitpunktes déas gegebene Anzuchtsystem (Kultur-
Roéhren) wurden die Parameter Zellzahl pro Millijt&ohlenhydratgehalt pro Milliliter sowie
der Bezug Kohlenhydratgehalt pro Millionen Zellemsbmmt (Abb. 3.2) und mit den
entsprechenden Tendenzen bei der vaoMgER (1998) verwendeten 5 | bzw. 100 | Fermenter-
Kultivierung verglichen. Aus technischen Grindemki@n die Wachstumsbedingungen fir die
heterotrophe Anzucht voituglena gracilis in der 100 | Fermentation im Vergleich zur
5 | Fermentation weiter optimiert werden.

K OHLENHYDRATGEHALT

Der maximale Kohlenhydratgehalt einer gut mit Geed@10 g/l), Pressluft und Aminosauren
versorgten heterotrophdeuglena gracilis-Kultur kann bei Anzucht in Kultur-Rdhren bis zu
0.86 mg Kohlenhydrat/1G Zellen erreichen (Abb. 3.2c, nach 24 Stunden Kultivie)ufgine
phototrophe Standard-Kultur in mineralischem Naldim@ weist in der Belichtungsphase
dagegen im Durchschnitt nur 0.05 bis 0.10 mg Kdneinat/1§ Zellen auf (8HOLTEN-BECK
1992, MRFeLDT 1993). Der Kohlenhydratgehalt ein&uglena gracilis-Kultur ergibt sich
Uberwiegend aus dem in den Zellen enthaltenen Bédwanmso dass im Folgenden die Begriffe
Kohlenhydratgehalt und Paramylongehalt synonym eedet werden. Das Ergebnis fur die
Kultur-Réhren-Anzucht liegt mit maximal 0.86 mg Kehhydrat/18 Zellen zwischen den
gemessenen maximalen Werten bei der heterotropmemucht im 5 | Fermenter mit etwa
0.6 mg Kohlenhydrat/f0Zellen bzw. im 100 | Fermenter mit etwa 1 mg Kofiigdrat/16
Zellen.
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Fur das Animpfen . x10° Zellzahl pro Milliliter
Aufarbeitungskulturen zur Isolierung Zellen / mi

der  Paramylon-Synthase-Komplex 16
wurden ausschlieBlich Kulturen nac T
72-stundiger Kultivierung mit einer 44 L
Zellzahl von ca. 15 x fozellen/ml 8+
verwendet (Abb. 3.2, dunkelblau
Balken). Diese befinden sich zwe

bereits in einer Nahrstoff-Mangel

a

oON M~MO
T B

24 48

Situation, aber noch nicht in eine e Ll e UL
stationdren Wachstumsphase. Werd
stattdessen fir das Animpfen di mg / mi Kohlenhydratgehalt pro Milliliter
Aufarbeitungskulturen Zellen nacl 3 b
48-stundiger Kultivierung verwende 4+
(Abb. 3.2, hellblaue Balken), werde ol
insgesamt deutlich niedriger:
Zellzahlen und Kohlenhydratgehalt 2|
erzielt (Abb. 3.2a, 3.2b). Ea
Das Uberfuhren der Mangel-Zellen i 0 ——=:—¢J_' ; :
frisches  Nahrmedium (Zeit O 2 e = [
dunkelblaue Balken) hat zunéch 1 10° ]
einen deutlichen Anstieg de n;ge";: Kohlenhydratgehalt pro 10° Zellen
Kohlenhydratgehaltes pro Zelle ur 1 c
mehr als das Vierfache innerhalb d o8+
ersten 24 Stunden zur Folg 061
(Abb. 3.2c, im Zeitraum von O bis 2: o
Stunden). In derselben Zeit hat sic
die Zellzahl allerdings nur etwas met %2 j_‘ ﬂ
als verdoppelt (von 0.4 auf 0.9 x®( 0- ’ ’ =
0 24 48 72 Zeitinh

Zellen/ml, Abb. 3.2a), d.h. die Kultul

befindet sich offensichtlich noch in Abb. 3.2 Wachstumsverlauf und Paramylon-Synthese
heterotropherEuglena gracilis-Kulturen [10 g/l Glucose in

einer lag-Phase. Erst innerhalb dergrganischem Nahrmedium, Anzucht im Dunkeln mit

nachsten 24 Stunden (24 bisPressluft]. Der Kohlenhydratgehalt ergibt sich wkiegend

. . aus den in den Zellen vorhandenen Paramylon-Granula
48 Stunden Kultivierung) kommt die , zejizanl pro Miliiliter b Kohlenhydratgehalt pro Milliliter

Kultur in die exponentielle c Kohlenhydratgehalt pro 2@ellen.

; - [l Angeimpft mit Zellen aus 72 Stunden Ku#wung
;ViCh;ﬁuE:prbhagez’ n derosgowo?lesdzlem Angeimpft mit Zellen aus 48 Stunden Ku#ivng
ellza . o.24, von 0.9 au .

x 1¢ Zellen/ml) als auch der absolute Kohlenhydratgethel Kultur (Abb. 3.2b, von 0.77 auf
2.89 mg/ml) deutlich zunehmen. Der Kohlenhydratdjel@aramylon) pro Zelle sinkt in
derselben Zeit von seinem Maximum nach 24 Stun@l&6(mg/16 Zellen, Abb. 3.2c) auf 0.47
mg/1F Zellen (Abb. 3.2c, nach 48 Stunden Kultivierungxinzipiell lassen sich diese
Ergebnisse mit der Kultivierung voRuglena gracilis im 5 | bzw. im 100 | Fermenter
vergleichen (BumMER 1998), auch wenn die absoluten Werte nicht identssnd:
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In allen drei Kultursystemen werden in den erstérSfinden vor Einsetzen der exponentiellen
Wachstumsphase aus der reichlich im Nahrmedium avalbnen Glucose grol3e Mengen
Paramylon synthetisiert, wahrend in den né&chsteri Zlhagen (24 bis 72 Stunden) eine
drastische Erhdhung der Zellzahl sowie des Gesdrgkbydratgehaltes der Kultur gemessen
wird. Aufgrund der vergleichbaren Verlaufe in alldrei Kultursystemen ist in den Anzucht-
Rohren offensichtlich ebenso wie in den Fermentesch 50 Stunden Kultivierung noch
Glucose im Medium vorhanden. Die Reduktion des mglengehaltes pro fazellen in der
exponentiellen Wachstumsphase (24 bis 72 Stunddiviérung) hangt demzufolge nicht mit
einem bereits einsetzenden Abbau des Paramylonsamnusn. Der abnehmende
Paramylongehalt pro £ellen in diesem Zeitraum basiert demnach aufreifeteilung der
bereits vorhandenen Paramylon-Granula auf mehresdlerz durch die gesteigerte
Zellteilungsrate in der exponentiellen Wachstumspha

FazIT

Um fir die Isolierung der Paramylon-Synthase-Komeleausreichend Zellmaterial und
gleichzeitig noch in Synthese befindliche Enzyme ertalten, wurden die heterotrophen
Euglena gracilis-Zellen aus der Kultur-Réhren-Anzucht mit 10 g/luGbse und Pressluft-

Versorgung nach etwa 40 Stunden geerntet, bevgrund von Glucose-Mangel kein weiteres
Paramylon mehr gebildet und demzufolge keine mesdBaramylon-Synthase-Aktivitat mehr
gefunden werden kann.

3.2 | SOLIERUNG DES PARAMYLON -SYNTHASE -K OMPLEXES

Nach Zellaufbruch mit der French-Presse und Iamtigrder Paramylon-Granula wurden die
Paramylon-Synthase-Komplexe aus den Granula-Merehraerausgeltst. Zum Solubilisieren
der 669 kDa groRen Komplexe unter Beibehaltungeerymatischen Aktivitat hat sich das
zwitterionische DetergenCHAPS [3-[(3-Cholamidopropyl)-di-methylammonio]-1-propan
sulfonate] als geeignet erwiesemA(BIER et al. 2001). Das nicht denaturierende Detergsinz i
ebenso wie die Membranlipide ein amphiphiles Molekitid kann diese deshalb funktionell
substituieren: Die hydrophoben Bereiche interagierabei mit den entsprechenden
Transmembran-Bereichen der Protein-Komplexe, widhrsich die hydrophile Seite des
Molekils nach aufen zum wassrigen Puffer orientieuf diese Weise werden hydrophobe
Membranproteine I6slich und man erhélt Protein-Rptez-Micellen.

SACCHAROSE-DICHTEGRADIENT

Die weitere Aufreinigung erfolgte nach Ankonzennieg der Micellen schliel3lich tGber einen
Saccharose-Dichtegradienten. In Abbildung 3.3 ist slcher Gradient mit den einzelnen
Fraktionen und den entsprechenden Saccharose-Koaizenen dargestellt. Die Gradienten
wiesen je nach Proteingehalt der ankonzentriertereldn (im Mittel 5.0 pg Protein/ul + 0.9)
nur wenige weildlich oder gelblich gefarbte Bandeh Biese fanden sich in den Fraktionen 2,
4, 6 und 8, also jeweils an den Grenzen zwischemi zverschiedenen Saccharose-
Konzentrationen (20/30, 30/40, 40/50 und 50/60 %cBarose).
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Gradient Saccharose Fraktion

20 %

30 %
40 %

1
2
3
4
5
50 % :
8
9

60 %

Abb. 3.3 Darstellung desSaccharose-Dichtegradientereur Aufreinigung der Paramylon-Synthase-
Komplexe. Die geschichteten Gradienten werden nmkoazentrierten Protein-CHAPSicellen
beladen. Die Saccharose-Konzentrationen sowie draktiBnsNummern sind entspreche
gekennzeichnet. In den Fraktionen 2, 4, und 8 (3@@®6 bzw. 60 % Saccharose) sind gelbe Bande
der Grenze von Fraktion 5 und 6 (40 und 50 % Saoskd ist eine gelblich-weif3e Bande zu finden.

Zur weiteren Charakterisierung der Saccharose-Bgrhtlienten bzw. zur Identifizierung

derjenigen Fraktionen, die nur den 669 kDa Paramgimthetisierenden Komplex enthalten,
wurden Protein-Bestimmungen (Abb. 3.4), EnzymatdigtMessungen (Abb. 3.5) und native
Polyacrylamid Gelelektrophoresen (Abb. 3.6) durdtige.

Die Proteinbestimmungen sollen die Verteilung derfgetragenen Proteine Uber den
Gradienten sowie eine eventuelle Korrelation mr deehtbaren Banden aufzeigen. Durch die
Enzymaktivitatsmessungen mit dem radioaktiv mat&rerSubstrat der Paramylon-Synthase
([**C]-UDP-Glucose) wurde gezeigt, dass in den Fraktiorine messbare beta-1,3-Glucan-
Synthese stattfindet, es sich also um den Paransyothetisierenden Komplex handelt. Die
native Gelelektrophorese diente der UberprufungRignheit der Fraktion. Nur die Fraktionen

mit einem isolierten 669 kDa Komplex wurden fir dieiteren Versuche verwendet.

PROTEINGEHALT

Der mittlere Proteingehalt der einzelnen Fraktiorstieg mit zunehmender Saccharose-
Konzentration zunachst an (Abb. 3.4). In Fraktio(dB8 % Saccharose) wurde der maximale
Mittelwert von 1.17 pg Protein/ul gemessen. Mit teei zunehmender Saccharose-
Konzentration wurden dann wieder niedrigere Preteite ermittelt. Im Vergleich mit den

ersten und den letzten drei Fraktionen (0.4 pgeftl oder weniger) weisen die vier
mittleren Fraktionen 4, 5, 6 und 7 mit Saccharose#entrationen von 40 und 50 % die
hdchsten Proteingehalte a&f@.7 pug Protein/ul).

71



ERGEBNISSE

ug Protein Mittlerer Proteingehalt
/ul
1,6
1,4
1,2
1,0 4
0,8
0,6 1
0,4
0,2
0,0 -
Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.4 Mittlerer Proteingehalt [ug Protein/ul] der Saccharose-Dichtegradierfeaktionen. Die Zahlen d
x-Achse entsprechen den Fraktiddsmmern aus Abb. 3.3. Die hochsten Proteinwertedererin detr
Fraktionen 4, 5, 6 und 7 mit Saccharose-Konzeptnati von 40 und 50 % gefunden. n=8

cpm Mittlere Enzymaktivitat
100000

80000 -

60000 -

40000 -

20000 -

U_
Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K

nmol / min x Spezifische Enzymaktivitat

mg Protein
0,05

b

0,04 1
0,03
0,02

0,01

0,00 -
Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.5Enzymaktivitat in den Saccharose-Dichtegradienten-FraktionenZalden der xAchse entspreche
den Fraktions-Nummern aus Abb. 3K3Kontrolle mit hitzedenaturiertem ProtemMittlere Enzymaktivitat
in ,counts per minute* [cpmb Spezifische Enzymaktivitdtin nmol/min x mg Protein. Die hdchsten mittle
und spezifischen Enzymaktivitaten wurden in derkfioaen 4, 5 und 6 gefunden. n =8

ENZYMAKTIVITAT

Die Messung der Enzymaktivitat in den Saccharos#viegradienten-Fraktionen erfolgte unter
optimierten Bedingungen nachABvVER et al. (2001) mit einer Substratkonzentration von
0.5 uM [*C]-UDP-Glucose in Ris/Acetat-Puffer bei pH 7.5, bei einer Temperatur 26n°C
sowie mit 1 mM CaGl und fibrillarem Paramylon als Effektoren. Die Ub®accharose-
Dichtegradienten isolierten Paramylon-Synthase-Kler® synthetisieren unter diesen
Bedingungen unverzweigtes beta-1,3-Glucan, welchesh Zugabe von Ethanol als weil3es
Prazipitat ausfallt. Durch enzymatische Hydrolyse eta-1,3-Glucanase konnte die Identitat
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des im Enzymtest gebildeten Glucans gezeigt we(B&amEeR et al. 2001). Das Mal3 fur die
Enzymaktivitdt der Paramylon-Synthase-Komplexedsinzufolge die Menge des gebildeten
Glucans bzw. der Umsatz der radioaktiv markierteDPtGlucose zu dem fallbaren
Enzymprodukt. Die mittleren Enzymaktivitaten sindi in derselben Art und Weise wie die
Proteingehalte lUber den Gradienten verteilt (AbbaB Zwar finden sich auch hier in den
Fraktionen 4, 5 und 6 mit Saccharose-Konzentratiomen 40 bzw. 50 % die hochsten
Aktivitdtswerte von tber 44 000 cpm, aber auchen éraktionen 2 (30 % Saccharose) und
8 (60 % Saccharose) wurde eine deutliche Paranfjothese gemessen. Durch den Bezug
der Enzymaktivitat auf die Reaktionszeit und di@t®inmenge, also der Bestimmung der
spezifischen Aktivitdt (Umsatz von UDP-Glucose imrmdmol pro Minute und Milligramm
Protein, Abb. 3.5b), ist zu sehen, dass ebenfalldein Fraktionen 4, 5 und 6 die héchsten
Umsatzraten gefunden werden. Die Fraktionen 2 undie§en dagegen eine niedrigere
spezifische Enzymaktivitat auf.

NATIVE POLYACRYLAMID -GELELEKTROPHORESE

Die aufgrund der gemessenen Enzymaktivititen affetieh vorhandene Verteilung der
Paramylon-Synthase-Komplexe Uber weite Bereiche @eadienten korreliert mit den
Ergebnissen der nativen Polyacrylamid-Gelelektropb® (Abb. 3.6), bei welcher der
669 kDa Komplex ebenfalls in mehreren Fraktionetekteert werden konnte. Allerdings
enthalten einige dieser Fraktionen noch zusatzlikleenere Proteinbanden. Es sind also noch
andere Proteine oder Proteinkomplexe in der Pa@m@ranula-Membran inseriert, die sich
durch die Solubilisierung mit CHAPS herauslésensdas Nichtintegrale, locker an der
cytoplasmatischen Seite der Membran oder mit detePrKomplexen assoziierte Polypeptide
werden jedoch schon wahrend der Isolierung derndeos-Granula durch die mehrfachen
Waschungen abgel6st. Nur die Fraktionen 4, 5 umshtBielten ausschliel3lich die isolierten
Paramylon-Synthase-Komplexe mit einem Molekulargbiwon 669 kDa (Pfeil in Abb. 3.6).

2 3 4 S5 6 7 8
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232

t &4} T =

140

67

Abb. 3.6 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PHAST'™-System, RARMACIA BIOTECH) der
Saccharose-Dichtegradienten-Fraktionen nach Aufreiry der ankonzentrierten Paramylon-Synthase-
Komplex-Solubilisate. Angegeben sind die Fraktiamamern (vergleiche Abb. 3.3) und die HMW-
Markerproteine 1) in kDa. Der Pfeil bezeichnet den 669 kDa ParamBgnthase-Komplex.
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Bei Betrachtung aller Daten der Gradienten-Fralaionzeigt sich, dass die sichtbare
Bandierung der Gradienten nur teilweise mit den yaraktivitditen bzw. den isolierten
669 kDa Protein-Komplexen in der nativen PolyaarnythGelelektrophorese korreliert. Auch
die durchschnittlichen Proteingehalte sind nichtien in den Fraktionen mit sichtbaren Banden
im Saccharose-Gradienten héher als in den Fraktiohee sichtbare Banden.

FaziT

Sowohl beziglich des Proteingehaltes als auchi@lEdzymaktivitat des Paramylon-Synthase-
Komplexes (Umsatz vont4C]-UDP-Glucose) werden die hochsten Werte in decciSsrose-
Dichtegradienten-Fraktionen 4, 5 und 6 gefundesg bBei Saccharose-Konzentrationen von 40
bzw. 50 %. In der nativen Polyacrylamid-Gelelektropese erhalt man die isolierten 669 kDa
gro3en Komplexe ebenfalls in den Fraktionen 4, & GnDiese enzymatisch aktiven und die
isolierten Paramylon-Synthase-Komplexe enthaltenBesben wurden gepoolt und fir die
weiteren Analysen verwendet.

3.3  PHOTOAFFINITATS -MARKIERUNG DER SUBSTRATBINDENDEN UNTEREINHEIT DES
PARAMYLON -SYNTHASE -K OMPLEXES

Unter denaturierenden Bedingungen in der SDS-Geéfelghorese zeigte sich, dass die
669 kDa Paramylon-Synthase-Komplexe aus 16 biskdht ndentifizierten Proteinen mit
Molekularmassen zwischen 28 und 124 kDa bestehenindKapitel 3.4 in Abbildung 3.9
dargestellt werden. In diesem Kapitel sollen zustctie Photoaffinitats-Markierungs-
Experimente zur Identifizierung der substratbindandUntereinheit des Paramylon-Synthase-
Komplexes, der UDP-Glucose:beta-1,3-Glucosyltraaske, beschrieben werden.

PHOTOAFFINITATS -MARKIERUNG

Die solubilisierten, Uber einen Saccharose-Diclagignten aufgereinigten Enzym-Komplexe
wurden bei niedrigen Temperaturen (0 bis 4 °C) untér UV-Bestrahlung (254 nm) mit dem
radioaktiven Substrat inkubiert. Unter diesen Bgdimgen wird aufgrund der niedrigen
Temperaturen der Umsatz von UDP-Glucose zu bet&lli8an verhindert. Die gleichzeitige
UV-Exposition der Protein-Komplexe fihrt zu eineixi€rung der Substratmolekile durch
kovalente Bindungen im substratbindenden bzw. Wasahen Zentrum. Auch nach der
Denaturierung der Enzym-Komplexe mit SDS und deschliel3enden gelelektrophoretischen
Trennung der Proteine bleibt diese Bindung erhakendass diejenigen Polypeptide distinkt
markiert werden, die das Substrat im katalytiscBentrum gebunden haben. DE{]-UDP-
Glucose, wie es fur die Enzymaktivitats-Messungemvendet werden kann, nur ein schwacher
beta-Strahler ist (0.157 MeV beta-Zerfalls-Energielrde fur die Markierungs-Experimente
[alphaP]-UDP-Glucose mit einer beta-Zerfalls-Energie vbil MeV synthetisiert. Die
Zuordnung der radioaktiv markierten Banden erfolggeh Detektion der Radioaktivitat im
Abgleich mit den gefarbten Proteinbanden im Gel widl in Kapitel 3.4 (Abbildung 3.9)
beschrieben.
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Als Negativ-Kontrollen wurden jeweils identische &tze im Dunkeln (Abb. 3.7, Spur@n4,

6, 8) sowie entsprechende Ansatze ohne Paramylon-Sgthamplex (Abb. 3.7, Spud)
inkubiert. Damit sollten unspezifische Bindunges @ibstrates an ein beliebiges Protein bzw.
Reaktionen des Substrates mit einer Komponente HRleaktionsansatzes erkannt und
ausgeschlossen werden.

Durch die Wahl unterschiedlicher Versuchsbedingangéhrend der Photoaffinitats-Reaktion
wurde weiterhin die Signifikanz der erhaltenen Mamnkngen udberprift. Da Calcium im
Enzymtest eine Aktivitats-steigernde und Magnesaime -hemmende Wirkung hatteABVER

et al. 2001), sollte die Spezifitat der Markierunggurch einen mdglicherweise Metallionen-
abhangigen Effekt Uberprift werden (Abb. 3.7, Spuke3, 5). AuRerdem dienten eine von
20 auf 10 Minuten verkirzte UV-Expositionszeit (Adh7, Spur7) sowie unterschiedliche
Substratkonzentrationen (Abb. 3.7, Spuit€@nll, 12) dazu, die Abhangigkeiten anhand einer
Veréanderung der Markierungs-Intensitat zu erfassen.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14CM

| \ kD
Ko - N . . T a
1 F B : — 220
-8 8 8 " 7.4
M 2 | — 66
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UV 254nm 200 - 200 - 20 - 100 - 20 20
8 mM MgZ+ + + - - + o+ _ ) i
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0.8 mMMEDTA + + ) : ) Sl
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Abb. 3.7 Autoradiographie-Filme ddPhotoaffinitats-Markierung des isolierten Paramylon-Synthase-
Komplexes mit [alph&?P]-UDP-Glucose nach SDGelelektrophorese. Der Pfeil bezeichnet
prominent und reproduziear radioaktiv markierte Bande. Die Versuchsbeduggu sind in der Tabel
angegebenl +Mg +EDTA, 20 min UV2 wie 1 dunkel3 +Ca, 20 min UV4 wie 3 dunkeb +Mg +Ca,
20 min UV 6 wie 5 dunkel7 +Ca, 10 min UV8 wie 7 dunkel9 +Ca ohne Proteid0 +Mg +EDTA,

20 min UV, 4 ul Substrétl +Mg +EDTA, 20 min UV, 6 pl Substrd? +Mg +EDTA, 20 min UV, 10 p
SubstratPM Prestained Marker-Proteine in kDaCM [*“C]-methylierte Marker-Proteine in kDa.

Wie die Autoradiographie-Filme zeigen, erhalt mam Imkubation des isolierten Paramylon-
Synthase-Komplexes mit dem radioaktiven Substratphfe®®P]-UDP-Glucose eine
reproduzierbare prominente Bande zwischen 49.574@kDa (Spureri, 3, 5, 7, 10, 11, 12).
Die Markierung ist eindeutig abhéngig von der UVsBahlung, da sie in den identischen
Anséatzen bei Dunkel-Inkubation nicht erscheint (®8p, 4, 6, 8). Ohne UV-Exposition wird
kein Protein distinkt markiert, d.h. es findet lkeikovalente Bindung zwischen radioaktivem
Substrat und Protein statt.
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Ebenso kann durch eine Verkirzung der UV-Expossizeit von 20 auf 10 Minuten die
Intensitdt der Markierung deutlich abgeschwacht deer (Spur7). Aul3erdem zeigt der
proteinfreie Ansatz, in dem ebenfalls keine Marnkigy zu sehen ist (Sp@), dass es sich bei
der prominenten Bande nicht um einen Artefakt duRdmktion des Substrates mit einer
Komponente des Reaktionsgemisches handelt. Diadé¢ der Markierung ist aber nicht nur
abhangig von der Lange der UV-Bestrahlung, sondksst sich auch durch niedrigere oder
hohere Substratkonzentrationen entsprechend absbbw@der verstarken (Spurgd 11, 12).

METALLIONEN -ABHANGIGKEIT DER M ARKIERUNG

Eine signifikante Beeinflussung der Substratbinddogch Magnesium- oder Calcium-lonen
liel3 sich dagegen nicht feststellen. Die promin@dade ist sowohl bei 8 mM Magnesium mit
0.8 mM EDTA (Spurl) als auch bei 1 mM Calcium (Sp@)y und ebenso bei Anwesenheit
beider lonen (1 mM Calcium und 8 mM Magnesium oRmETA, Spur5) mit etwa derselben
Intensitat detektierbar.

Dieses steht allerdings nicht im Widerspruch zu Beaymaktivitatstests, bei welchen zwar
eine hemmende Wirkung von Magnesium als alleiniggfektor zu beobachten war, aber in
diesen Ansatzen immer noch 10 % der maximalen Eakgmitat (100 % unter optimalen
Bedingungen) im Vergleich zu 18 % ohne jeglichefegbr erzielt wurden (BUMER et al.
2001). Demnach scheint die Substratbindung niclh$pezifisch von der Anwesenheit von
Calcium-lonen abhéangig zu sein. Eine Bindung und Eimsatz von UDP-Glucose ist
offensichtlich auch in Anwesenheit von Magnesiumelo mdoglich, wie die
Enzymaktivitatstests (BJMER et al. 2001) und die Photoaffinitats-Markierunggp&rimente
dieser Arbeit zeigen. Eine weitere Moglichkeit Brklarung der Markierung in Anwesenheit
von Magnesium oder EDTA kdnnte eine sehr feste @igdder fir die Substratbindung und
den -umsatz benétigten Calcium-lonen im katalygscAentrum der Glucosyltransferase sein.
Die Calcium-Bindung musste demnach so stabil sdass die lonen auch wahrend der
Isolierung der Paramylon-Synthase-Komplexe sowidmesenheit von 8 mM Magnesium
und 0.8 mM EDTA nicht aus der Bindungsstelle digsoen.

Bei genauerer Betrachtung der Autoradiographie-€ilist zu erkennen, dass neben der
prominenten Bande auch noch weitere Polypeptide seliir schwacher Intensitat markiert
werden. Es scheint so zu sein, dass die KombinationCalcium und Magnesium (Spby
sowie hohere Substratkonzentrationen (SA@ die Markierung anderer Proteine des
Komplexes fordern. Aufgrund der erkennbar geringdreensitat, die zudem nicht bei allen
Versuchsbedingungen deutlich sichtbar ist, kannodaausgegangen werden, dass es sich
hierbei um unspezifische Reaktionen der [alpt®d-UDP- s
Glucose mit affinen Strukturen anderer Proteinedien . O‘E‘O—E%/\ﬁﬁTN
Besonders die reaktiven Doppelbindungen des Siibs :Q/ °© ° d o
Molekils UDP-Glucose (Abb. 3.8) sind geeignet, uei | °

Energiezufuhr (UV-Bestrahlung) beispielsweise mind Abb. 3.8[alpha-*P]-UDP-Glucose

; ; 2 . ; . Uridin-5'-diphosphat ~ Glucose).
basischen Aminosauren Arginin (R) und Lysin (K) : ( pnosp

] d (R) y (K) * radioaktives Phosphat.
reagieren.
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In den ersten Photoaffinitats-Markierungsexperiraenton BUMER et al. (2001) mit dem
isolierten Paramylon-Synthase-Komplex wurde nebem éuch in dieser Arbeit gefundenen
prominenten 54 kDa Protein (siehe Kapitel 3.4) emeeite, etwas schwacher markierte
Proteinbande mit einer molaren Masse von etwa 33 #&tektiert. Diese Markierung wurde
von BAUMER et al. (2001) mit 10 pl [alph¥P]-UDP-Glucose in Anwesenheit von 8 mM
Magnesium und 0.8 mM EDTA bei einer UV-Expositiogiszvon 20 min erhalten, also
entsprechend dem in dieser Arbeit gezeigten Vesardatz von Spur2 in Abbildung 3.7. Da
fur diese ersten Experimente kein radioaktiver étnoharker zur Verfigung stand und die
Radioaktivitat in den getrockneten SDS-Gelen nidigr Autoradiographie-Filme, sondern mit
Hilfe eines Phosphoimager-Screensiof®D) detektiert wurde, erwies sich die genaue
Bestimmung der molaren Massen der markierten Pmteind die Zuordnung zu den
Proteinbanden im Gel als schwierig. Zudem erfotfjee Auftrennung der markierten Proteine
in dieser Arbeit in 10 %igen Polyacrylamid-Geleratstder von BUMER et al. (2001)
verwendeten Gradientengele, so dass ein direktagldieh des Bandenmusters erschwert wird.
In dieser Arbeit konnte eine etwa 37 kDa Proteimlgaim keinem Versuchsansatz unter keinen
Bedingungen mit der von MER et al. (2001) gezeigten Intensitat reproduziertrdes.
Aufgrund der schwierigen Molekulargewichts-Bestimmgukann deshalb vermutet werden,
dass die in dieser Arbeit gefundene unspezifisclagkMrung eines Proteins knapp unterhalb
des 46.5 kDa'fC]-Markerproteins bzw. unterhalb des 49.5 kDa Riretl Markerproteins (am
deutlichsten zu erkennen in SplR in Abb. 3.7) der zweiten von BMER et al. (2001)
gefundenen Bande entspricht, wenn sie auch in aellegenden Versuchen mit sehr viel
niedrigerer Intensitat auftritt.

FazIT

Der isolierte 669 kDa Paramylon-Synthase-Komplex den Paramylon-Granula-Membranen
von Euglena gracilis bindet im Photoaffinitats-Markierungs-Experimebgei( 0 bis 4 °C und
unter UV-Bestrahlung) das Substrat [alpfal-UDP-Glucose. Diese Markierung ist eindeutig
abhangig von der UV-Exposition und der Substratkotration, wird aber nicht durch die
Anwesenheit von Calcium- oder Magnesium-lonen Wkesist. Der isolierte 669 kDa
Paramylon-Synthase-Komplex synthetisiert im Enzginigvie in Kapitel 3.2 gezeigt) aus
UDP-Glucose beta-1,3-Glucan (Paramylon), welcheswadiRes Prazipitat ausfallbar ist. Bei
dem prominent und reproduzierbar markierten Protendelt es sich den Photoaffinitats-
Markierungs-Experimenten zufolge um die substratbnde Untereinheit des Paramylon-
Synthase-Komplexes, also um die UDP-Glucose:b&#&lycan 3-beta-D-Glucosyl-
transferase.

Zur weiteren ldentifizierung und GroRRenbestimmuieg dubstratbindenden Proteins mit dem
Ziel der anschlielBenden Isolierung wurden die Aadargraphie-Filme mit den Silber- oder
Coomassi@ Brilliant Blau-gefarbten SDS-Gelen verglichen (AB® in Kapitel 3.4).

77



ERGEBNISSE

3.4  GRORENBESTIMMUNG UND |SOLIERUNG DER SUBSTRATBINDENDEN UNTEREINHEIT
DES PARAMYLON -SYNTHASE -KOMPLEXES AUS EUGLENA GRACILIS

Der in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese etnépnte, denaturierte 669 kDa
Paramylon-Synthase-Komplex besteht aus sieben pemt@n Proteinen und weiteren neun
Polypeptiden geringerer Auspragung. Die GrolRenlUtdereinheiten liegen zwischen 28 und
mehr als 102 kDa, wobei die prominenten Bandenrappa Molekularmassen von 124, 89, 78,
54, 45, 29 und 27 kDa aufweisen. Die in der Phéitttits-Markierung mit [alph&2P]-UDP-
Glucose reproduzierbar gefundene AutoradiograplaiedB® zwischen 49.5 und 78 kDa lasst
sich in den gefarbten SDS-Gelen des denaturierteran®/lon-Synthase-Komplexes der
distinkten 54 kDa Proteinbande zuordnen (Abb. 3.9 Spured und 2). Mit diesem
Molekulargewicht weist das substratbindende Pradem Komplexes eine vergleichbare Grolde
zu Photoaffinitats-markierten Polypeptiden von QsdlSynthasen aus Ho6heren Pflanzen und
der Cellulose-Synthase adsetobacter xylinum auf (FRosT et al. 1990, BLMER et al. 1991,
MAYER et al. 1991, MIKLE et al. 1991, Let al. 1993).

kDa M 1 kDa M

: 102 e—
) 78 - -
78 e 78 .
“ <=
49.5 v 495 495 ..
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28.3 — 28.3 28.3

Abb. 3.9 Identifizierung und Isolierung der substratbindenden Untereinheitdes iber Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation isolierten Paramyfynthasdcomplexes. Der Pfeil bezeichnet i
prominente radioaktiv markierte Bande bzw. das htigge Protein.l Autoradiographie-Film der
Photoaffinitats-Markierungles isolierten Paramylon-Synthase-Komplexes myithiaf’P]-UDP-Glucose
nach SDS-Gelelektrophorese (Spur 1 aus Abb. 3.iB0UV,s4nm 6 pl Substrat, 8 mM Mg, 0.8 niM
EDTA) 2 Silber-gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel des aufgetrennten denaturierten Paramylon-
Synthase-Komplexe3 Isoliertes 54 kDa-Protein in der SDS-PAGEM Prestained MarkeProteine ir
kDa (Die Proteinbanden des nicht radioaktiven Rrest Markers wurde nach Entwicklung de
Autoradiographie-Filmes im Abgleich mit dem gef@mSDS-Gel auf den Film Ubertragen).

Im Anschluss an die Identifizierung und GrolRenestung des substratbindenden Proteins
wurde die 54 kDa Proteinbande des denaturierteanBdon-Synthase-Komplexes aus invers
gefarbten praparativen Polyacrylamid-Gelen ausgetdeh. Bei den verwendeten
Farbemethoden (Kupferchlorid- bzw. Imidazol/Zinkdbi#ng) werden nur die proteinfreien
Bereiche des Gels gefarbt, so dass die Proteinhagedest unverandert bleiben und nicht durch
die Farbung denaturiert oder fixiert werden.
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Die Elution des Proteins aus den ausgeschnitteredipa@den erfolgte mit dem Detergenz SDS
in einer Konzentration von 0.1 % (ElutionspuffechdAGER & BURGESS1980). Hohere SDS-
Konzentrationen erwiesen sich als ungeeignet, ddasergenz bei der anschlielRenden Fallung
des eluierten Proteins ebenfalls prazipitierte. Bberprifung der Reinheit des eluierten und
gefallten Proteins wurde erneut eine SDS-Page mnsithdie3ender Silberfarbung durchgeftihrt
(Abb. 3.9 SpuB).

In Abh&ngigkeit von der weiteren Fragestellung veurdas isolierte 54 kDa Protein im

Folgenden auf eine PVDF-Membran geblottet (fur Niderminale Ansequenzierung durch

automatischen Edman-Abbau) oder in der ausgesehaitt Gelbande mit der Serinprotease
Trypsin gespalten (fur massenspektrometrische Megsu und Sequenzierungen). Diese
Protein-Analysen sollten Uber Peptidmassen-Bestingan sowie Aminoséaure-Sequenzierung
die Identifizierung des Proteins ermdglichen bzwhAltspunkte fir die Identifizierung des

zugehdrigen Gens liefern.

3.5 M ASSENSPEKTROMETRISCHE PROTEIN-ANALYSE DER 54 KDA SUBSTRATBINDENDEN
UNTEREINHEIT DES PARAMYLON -SYNTHASE-K OMPLEXES AUS EUGLENA GRACILIS

3.5.1 PEPTIDMASSEN-BESTIMMUNG VON TRYPSIN-FRAGMENTEN DES 54 kDA PROTEINS
DURCH MALDI-TOF- UND ESI-QTOF-M ASSENSPEKTROSKOPIE

In der MALDI-TOF-MS [Matrix-Assisted Lasedesorptiond/onisationsfime of flight-
Massespektroskopie] werden die Trypsin-gespaltenen Peptahes Proteins mit einer
UV-absorbierenden Matrix kokristallisiert und angeRend im Hochvakuum durch den
Beschuss mit einem UV-Laserpuls ionisiert. Dabetstehen monoisotopische [M+H]
Molekdil-lonen, die im Flugzeitanalysator (TOF) nabhem Masse/Ladungs-Verhaltnisvy]
aufgetrennt und detektiert werden.

Bei der ESI-QTOF-MS/MS Hlectrospray lonisationsQuadrupolTime of  flight-
Massespektroskopie] werden die Trypsin-Fragmente ausreim@sierten Dispersion in die
Gasphase gebracht. Die erhaltenen Peptid-lonen isindnterscheid zur MALDI-TOF-MS
zweifach [M-2Hf" oder dreifach [M-3H]" geladen und werden im Folgenden zur besseren
Vergleichbarkeit in monoisotopische Massen [M*Himgerechnet. Das auch als Tandem-
Massenspektroskopie bezeichnete Verfahren ermdgiicht nur die Massenbestimmung von
Peptiden, sondern kann auch durch Fragmentierumgsemit Hilfe des Quadrupols
ausgewahlten Peptids dessen Aminosaure-Sequentedmmi
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Die Serinprotease Trypsin spaltet Peptidbindungpazifisch an der Carboxy-Seite der
basischen Aminosauren Lysin (K) und Arginin (Rhtiaber wenn die Aminosaure Prolin (P)
folgt. Die durchschnittliche theoretische Fragmedftg bei einer Trypsin-Spaltung liegt bei
etwa 9 Aminosauren (TTSPEICH& ZORBAS 1998).

Als Anhaltspunkt fir die Anzahl der entstehendeptide wird mit etwa einer Spaltstelle pro
kDa Protein gerechnet. Fur das 54 kDa Protein &ms Baramylon-Synthase-Komplex von
Euglena gracilis wurden demnach theoretisch etwa 55 Trypsin-Fraggnerwartet. Dabei ist
allerdings zu bericksichtigen, dass nicht alle $nyg-ragmente eines Proteins detektiert
werden, da zum einen nicht jedes ionisierte Tryypsagment den Flugzeitanalysator (TOF)
passiert. Zum anderen koénnen in dem ausgewahltessidecich (groRer als 460 Da) sehr
kleine Fragmente, die nur aus einer oder wenigem@ésduren bestehen, nicht erfasst werden.

Die Bestimmung der Peptidmassen des im Polyacrdgehi Trypsin gespaltenen 54 kDa
Proteins erfolgte mit einem Reflektor-MALDI-TOF-Maenspektrometer am Zentrum flr
Genomforschung an der Universitat Bielefeld. Digdbmisse sind in der Abbildung 3.10 und
in Tabelle 3.1 dargestellt. Die Messung erfolgtet mziwei parallel durchgefihrten
Spaltungsansatzen, so dass durch einen Abgleicheiden erhaltenen Peptidmassen-Spektren
mehr Information erhalten werden konnte. Da die umd z der Molekil-lonen im
ausgewerteten MALDI-Spektrum einfach positiv issoa[M+H]** (monoisotopisch), erhélt
man mit dem Masse zu Ladungs-Verhaltniz] die Masse des Peptid-lons in Dalton (Da).

MALDI-MS UND ESI-QTOF-MS TRYPSIN-FRAGMENTE

Es wurden fur jeden der beiden gemessenen Spadiusdfze 43 Peptidmassen gefunden.
Beide mittels MALDI-MS gefundenen Spektren der falalurchgefiihrten Spaltungsanséatze
zeigen sich trotz eines vergleichbaren Peak-Mustigtg vollkommen identisch (Abb. 3.10),
da nicht jedes ionisierte Trypsin-Fragment den Editgnalysator (TOF) passiert. So konnten
mit dem zweiten Spaltungsansatz im Vergleich zsteer Probe vermehrt kleinere Peptide
(unter 1500 Da) detektiert werden. Insgesawmtden mittelSMALDI-MS 55 verschiedene
Trypsin-Fragmente gemessen. Diese Anzahl liegten etwarteten GréRenordnung fur ein
54 kDa Protein. Da aber, wie oben erwéhnt, aufguesl ausgewahlten Messbereichs und der
unvolistandigen Detektion im Flugzeitanalysatorhmhialle Trypsin-Fragmente erfasst werden,
liegt die tatsachliche Fragment-Anzahl der Spalangatze vermutlich noch héher. Dieses
wurde nachfolgend durch weitere Peptidmassen-Besiimgen im Rahmen der Aminosaure-
Sequenzierung der Trypsin-Fragmente der 54 kDeeltmnde aus dem Paramylon-Synthase-
Komplex vonEuglena gracilis mittels ESI-QTOF-Tandem-Massenspektroskopie kgttat

80



ERGEBNISSE

(")
o : I . /
" N AQOF—010406—-Samplel BRUKER
. I~
= . : L)
N r~ o~
] v @ B
1800 ) oty e e
i - e
T (=23
1600 ff | Y .
: o
- oo ¥ ~y
o N @ i
1400 N-g - o
og =
v P
L N
V!
1200 |+ 3 ¥
r~ o =
. T o .
o) - ™~ @
1000 & o ! ; -y
QL ' B o0 uh
@ LY
B |lg
o g
M e
600 o
0, <wb G
et B - w0
¥ o H :
B 2 & o
200 v % o
' L
200 _
: fLka Shily
rrr el Tyl T T YT o T
a 500 1000 1500 2000 2500 3000 1500 miz
s ] o)
2500 b
2000
« "-:: o0
- .Q! b |
- o oot
| - & ik
1500 - =Y e & e
R : =
1] - o~ i -
1S % & o
> = i :
sy 5>
= ] >
1000 7 | D
-.-1 g
iy w o 753
K'.!:' g & =) 3 - v LIV oW
if 0 e = :
500 I'H & e 3 >
Ji 3 % ) —
N b o~ ~
; = e
T
4 A 1 o "
b ST |t Y T o T T A A Sy
500 1000 1500 2000 2500 3000 1500 miz

Abb. 3.10 MALDI-TOF-Massenspektren der Trypsin gespaltenen 54 kDa substratbindendatereinheit des
Paramylon-Synthase-Komplexes. Gemessen wurden paveilel durchgefiihrte Spaltungsansétze des Psotein
nach Kokristallisation mit einer CHCA-Matrixa MALDI-TOF-Massenspektrum der Probe 4,MALDI-TOF-
Massenspektrum der Probe 2. Die Einheit der x-Ac¢h€e Masse zu Ladung) bzw. die Beschriftung der Peaks
entspricht der Peptidmasse in [Da], da die Pemtiwbh einfach positiv geladen sind. Beide Spekteigen ein
ausreichend &hnliches aber kein identisches Muster.
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Weitere Trypsin-Fragment-Massen des 54 kDa Proteursen mittels ESI-QTOF-MS/MS am
Lehrstuhl fur Pflanzenphysiologie der Ruhr-Univ&isiBochum von Dr. Markus Piotrowski
bestimmt. Da das primare Ziel dieser MessungenAdinosaure-Sequenzierung der Peptide
war (siehe Kapitel 3.5.2), wurde mit dieser Metho#tein vollstdndiges Spektrum
aufgenommen. Von den gemess2® Peptidmassen waren 15 nicht in den MALDI-TOF-
Massenspektren zu finden. Der Ubersichtlichkeib&alerden alle erhaltenen Peptidmassen
aus beiden massenspektrometrischen Methoden zugammabelle 3.1 dargestellt:

MALDI-MS | MALDI-MS MALDI-MS | MALDI-MS
Peptid | Probel | Probe2 | EoMS Il peptid | Probel | Probe2 | EoMS
Nr. Peptidmasse Peptidmasse Peptidmassg | Nr. Peptidmasse Peptidmasse Peptidmasse
/7" /7" 4" /7" 4" /7"
1 492.4 36 1392.7 1392.7 1392.7
2 504.4 37 1394.6
3 523.2 523.1 38 1402.8 1402.8
4 550.2 39 1443.0
5 561.2 40 1492.9 1492.9 1492.9
6 568.2 568.2 41 1500.9 1500.8
7 572.5 42 1513.4
8 587.2 43 1516.8
9 708.5 708.4 44 1538.0
10 804.4 45 1627.0 1627.0
11 842.6 842.6 46 1630.8
12 991.2 47 1631.9 1631.9
13 1015.5 48 1635.0
14 1021.6 1021.6 49 1728.0
15 1025.7 50 1730.9
16 1034.7 1034.7 1034.7 51 1772.0
17 1092.7 1092.7 52 1781.1
18 1121.6 1121.6 1121.6 | S3 1806.0
19 1139.7 54 1822.0
20 1150.4 55 1828.2 1828.1
21 1155.6 56 1837.0 1837.0
22 1175.7 1175.7 57 1861.8
23 1193.6 58 1929.2
24 1229.6 1229.6 1229.6 59 1956.2
25 1264.7 1264.7 60 2029.2
26 12923 | | 61 2075.3
27 1312.8 1312.7 62 2096.3 2096.3 2096.3
28 1327.8 1328.8 63 2232.4 2232.4
29 1342.7 1342.8 1342.3 64 2262.3
30 1343.8 65 2272.3 2272.4
31 1352.8 1352.8 1352.8 66 2288.2 2288.2
32 1356.7 1356.7 67 2365.4
33 1360.8 68 2491.4 2491.3
34 1370.8 1370.8 69 2570.5 2570.5 2570.5
35 1378.7 1378.7 70 3716.5 3716.5

Tab. 3.1 Massenspektrometrische PeptidmasseffMALDI-TOF-MS und ESI-QTOF-MS) der isolierten
54 kDa substratbindenden Untereinheit des Paranfjmthase-Komplexes. Durch die Messungen am MALDI-
TOF-Massenspektrometer wurden sowohl in Probe awadh in Probe 2 (parallel durchgefiihrte Spaltungg&e)

je 43 Peptidmassen bestimmt, mit dem ESI-QTOF-Mesgsektrometer weitere 26 Peptide. Da nicht alletiBep

in allen Messungen detektiert wurden, erhalt magdeinSumme (grau unterlegtisgesamt 70 Peptidmassewon
492.4 bis 3716.5 Da. Die 2-fach und 3-fach geladdteptide aus den ESI-QTOF-MS-Analysen wurden fact-
positiv geladenen lonen umgerechnet und gerundetEihheit Masse zu Ladungnfz] entspricht demnach der
Peptidmasse in Da.
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In der ESI-QTOF-Massenspektroskopie erhalt man faski[M-2HF* oder dreifach [M-3H{
geladene Peptidmassen, die zur besseren Verglekaba monoisotopische Peptid-lonen
[M+H]'* umgerechnet wurden. Insgesamt konnten fiir das @ Rrotein mit den beiden
massenspektrometrischen Verfahren 70 Trypsin-Fraggmait molekularen Massen zwischen
492.4 und 3716.5 Da erhalten werden.

ANZAHL DER TRYPSIN-FRAGMENTE

Die gefundene Anzahl von 70 Peptiden wére fir eotdih mit einem Molekulargewicht von
54 kDa ungewohnlich hoch. Dieses gilt vor allemenrdem Gesichtspunkt, dass nicht alle
Trypsin-Fragmente den Flugzeitanalysator (TOF) ipess und durch den eingeschrankten
Messbereich sehr kleine Fragmente mit drei odergeerAminosauren nicht erfasst werden.
Bei der aus dem Paramylon-Synthase-Komplex Eoglena gracilis isolierten Proteinbande
handelt es sich demnach entweder um ein Proteibesidnders vielen basischen Aminosauren
Lysin (K) und Arginin (R), den Spaltstellen der ®rase Trypsin, oder aber um zwei
kogereinigte Proteine mit gleichen Molekularmasdenersten Fall missten bei einer Spaltung
besonders viele kleine und sehr kleine Peptidetedrgn, da man bei 69 Spaltstellen im
Durchschnitt Fragmente von etwa 7 Aminosauren (iittdlivon etwa 755 Da) erhalten wrde.
In den vorliegenden Spektren sind aber lediglich®d 2ler Peptidmassen kleiner als 750 Da.
Die erhaltenen Peptidmassen ergeben demnach keinéautigen Hinweis auf ein besonders
Lysin- und Arginin-haltiges Protein. Die in Kapite8.5.2 dargestellten Ergebnisse der
Aminosaure-Sequenzierung mittels ESI-QTOF-MS/MS @atinan-Abbau sprechen dagegen
ebenfalls fir die zweite Mdglichkeit, namlich dieoé&istenz von zwei Proteinen in der
isolierten 54 kDa Bande.

ANALYSE DER PEPTIDMASSEN-SPEKTREN

Die Analyse der erhaltenen Peptidmassen im Abgleich den massenspektrometrischen
Datenbanken (MscoT http://www.matrixscience.com/home.htmAKINS et al. 1999) fuhrte
bei einer Peptidmassen-Toleranz von 0.04 % nichsignifikanten Ergebnissen. Bei bereits
bekannten Protein-Sequenzen (bzw. Sequenzen deaprecitenden Gene) ware die
Identifikation von biochemisch isolierten Proteireathand der Peptidmassen dagegen maoglich.
Das bedeutet, dass es sich bei den isolierten 24RDteinen um zwei bé&uglena gracilis
bisher unbekannte Proteine mit beziiglich der Peyssen geringen Ubereinstimmungen zu
Proteinen anderer Organismen handelt. Die Auswgetnrder Massenspektren ermdglichten
keine Zuordnungen der Peptide zu einem der berdéeen ausgeschnittenen Bande enthaltenen
Proteine und demzufolge auch keine Identifizierdagbeiden Proteine.

Einige Peptidmassen fuhrten zu Ergebnissen untedel Signifikanz-Schwelle, weisen aber
eine Bedeutung im Hinblick auf die angenommene Eankeines der beiden isolierten
Proteine auf:

A. Die UDP-Glucose 4-Epimerase aus dem alpha-Protéeinam Brucella melitensis
katalysiert die Umwandlung von UDP-Glucose in UD&d8&tose und ist damit ein UDP-
Glucose-bindendes Enzym. Die Ubereinstimmung de® BDa Proteins zu den Peptidmassen
der 54 kDa Proteinbande atsglena gracilis beschrankt sich auf funf Peptide:
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A. NC 003311DP-Glucose 4-Epimeras¢Brucella melitensis], Mr Protein: 30857 DaScore: 34

gemessen  Mr Mr AS AS . .
[m/z]“ gemessen kalkuliert Delta von bis Miss Peptid
804.40 803.39 803.49 -0.10 240 - 247 0 FLLGGIGK
1121.60 1120.59 112059 0.00 176 - 185 0 SFVSLENVAR
1193.60 119259 1192.64 -0.04 202 - 211 0 VFHLAEPQPR
1394.60 139359 1393.71 -0.12 20 - 32 0 LEAAGHNVMPLSR
2491.40 2490.39 2491.15 -0.76 33 - 55 0 EDIHDADFSGVETVVHCAALAHR

B. Eine beta-1,4-Acetylgalactosaminyltransferase adem epsilon-Proteobakterium
Campylobacter jejuni stimmt ebenfalls mit funf Peptidmassen mit dekBé Proteinbande aus
dem Paramylon-Synthase-Komplex véuglena gracilis Uberein. Das 41.6 kDa Enzym
verwendet UDP-N-Acetylgalactosamin als SubstratiférZellwandsynthese:

B. AF130984R3-1,4-Acetylgalactosaminyltransferas¢Campylobacter jejuni], Mr Protein: 41635 DaScore: 34

gemessen  Mr Mr Delta AS AS
[m/z]** gemessen kalkuliert von bis

1092.70 1091.69 1091.60 0.09 137 - 145 0 QYPSFIPIK
1121.60 1120.59 1120.65 -0.05 10 - 18 0 lICLFIPFR
1328.80 1327.79 1327.64 0.15 309 - 318 0 YNWISIEEFK
0
0

Miss Peptid

1392.70 1391.69 1391.71 -0.02 146 - 156 YPYEIQIQNPK
1727.98 172697 1726.86 0.11 162 - 175 LYSYYNYVASFIPK

C. AuBerdem konnte ein beta-1,3-Glucan-bindendes elrotdie 34 kDa beta-1,3-
Endoglucanase aus Gerstelo(deum wvulgare, Poaceae) gefunden werden. Es dient der
Hydrolyse von beta-1,3-Glucane und weist ebenfailte Ubereinstimmung in fiinf Peptiden
zur 54 kDa Proteinbande absglena gracilis auf:

C. AY239038Glucan-endo-1,3-beta-D-Glucosidas¥ [Hordeum vulgare], Mr Protein: 34034 DaScore: 34

gemessen  Mr Mr Delta AS AS
[m/z]** gemessen kalkuliert von bis

587.20 586.19 586.32 -0.13 181 - 185 0 GONIR

1121.60 1120.59 1120.53 0.06 66 - 75 0 DPSYAAGWVR
1342.80 1341.79 1341.68 0.11 253 - 263 0 NYNQGLIDHIR
1537.92 1536.91 1536.79 0.12 76 - 88 0 SNVQAYYPDVLIR
2029.20 2028.19 2027.99 0.20 269 - 285 0 RPGAIETYIFAMFNENR

Miss Peptid

Auffallend ist vor allem das in allen drei Proteineervorgehoben dargestellte Peptid mit einer
monoisotopischen Masse vohl121.60 Da welches sowohl in UDP-Glucose bindenden
Proteinen (A.) als auch in Glycosyltransferasern (i8d Glucan-abbauenden Glucosidasen (C.)
vorkommt. Hinweise auf typische beta-1,3-GlucaniBgee-Peptide konnten dagegen nicht
einmal mit geringer Signifikanz gefunden werdenwobl die UDP-Glucose:beta-1,3-Glucan
3-beta-D-Glucosyltransferase ebenfalls zu dem Glylb@nsferasen gehort. Dieses Ergebnis
lasst weiterhin den Schluss zu, dass die Glucaeswferase, die bé&tuglena gracilis fur die
Paramylon-Synthese verantwortlich ist, keine hoBeguenzibereinstimmungen zu anderen
beta-1,3-Glucan-Synthasen besitzt.
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3.5.2 AMINOSAURE -SEQUENZIERUNG DER 54 KDA PROTEINBANDE DURCH N-TERMINALEN
EDMAN-ABBAU SOWIE VON TRYPSIN-FRAGMENTEN DER 54 KDA PROTEINBANDE
DURCH ESI-QTOF-T ANDEM -M ASSENSPEKTROSKOPIE

Durch den automatischen Edman-Abbau der auf PVDRMan geblotteten 54 kDa
Proteinbande aus dem Paramylon-Synthase-Komplexugiena gracilis an der Fakultat far
Chemie der Universitat Bielefeld in der Arbeitsgoepvon Prof. Dr. H. Tschesche sowie die
massenspektrometrische ESI-QTOF-MS/MS-Sequenziervag Trypsin-Fragmenten am
Lehrstuhl fur Pflanzenphysiologie der Ruhr-UnivéisBochum durch Dr. Markus Piotrowski
wurden die eindeutigen Aminosdure-Sequenzen vonlidpsin-Fragmenterder isolierten
54 kDa Proteinbande erhalten. Diese sind in TalleBaufgefihrt.

In der massenspektrometrischen Sequenzierung @&ifgeund von gleichen monoisotopischen
Massen nicht mdglich, die Aminoséuren Leucin (L3.084 Da) und Isoleucin (I, 113.084 Da)
zu unterscheiden. Weiterhin erhéht sich die Masse Methionin (M, 131.04 Da) durch
Oxidation um rund 16 Da auf 147.035 Da (M*) undspnicht damit anndhernd der Masse von
Phenylalanin (F, 147.068 Da). Die entsprechendennésduren in den Peptidsequenzen
wurden deshalb mit folgender Nomenklatur angegeben:

X: sehr sichere Aminosaure X: eventuelle Aminosaure
(X/Y): X oder Y (XY): XY oder YX

n-: N-Terminus -c: C-Terminus

X*: Aminosaure ist modifiziert (z.B. oxidiertes M@bnin)

Durch Analyse der Peptide mit dem NCBI-Programma® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/, ALTscHUL et al. 1990) konnten die mittels Edman-Abbau ugl-@TOF-MS/MS
erhaltenen Peptidsequenzen die Annahme bestatiigess, es sich bei der ausgeschnittenen
Bande um zwei Proteine handelt. Die NummerierungREptide in Tabelle 3.2 erfolgte im
Nachhinein und richtet sich nach der Position deptile in den Sequenzen. Die erhaltenen
Peptide lassen sich aufgrund von Sequenz-Ubemimstngen zu anderen Proteinen in zwei
Gruppen einteilen und sind in der Tabelle beraitsgrechend geordnet.

N-TERMINUS

Zunachst konnte der durch die Edman-Sequenzierdegtifizierte N-Terminus eindeutig
durch die massenspektrometrische Analyse verifiaiggrden. Das bedeutet, dass die zur
Edman-Sequenzierung verwendete Proteinprobe Nitainginheitlich vorlag, so dass die
Sequenzierung nicht durch abgespaltene Aminos&gsranderen Proteins lberlagert wurde.
Da es sich bei der ausgeschnittenen Bande offaheichum zwei Proteine gleicher
Molekulargewichte handelt, kann man durch die griiche Sequenzierung eines N-Terminus
mit beiden Methoden davon ausgehen, dass der Nifliesmeines der beiden Proteine blockiert
und damit einem Edman-Abbau nicht zuganglich ist.

Der gefundene N-Terminus ergibt keine einheitlinikanten Sequenz-Ubereinstimmungen
in den lokalen Alignments zu anderen Sequenzerbdeznbanken. Dieses liegt an der haufig
sehr hohen Variabilitdt der N-Termini auch bei skbnservierten Proteinen. Deshalb konnte
aufgrund dieser Daten zu diesem Zeitpunkt nichsdméden werden, zu welchem der beiden
Proteine der ermittelte N-Terminus gehort. AuRerdemnten die ersten beiden Aminoséuren
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des Proteins mit beiden Methoden nicht sicher mestiwerden. Dieses konnte ein Hinweis auf
eine Modifizierung an einer der ersten beiden Arséwen sein, welche deren eindeutige
Identifizierung erschwert.

Nr. Pep[t:g/rzr]lasse [/ | Aminosaure-Sequenz der Peptide AS
Edman-Abbau H.N-xIAPATAADVKQV X 11 (12)
n-xxAPATAADVK-c
508.2 (2+) | 1015.4 xx = (at/ta)/(gl/lg)/(giig) 9
la 1048.6 (2+) | 2096.2| vWVVNTGSQ(I/L)TVPV(GE/W)AT(I/L)GR-c| 19
l1b 697.9 (2+) | 1394.8| n-(I/L)(M*/F)NVMGDA(I/L)DQR-c 12
lllc | 696.8 (2+) | 1392.6] n-GHGGYSVFAGVGER-c 14
IVd | 758.9 (2+) | 1516.8] n-VAQTA(I/L)TMAEYFR-c 13
Ve 919.0 (2+) | 1837.0| DV(I/L)(I/L)FVD 7
VIf | 746.9 (2+) | 1492.8| n-(FT)QANSEVSA(I/L)(I/L)GR-c 14
Vllg 911.5 (2+) 1822.0| ePfAVaev 8
1A 722.0 (2+) | 1443.0| n-(I/L)PAATSQ(I/L)(I/L)TNVSK-c 14
2B 448.1 (3+) | 1342.3| n-(q(i/l)) TFHG(I/L)(//L)EER-Cc 11
3C 672.4 (2+) | 1343.8| n-(/L)M(I/L)DEVTESyK-c 11
4D 505.1 (3+) | 1513.3| n-((gn)/(e(l/L))FYSHYTgqlr-c 12
5E 769.5 (2+) | 1538.0| n-((i/)y/ef)DGTSTV(I/L)(I/L)(I/L)TNK-c 14
6F 496.1 (2+) | 991.2| n-TEVEDgwR-c 8
7G 685.8 (2+) | 1370.5| n-LANQFLLLPwR-c 11
8H 561.3 (2+) | 1121.6 FVSNAWNQR-c 9
9l 680.9 (2+) | 1360.8| (I/L)YQALSDDE(I/L)K-c 10
10J 575.7 (2+) | 1150.4| n-((QN)/E(I/L))SWLM*tvr-c 9
11K | 864.5 (2+) | 1728.0| n-NP(M*/F)(I/L)V(I/L)AWQTgg 12
12L | 931.4 (2+) | 1861.8| SPEDD(l/L)Peas 10
13M | 815.9 (2+) | 1630.8] n-(VH)P(A(I/L))YPNSHLA((I/L)A)K-c 15

Tab. 3.2 Aminosaure-Sequenzervon 21 Trypsin-Fragmenten der 54 kDa Proteinband#uglena gracilis. Die
Sequenzierung erfolgte mittedisiman-Abbau und ESI-QTOF-MS/MS. Die 2-fach und 3-fach positiv geladenen
Peptidmassen der ESI-QTOF-MS-Messungen wurden arfoisotopische Massermfz]'* umgerechnet und
gerundet. Die Nummerierung der Peptide erfolgtéNimehhinein und richtet sich nach der Position dastige in
den zugehoérigen SequenzeNomenklatur fir die Darstellung der AminosaureX: sicher identifizierte
Aminosaurex nicht sicher oder nicht identifizierte Aminosaup€/Y) Aminosaure X oder Y(XY) Aminoséauren
XY oder YX, n- N-Terminus des Peptids; C-Terminus des Peptid&* modifizierte Aminosaure.

PEPTIDE la BIS Vllg

Die in der Tabelle 3.2 mit la bis VIIg bezeichnetaittels ESI-QTOF-Massenspektroskopie
sequenzierten Peptide der 54 kDa Proteinbande wurde den BRAsT-Analysen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, AtscHuL et al. 1990) zur Suche nach Ilokalen
Alignments eindeutig identifiziert und sollen dekhan dieser Stelle zuerst beschrieben
werden.

Diese Peptide konnten einer Iigiglena gracilis bisher unbekannten ATPase beta-Untereinheit
zugeordnet werden. Wie das Alignment in Abbildunbl3zeigt, handelt es sich dabei nicht um
die plastidare ATPase beta-Untereinheit #mglena gracilis, deren Gen bereits sequenziert ist
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(HALLICK et al. 1993). Die Sequenzunterschiede zwischergdimdenen Peptiden der 54 kDa
Proteinbande und der abgeleiteten Aminosaure-Sequiar plastidaren ATPase beta-
Untereinheit vorEuglena gracilis betreffen zwar nur wenige Aminosauren, ermoglicabar
dennoch eine eindeutige Unterscheidung. DiesesasoBeispiel des vollstandig sequenzierten
Peptides_IVd gezeigt werden (Abb. 3.11): Die thBsche Masse des sequenzierten
Peptides_Ivd YWQTA(I/L)TM*AEYFR betragt 1500.75 Da (tatsachlich gessen wurden
dagegen 1516.8 Da, so dass daraus geschlossemvkariie dass die Aminosaure Methionin
des Peptides oxidiert vorliegt), die des entspredbe Peptides SLTALTMAEYFR aus der
plastidaren beta-Untereinheit der ATPase dagegernl#vl.76 Da. Entsprechend eindeutige
Massenunterschiede konnten fir alle vollstandigisegierten Peptide mit Ubereinstimmungen
zu ATPase beta-Untereinheiten gefunden werden.

* 20 * 40 *
ARATHpl _at pB_P19366 =YFREVNEC F Ae ALLCRVESA : 53
EUCCRpl _at pB_NP041941. 1 =YFREVNKC mF Ae ALLG%SA?@ : 53
PEPTI DE_I Vd+Ve+VI f YFR- - -- - B---- E 1 34
ARATHni _AT21_P83483 : =YFRECAECC F 53
TRYBBni _ATPase_AAC23340. 1 : =YFREVECC F 53
YEASTni _ATPase_NP012655. 1 : =YFREEECC F 53
ECCLI _ATPB_P00824 : =KFRE- ECR Y 52
VI BCH_ATPB_C9KNH5 =KFRE- ECR Y 52
ARATHvac_VATB_P11574 =YLAYECCK I S 53
TRYCCvac_VATB_(26976 =YLAYCCCK I S 53
YEASTvac_VATPB_P16140 R A=YLAYCTERHYETI S 53
ARATHer _ATPasel_P92939 : [§LADI GVANCGlI SCTEVAKEAS DENFSTI 53
6t ae 66

Abb. 3.11 Ausschnitt aus einem Aminosaure-Alignment(erstellt mit QUSTALX, korrigiert mit GENEDOC)
verschiedeneiATPase beta-Untereinheitenaus Arabidopsis thaliana (ARATH), Escherichia coli (ECOLI),
Euglena gracilis (EUGGR), Trypanosoma congolense (TRYCO), Trypanosoma brucei brucei (TRYBB),
Saccharomyces cerevisiae (YEAST) undVibrio cholerae (VIBCH). Die Lokalisation der eukaryotischen ATeas
in der Zelle wird durch die Buchstaben hinter dethAmen gekennzeichnet Endoplasmatisches Retikulumj
Mitochondrium,pl Plastidenyac Vakuole. Eingefugt sind die sequenzierRaptide_IVd, Ve und _VIfaus der
ausgeschnittenen 54 kDa Bande des Paramylon-Sgnak@splexes von Euglena gracilis mit
Ubereinstimmungen zu ATPase beta-Untereinheiten.

Die sequenzierten Peptide la bis VIlg entspreché@rnaichten Abweichungen den Sequenzen
von plastidaren, mitochondrialen und bakterielleMPAse beta-Untereinheiten aus anderen
Spezies. Zu den Sequenzen von vakuolaren ATPasemzoddenen im Endoplasmatischen
Retikulum lokalisierten ATPasen finden sich dagegan geringe Ahnlichkeiten (Abb. 3.11).
Weitere BAsST-Alignments der zur ATPase beta-Untereinheit gemdea Peptide sind in
Anhang B dargestellt. Da es fur die anderen 13eisitESI-QTOF-Massenspektroskopie
sequenzierten Peptide eindeutig keine Sequenz-lséremungen zu ATPasen gab, wurde
mit diesen Trypsin-Fragmenten (1A bis 13M) in deachfolgenden Arbeiten das Ziel der
Identifizierung der UDP-Glucose:beta-1,3-Glucosyisferase (Paramylon-Synthase) aus
Euglena gracilis weiter verfolgt. Die Existenz einer unbekannterPase beta-Untereinheit aus
Euglena gracilisin Solubilisaten von Protein-Komplexen aus demaRafon-Granula-Membran
wird in Kapitel 4 dieser Arbeit diskutiert werden.
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PeEPTIDE 1A BIS 13M

Die in der Tabelle 3.2 mit 1A bis 13M bezeichneRaptide aus der 54 kDa Proteinbande aus
dem Paramylon-Synthase-Komplex vdtuglena gracilis weisen Ahnlichkeiten zu beta-
Glucan-Synthasen ur@dlycosyltransferasenaus Pilzen, Bakterien und Hoheren Pflanzen auf,
wie Abb. 3.12 exemplarisch zeigt (weitere Beispiales dem NCBI-ProgrammLBST zur
Suche nach lokalen Alignments in den Protein-Datekbn sind zusammen mit einigen
MS-Spektren der sequenzierten Peptide in Anhangrgestellt). Damit werden die Ergebnisse
aus den Peptidmassen-Spektren unterstitzt, die fatlsemicht zu einer eindeutigen
Identifizierung des Proteins fiihrten, aber Hinweigef Peptide mit Ahnlichkeiten zu
Glycosyltransferasen ergaben. Die Signifikanz fiie &®equenz-Ubereinstimmungen zu
Glycosyltransferasen konnte teilweise nur durch BHaglgen von Liucken (,gaps”) in das
Alignment erfolgen (Abb. 3.12, Peptid_3C). In arateFallen wurde dagegen nur zu wenigen
Aminosauren der ohnehin kurzen Peptide eine Segheatizhkeit gefunden (siehe Anhang A).
Dieses zeigt erneut, dass die UDP-Glucose:bet&luBesyltransferase (Paramylon-Synthase)
aus Euglena gracilis keine hohen Sequenz-Ubereinstimmungen zu andesenl1iB-Glucan-
Synthasen aufweist.

PFAN_seed : 5
YEAST_FKS1_b1, 3CS_U12893 : 28
YEAST_FKS2_b1, 3CS_U16783 : 28
PEPTI C_3C : 11
ARATH_CALS1_AF237733 33
ARATH_Cal S_AC007153 33
ARATH_ b1, 3CS_AC005106 33
ARATH_Cal S_AB025605 : 32
ARATH_At 29g31960_AC006223 : ~ 33
6 6ay6CEv

Abb. 3.12 Ausschnitt aus einerdminosaure-Alignment (erstellt mit QUSTALX, Kkorrigiert mit GENEDOC)
verschiedenebeta-1,3-Glucan-Synthasenaus Arabidopsis thaliana (ARATH) und Saccharomyces cerevisiae
(YEAST). Eingefugt ist das sequenzieeptid 3C aus der 54 kDa Proteinbande des Paramylon-Synthase
Komplexes vonEuglena gracilis mit einer monoisotopischen Masse von 1343.8 Beed Konservierte
Aminosauren aus demrBRv-Alignment (http://www.sanger.ac.uk/Software/PfafBATEMAN et al. 1999, 2002)
der Glycosyltransferase Familie 48 [beta-1,3-GluSgnthasen EC 2.4.1.34)1,3GS beta-1,3-Glucan-Synthase,
CalS Callose Synthase.

Das schon in der Analyse der Peptidmassen-Spekitgoh seine Ubereinstimmung zu
Glycosyltransferasen bzw. zu UDP-Glucose oder bg&aslucan bindenden Proteinen
auffallige Peptid mit einer monoisotopischen Magse 1121.6 Dakonnte mittels ESI-QTOF-
MS/MS ebenfalls sequenziert werden (Peptid_8H). @iiwei der beta-1,3-Endoglucanase aus
Hordeum vulgare, der beta-1,4-Acetylgalactosaminyltransferase @arspylobacter jejuni und

der UDP-Glucose bindenden EpimeraseBugella melitensis ein Peptid mit einer identischen
Massen zu Peptid_8H aus dem Paramylon-Synthase-légmpn Euglena gracilis gefunden
wurde (Kapitel 3.5.1), zeigen sich die Aminosaueepnzen dieser Peptide nur an wenigen
Positionen gleich oder ahnlich (Abb. 3.13):
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*
HCRVU_1, 3bCl ucosi dase : CPSYAAGW-[g : 10
CAMIE_b1l, 4Agal AT . --1FCLFIPHR : 9
PEPTIC 8H 1121.6Ca(1+) : --FUSNAVNCQR : 9
BRUVE_UCPgI cEpi nerase : -SHUSLENVAR : 10
R

Abb. 3.13 Alignment derPeptide mit einer monoisotopischen Masse von 11210 (erstellt mit GNEDOC).
Das Peptid_8H des 54 kDa Proteins aus dem Paramylon-Synthasepléamron Euglena gracilis im Vergleich
mit der Glucan-endo-1,3-beta-D-Glucosidase V (34ak@usHordeum vulgare [HORVU_1,3bGlucosidase,
AY239038], der beta-1,4-Acetylgalactosaminyltranaée (41.6 kDa) aus Campylobacter jejuni
[CAMJE_b1,4AgalAT, AF130984] und der UDP-GlucoseEgimerase (30.8 kDa) auBrucella melitensis
[BRUME_UDPgIcEpimerase, NC_003317].

FaziT

In der ausgeschnittenen 54 kDa substratbindendateiRipande aus dem Paramylon-Synthase-
Komplex vonEuglena gracilis wurden massenspektrometrisch sequenzierte Pegidewei
verschiedenen Proteinen gefunden. Die eine Grupp@eptide (la bis VIIg) gehort eindeutig
zu einer inEuglena gracilis noch nicht bekannten ATPase beta-Untereinheit.diiTrypsin-
Fragmente des anderen Proteins (1A bis 13M) ergalmbnsowohl durch die Peptidmassen-
Spektren als auch durch die Aminosaure-Sequenzentlialhe Hinweise auf
Glycosyltransferasen bzw. Ubereinstimmungen zu ERose- oder beta-1,3-Glucan-
bindenden Proteinen. Die Analysen konnten alleslisgfgrund der hohen Sequenz-Divergenz
von Euglena gracilis und der vergleichsweise geringen Sequenz-Ahnlitdtkeder sehr
divergenten Familien der Glycosyltransferasen netheiner eindeutigen Identifikation des 54
kDa Proteins aus dem Paramylon-Synthase-Kompleaxagen. Da das Ziel dieser Arbeit die
Identifizierung des Gens der UDP-Glucose:beta-ligB@syltransferase (Paramylon-Synthase)
ausEuglena gracilis ist, wird die Existenz einer bisher unbekannterPA3e beta-Untereinheit
in den Solubilisaten aus den Paramylon-Granula-Mandn in Kapitel 4 diskutiert werden.

Aufgrund ihrer Ubereinstimmungen zu Glycosyltranaéen wurden zur Amplifikation des
kodierenden Gens fir die Peptide 1A bis 13M zurticlegenerierte Primer aus den
Aminosaure-Sequenzen abgeleitet. Die eindeutigerdfumg des N-Terminus zu der
Paramylon-Synthase-Sequenz und die Ermittlung deiheRfolge der mittels ESI-QTOF-
MS/MS sequenzierten Peptide in dem zugehdrigenelPratvar jedoch zu diesem Zeitpunkt
noch nicht moglich. Zudem beruht die bevorzugtewésrdung bestimmter Nukleotide fur die
Kodierung der Aminosauren (,codon usage“) a#siglena gracilis bisher nur auf
vergleichsweise wenigen Sequenz-Informationen. diesem Grund erwies sich das Screening
einer bereits existierenden cDNA-Phagen-Bank ¥uglena gracilis (Kapitel 3.6) als die
geeignete Methode zur Identifizierung des kodieeen@enes fur das UDP-Glucose-bindende
54 kDa Protein aus dem Paramylon-Synthase-KompexEuglena gracilis.
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3.6 SCREENING DER CDNA-PHAGEN-BANKEN VON EUGLENA GRACILIS

Ausgehend von den massenspektrometrisch mittelQEEIF-MS/MS sequenzierten Peptiden
des 54 kDa Proteins aus dem Paramylon-Synthase-légnghne Ubereinstimmungen zur
ATPase beta-Untereinheit (1A bis 13M) wurde zuntese in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. William F. Martin (Institut fir Botanik Il arder Heinrich Heine Universitat Dusseldorf)
angefertigte, ansequenzierte cDNA-Phagen-BankBuatena gracilis durchsucht. Bei dieser
computergestitzten Analyse der EST’'s vlBuoglena gracilis wurden in zwei Plasmiden
(eg0040_11053r und eg0040 15012r) Sequenzen gefuniie unter anderem fur vier der
mittels ESI-QTOF-MS/MS sequenzierten Peptide kalieBeide Plasmide wurden isoliert und
vollstandig sequenziert. Da sich die 382 Nukleotitefassenden Inserts beider Plasmide als
identisch erwiesen, wird in Abbildung 3.14 exemiglelmn das Insert von Plasmid
eg0040_11053r zusammen mit den identifizierten iBeptaus den massenspektrometrisch
sequenzierten Trypsin-Fragmenten dargestellt. Qe mMRNA synthetisierte cDNA von
Euglena gracilis wurde vor dem Anlegen der cDNA-Phagen-BankEaR | / Notl-Adaptoren
versehen, so dass die gezeigte EST-Sequenz amd®&'-BEnt der verbleibendemotl-
Schnittstelle beginnt.

|Not |
GCCCCCECTCTCGAGGTGATATGGAGGCCCGGTABGATCTCTTGGT TGATGTCGT
1 + + + R o + 60
SRGDMEARYK E 1 S WL MS -
10J
TGCGGAACCCATTCATCGTGT TGGCT TGGCAAACAGCGTATTACCGCAGCACTTATTCTC
61 + + + +e e oo + 120
L RNPFI VLAWOQOTGYYRSTY S -
11K
CCGAAGACGACCT TCCCGAGGCCTCCATCCTGCCCAAGCTGAACCGCACCGTCCTGGACG
121 + + + e e Hommeeee- +180
P E D DL P E A S I L P KLNRTVLD -
12L
TGGACGTGCACAACGAGCTCGCCCCGGACCACCCCGAGAAGTCCCCAGE GCATC
181 + + + +— e oo + 240
VDVHNELAPDHPEKP LPR vV _H -
CTGCCTTGTACCCGAACT CCCACCT CGCCCTGECCAAGGAGGTGGCCGTCTTGGCAAAG
241 + + + e —— Hommmeen +300
P A L Y P NS HL AL A KEVAVLAK *
13M
AGAAGCGGGGATTCAGTAAGAAAAGAAGCCGCATCCAGAACTTGGEIRIAXIT
301 -————-+ + + T Fommmeee- + 360
KRGFSKKRSRIQNL GSIVSR-
GTTCTCGAGTCTTC TGACTGATTGCAGCCAA
361 + + +- 391
SRVF *LITAA -

Abb. 3.14 Insert des Plasmids eg0040_11053xus der ansequenzierten cDNA-Phagen-Bank Eoglena
gracilis mit dem korrekten Leserahmen. Die mittels ESI-QI&/MS sequenzierten Aminosduren daptide
10J, 11K, 12L und 13Msind doppelt unterstrichen, die entsprechendelstédoldigen Trypsin-Fragmente sind
einfach unterstrichen und ebenso wie die zugehdrigigkleotide hervorgehoben dargestellt. Das Stoppealer
kodierenden Sequenz (TAG, Nukleotide 300-302) dgtpeblt unterstrichen, ein weiteres Stoppcodon ifB4&ITR
(TGA, Nukleotide 375-377) ist einfach unterstrich®asEcoR I-geschnittene Insert dieses Plasmids diente als
Vorlage fir die Hybridisierungs-Sonde fiir das Soieg der cDNA-Phagen-Banken v@uglena gracilis (siehe
auch Abbildung 3.16 b).
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Das Insert des Plasmids wurde in die sechs mdoglidieserahmen Ubersetzt, von denen in
Abb. 3.14 die Aminosdure-Sequenz dargestellt istder die mittels ESI-QTOF_MS/MS
sequenzierten Peptide 10J, 11K, 12L und 13M iderrt wurden. Dabei zeigte sich, dass alle
als sicher sequenzierten Aminosauren dieser Pefitidabb. 3.14 doppelt unterstrichen) zu
100 % mit der abgeleiteten Sequenz des Insertseiiisémmen. Die kodierende cDNA-
Sequenz umfasst bei diesem Plasmid-Insert 294 Ntu#iéee und endet mit einem TAG-
Stoppcodon. In dem sich anschlieenden Sequenzattselurden keine weiteren Peptid-
Sequenzen gefunden, da es sich offensichtlich un@ icht translatierte Region der mRNA
(3'-UTR) handelt. Darin findet sich ein weiteresjgicodon (TGA).

Da es sich bei den Inserts der sequenzierten Riasmediglich um ein 3'-Fragment der
kodierenden cDNA handelte, wurde im Anschluss deioe cDNA-Bank-Hybridisierung nach
einem Plasmid mit voller Genlange gesucht. Bei\demnwendung von Oligo-dT-Primern, die
am 3'-Poly-Adenin-Ende einer eukaryotischen mRN®#dbn, erfolgt die cDNA-Synthese aus
MRNA in 3' - 5-Richtung. Aus diesem Grund liegt bevollstandiger Synthese der cDNA der
N-Terminus (das 5'-Ende des Gens) nicht immer mKlenen vor.

CDNA-PHAGEN-BANKEN VON EUGLENA GRACILIS

Es wurden zwei verschiedene cDNA-Phagen-Banken hduoht, die beide von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. William F. Martin (Intsit fir Botanik Il an der Heinrich Heine
Universitat Dusseldorf) angefertigt wurden und hlarrz charakterisiert werden sollen:
Ausgangsmaterial fir beide cDNA-Phagen-Banken veavejls derselbeEuglena gracilis-
Stamm, der auch fur die anderen Experimente diddeeit verwendet wurde. Die Anzucht
erfolgte in Medium 9aHuglena-Medium mit Mineralien nach@HLOSSER1994).

Zum einen wurden die Zellen aerob (2 % L£@ Luft) und mit Beleuchtung, also unter
mixotrophen Nahrungsbedingungen kultiviert. DieBNé&-Phagen-Bank wird im Folgenden
als aerob (eg0030 bezeichnet. Die andere cDNA-Phagen-Bank stamnst 2idgig im
Dunkeln, also heterotroph kultivierten Zellen, aet 2 % CQ in N, versorgt wurden und
deshalb im Folgenden nmahaerob (eg0040 bezeichnet wird. Wahrend die aerobe Bank einen
Titer von 3.6 x 10 Plaques/pl bei einer Insertionsrate von 90 % aswhatte die anaerobe
Bank einen Titer von 6 x 2Mis 1.3 x 16 Plaques/pl bei einer Insertionsrate von 10 %, d.h.
einer von 10 Plaques tragt ein Insert. Von den 208%’s der ansequenzierten aeroben Bank
liegen 1386 als ,single sequence und 653 als @tkite Sequenzen vor. Bei der
ansequenzierten anaeroben Bank gibt es von deresasy 739 EST's weniger,single
sequences” (361) als geklusterte (378), d.h. diésssingle sequences” auch in den Klustern
vorkommen.

HYBRIDISIERUNGS -SONDE UND SCREENING DER CDNA-PHAGEN-BANKEN

Als Vorlage flur die Hybridisierungs-Sonde diente ddscoR I-geschnittene Insert des
sequenzierten cDNA-Bank-Plasmids eg0040_11053hdsech Abbildung 3.16 b). Dieses
insgesamt 405 Nukleotide umfassende Fragment sietztaus 294 Nukleotiden des 3'-Endes
der Paramylon-Synthase-cDNA, der 3'-UTR (89 Nuktent sowie den verbleibenden Reste
der EcoR I/Notl-Schnittstellen (23 Nukleotide) zusammen. Die oa#liive Markierung von
DNA-Fragmente dieses Inserts erfolgte durch ,rangeoiming” mit [alpha?P].
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Das Screening der cDNA-Phagen-Banken vBoglena gracilis erfolgte durch zwei
aufeinanderfolgende Hybridisierungen (1. Screen2ir8icreen) der Nitrocellulose-Replika der
ausplattierten Phagen. Aus den im ersten Screettiveos Phagen-Plaques wurden die im
nachfolgenden Vereinzelungs-Screen positiven PhE@mme isoliert, deren Plasmid-Inserts
anschlieBend in einem geeigneténcoli-Stamm ausgeschleust wurden (Transfektion). Die
Anzahl der erhaltenen positiven Phagen-Plagues Bakterienkolonien des cDNA-Phagen-
Bank-Screenings werden in nachfolgender Ubersigsdmmengefasst:

positive Phagen-Plaques Transfektion
cDNA-Phagen-Bank 1. Screen 2. _Screen in E. coli SOLR
(Vereinzelung)
aerob (eg0030) 6 6 5
anaerob (eg0040) 16 13 4
insgesamt 22 19 9

Von den 22 positiven Phagen-Plaques des erstener&cré&onnten 19 im zweiten
Vereinzelungs-Screen wiedergefunden werden. Nachldmsfektion der Phagemide in den
E. coli-Stamm SOLR wurden schlief3lich 9 Klone erhalteresBiwurden zuné&chst im Hinblick
auf die GroRRen der Inserts in den pBluescriptBkKasmiden Uberprtft. Fur ein 54 kDa Protein
werden ca. 490 Aminosauren bendtigt, so dass éwe 8470 Nukleotide umfassende cDNA-
Sequenz erwartet wurde.

Die Insertgréf3en der erfolgreich ausgeschleustasnittie wurden experimentell tligroR |-
Spaltungen der isolierten Plasmide oder Uber PCR#ikation mit im Vektor bindenden
M13-Sequenzierprimern bestimmt und werden in Tal®B dargestellt:

Aerobe Bank InsertgroRe Anaerobe Bank InsertgroRe
(eg0030) (eg0040)

eg0030_2 ~ 750 nt| eg0040_16a ~ 800 nt

eg0030_11 ~1200 nt |eg0040_29al ~ 700 nt

eg0030_12 ~ 800 nt| eg0040 _29a3  ~ 1500 nt

eg0030_26 ~1500 nt |eg0040_32a3 ~ 1000 nt

eg0030_28 ~ 1500 nt

Tab. 3.3 Experimentell ermittelte InsertgréRen der ausgeschleusten Plasmide aus den Klonen debeser
(eg0030) und der anaeroben (eg0040) cDNA-PhagekeBamie hervorgehoben dargestellten Plasmide wurde
vollstandig sequenziert, die anderen Plasmide wuathsequenziert.

Insgesamt wurden drei Klone mit etwa 1500 Nukleotidhfassenden Inserts in der erwarteten
GroéfRenordnung gefunden, zwei in der aeroben Badkeim weiterer in der anaeroben Bank.
Diese drei Plasmide sowie ein nur 1200 Nukleotidgassendes Insert von Klon eg0030_11
aus der aeroben Bank wurden in Uberlappenden Fragmevollstdndig sequenziert. Die
anderen erhaltenen Plasmide mit kleineren Insastden zur Identifizierung ansequenziert, um
zu Uberprufen, ob die Fragmente der Hybridisiertgsde eventuell ein weiteres Gen im
Genom vorEuglena gracilis detektieren.

Es zeigte sich, dass alle Inserts am 5'-Ende d&lAcBequenz einen unterschiedlich langen
Poly-Adenin oder Poly-Thymin-Abschnitt besal3endass die Sequenzierung der Plasmide in
3' - 5'-Richtung mit internen reversen Oligonukigdtrimern erfolgte. Eine fir eukaryotische
MRNA typische 3'-Polyadenylierung konnte dagegehtrgefunden werden.
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SEQUENZVARIANZ

Alle ansequenzierten und vollstdndig sequenzidPlasmide (Tab. 3.4) enthielten die der EST-
Sequenz entsprechende cDNA in unterschiedlicheeve$e. Es wurde also kein anderes
unbekanntes Gen durch die fir die Paramylon-Syathsgezifischen Fragmente der

Hybridisierungs-Sonde detektiert. Die Konsensusu®egen der Plasmide sind zudem bis auf
zwei Nukleotid-Positionen identisch. Da die Sequemmgen an beiden Nukleotid-Positionen

eindeutig sind, kann es sich bei dieser Sequeravamur um zwei verschiedene Genkopien
bzw. Isoformen der Paramylon-Synthase handeln. Gemauere Beschreibung und Analyse
dieser Unterschiede in der Paramylon-Synthase-8eqgerolgt in Kapitel 3.8 im Rahmen der

Sequenzanalyse der abgeleiteten Aminosaure-Sequenz.

L ESEWEITE

Das Insert des vollstandig sequenzierten Plasnade630 28 aus der aeroben Bank erreichte
mit 1521 nt (1462 nt ohne 3-UTR) die langste Lesigav(Tab. 3.4). Dennoch beginnt die
gefundene Sequenz am 5'-Ende nicht mit einem filkaBwoten typischen Startcodon ATG.
Durch die vorliegenden massenspektroskopisch aiteitt Peptid-Sequenzen ist der
Leserahmen der kodierenden Sequenz bekannt, sala@ags-Ende des langsten cDNA-Inserts
der aeroben Phagen-Bank vénglena gracilis (Plasmid eg0030_28) mit XXG ACG GCC
beginnt (siehe Sequenz eg0030_28 in Abbildung 3A&6¢h an der Anzahl der kodierenden
1462 Nukleotide lasst sich erkennen, dass es s&hdigsem Insert noch nicht um die
vollstandige Sequenz fir die Paramylon-Synthaseddlankann, da noch mindestens zwei
Nukleotide fur ein proteinkodierendes Gen fehlen.

InsertgréRe InsertgrofRe kodierende Sequenz

experimentell sequenziert ohne 3'-UTR 3-UTR

Aerobe Bank

eg0030_11 ~ 1200 nt 1181 nt 1099 nt 82|nt
(eg0030)

eg0030_26 ~ 1500 nt 1500 nt 1415 nt 85|nt

eg0030_28 ~ 1500 nt 1521 nt 1462 nt 59 nt

Anaerobe Bank

(€g0040) eg0040_29aB ~ 1500 nt 1429 nt 1354 nt 75 nt

Tab. 3.4 Vergleich der experimentellen und der tatsachlicherinsertgréRen der vollstandig sequenzierten
Plasmide aus den Klonen der aeroben (eg0030) una@naeroben cDNA-Phagen-Bank vidaglena gracilis. Das
hervorgehoben dargestellte Plasmid eg0030_28 ¢énthifileiner kodierenden Sequenz von 1462 nt dagstén
Insert, aber nicht die vollstandige kodierende 8egtfiir die Paramylon-Synthase.

Da in beiden cDNA-Phagen-Banken vé&uoglena gracilis kein Insert mit voller Genlange
vorlag, wurde eine RT-PCR durchgefihrt, um den iifafg der Paramylon-Synthase-cDNA
zu identifizieren. Dabei wurde die flEuglena gracilis charakteristische ,spliced leader-
Sequenz, die durch eingrans-Spleil3-Mechanismus mit der pra-mRNA verbunden waid
Bindestelle fiir einen in 5' - 3'-Richtung orientssr Primer verwendet.
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3.7 VERVOLLSTANDIGUNG DES 5'-ENDES DER CDNA FUR DIE PARAMYLON -SYNTHASE
VON EUGLENA GRACILIS DURCH VERWENDUNG EINES ,SPLICED LEADER “-
SPEZIFISCHEN OLIGONUKLEOTID -PRIMERS IN DER RT-PCR

Um das 5'-Ende der cDNA fiur die Paramylon-Syntlmserhalten, welches in den Klonen der
cDNA-Phagen-Banken nicht enthalten war, wurde zstiaus mRNA vortuglena gracilis
mittels Oligo-dT-Primern die entsprechenden cDNAtkgtisiert (Reverse Transkription). Die
cDNA diente als Template fur eine nachfolgende AfIRdem spezifischen Oligonukleotid-
Primer fur den ,spliced leader* (Primer EgSL, fordj sowie einem fur die Paramylon-
Synthase-cDNA spezifischen reversen Primer. InAddnildung 3.15 sind die ,spliced leader*-
RNA-Sequenz vortuglena gracilis, der daraus abgeleitete Primer und der Anfangddesit
erhaltenen RT-PCR-Produktes dargestellt:

* 20 * 40 *
spl i ced_| eader _RNA : ACTTTCTCACGTGTCTATTTTTTTTCG - ------ - mmm e e e e e oo m -
RTPCR_EgSL
5' - Ende_eg0030_28 :
CcCNA_Par anyl on_Synt hase :
SL+CcCNA : ACTTTCTCACGTCTCTATTTTTTTTCCCTCATEeccee e ierieiynnicecee

Abb. 3.15 Alignment der Sequenzen der,spliced leader*-RNA von Euglena gracilis (spliced_leader_RNA),
demRT-PCR-Produkt, welches mit dem ,spliced leader’-Primer (EgSLijrgylau unterlegt) und einem cDNA-
spezifischen reversen Primer erhalten wurde (RTREZSL) und dend'-Ende des Plasmid-Inserts eg0030_28
mit der langsten Leseweite aus der cDNA-Phagen-BamkEuglena gracilis. Daraus ergibt sich die am 5'-Ende
vollstandige cDNA-Sequenz der Paramylon-Synthagedarn Startcodon ATG (gelb unterlegt). Das Vorliegen
einer charakteristischen ,spliced leader“-RNA kanatamit auch fir dieses Gen gezeigt werd#n.,spliced
leader”.

Daraus ergibt sich in Ubereinstimmung mit der Sequdes Plasmides eg0030 28 aus der
aeroben cDNA-Phagen-Bank vduglena gracilis dasStartcodon ATG fur die Paramylon-
Synthase cDNA. Weiterhin konnte damit gezeigt werddass auch die fur die Paramylon-
Synthase kodierende mRNA zusammen mit einer Hlglena gracilis charakteristischen
.Spliced leader*-RNA vorliegt. Zwischen der ,splateleader‘-Sequenz und dem ATG-
Startcodon findet sich ein ebenfalls nicht kodielenTriplett GTG.

3.8 ANALYSE DER CDNA-SEQUENZ (EGPAS) FUR DIE 54 KDA SUBSTRATBINDENDE
UNTEREINHEIT DES PARAMYLON -SYNTHASE -K OMPLEXES AUS EUGLENA GRACILIS

Im Folgenden wird zunéchst die cDNA-Sequenz deafglon-Synthase ausuglena gracilis
und die daraus abgeleitete Aminosaure-Sequenz @ &b) analysiert. AnschlieBend erfolgt
die Identifizierung und Beschreibung des zugehdri@ens (Kapitel 3.10).

Mit der vollstandigen cDNA-Sequentcds) liegen erstmals molekulare Daten fir die
substratbindende Untereinheit der Paramylon-Syeth@$DP-Glucose:beta-1,3-Glucosyl-
transferase) auBuglena gracilis vor. Das bisher unbekannte Gen wurde in Anlehramglie
von DeELMER 1999 vorgeschlagene Nomenklatur fiur Callose-Syahagpas (EgPasS fur
Euglena gracilis Paramylon-Synthase) genannt. Die vollstindige cEB¢§uenz der
Paramylon-Synthase auBuglena gracilis wird in Abbildung 3.16 zusammen mit der
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5'-,spliced leader“-RNA (26 Nukleotide), dem nickodierenden Triplett GTG und der 89
Nukleotide umfassenden 3'-UTR dargestellt.

5SACTTTCTGAGTGTCTATTTTTTTTCGGABACGGCCGTAGTGAAGAATTTGGCGAAGT 60
TGCCTGCGGCAACCTCCCAAATTCTCACCAATGTTTCCAAGCTCUOAGRACGGAT 120
TACTTGAGGAACGTCGTGACAAATATGCACCTTTGGCCTACCAGZERIMTTTGA 180
AACAGAAAACAACTTGGCACCCCATTGCGCACGCTTGGGTGGAGGATBTAGTCA 240
GCAAAAAGGAGTACAACGAATATTGCTGGCTGAAAAAAGACAT@EINATGFGCCAC 300
TTGCATCGCCGTTCGTTTTCGGCATTTATGGCATCCTTCCGTTGGIEABITTTCCA 360
ACGATGGGTATTTGCCCTCTGCCTTCAGCAGCAAGAAAGACATEARAAAGCTGG 420
AGTGGTATTCTTCTTATGGTGATGACTTGCGGCAGCAAGTGGGAITBARACACC 480
GATTGAAAAGGCATTTGAGGGGCACTCTGAACAATGAACACAGGCTTEACGAAG 540
TCACTGAATCGTACAAGGAGATCTTTTACAGCCATTACACTGGCBABGTGACGTTC 600
GGAAGTGTGCACACCTGAGGCTGTACGATGGGACAAGCACTGTRITACRAACA 660
AAGAGCCAGTGGAATTGACTTCTGAGCTGCTGCAGAAGTGGAATABRSBLTCGCAA 720
AGCTTTCTCCGGAAGAAGAGAAGAAGGCTCGCAATGAAGCTCTEATRGACAAAG 780
AGCAAGAGTTGCATGGCGGACCGCACGTCAAGCACATGCAGGGBTRTEGCTG 840
ATACTCCTCTCCTTGGGGAGAACGCGAAAGGTGATCAGTACACBCABGGLAAAGCG 900
CCTCAATTCCCCTGGAGCAATTGGAATGGACTGGCGATACTGTCTIOIAICAGAAT 960
ACCGAACAGAAGTGGAGGATTGGGGCCGAGAATTGACAAAGT TRGANAATTGC 1020
TTCTTCCGTGGCGGTTTGTGTCCAATGCATGGAATCAGCGCCGCTTTTGGTTTG 1080
AAGAGATCTTGCAAGAAGATGCGCTCATTGCCAAGGAAGGTGGEGTACAGAGTG 1140
ATGACGAGTTGAAGGTTGCATTGCTTGATCGAGCGGTGATTCGTBARGAGTTGA 1200
CTCGAGGTGATATGGAGGCCCGGTACAAGGAGATCTCTTGGTTGRTGTGGAACC 1260
CATTCATCGTGTTGGCTTGGCAAACAGGGTATTACCGCAGCACTTXOOGAAGACG 1320
ACCTTCCCGAGGCCTCCATCCTGCCCAAGCTGAACCGCACCCTOETGGACGTGC 1380
ACAACGAGCTCGCCCCGGACCACCCCGAGAAGCCCCTCCCCABCOGIEDATTGT 1440
ACCCGAACTCCCACCTCGCCCTGGCCAAGGAGGTGGCCGTCT BESEGAMFICGGG 1500

GJATTCAGTAAGAAAAGAAGCCGCATCCAGAACTTGGGGTCAATCEINMCTCGAG 1560

TCTTCTGACTGATTGCAGCCAA 3’ 1582

a
¢DNA

“spliced

leader” S TR

Y .
29 1464 89
L 1 |
1 1 1
EST ] eg0040_11053r )

b — |

Abb. 3.16 a Vollstandige cDNA-Sequenz der Paramylon-Synthase auEuglena gracilis (egpas) mit der
vorangestellten 5'-,spliced leader-RNA + GTG (ednghmt) und der sich anschlieBenden 3'-UTR (eitgeta
Der ,spliced leader” umfasst 26 Nukleotide, die ieoende Sequenz 1464 Nukleotide und die 3'-UTRereit
89 Nukleotide. Die kodierende Sequenz beginnt niviera ATG-Startcodon und endet mit einem TAG-
Stoppcodon. Das unterstrichene Triplett TCT bezedtldie Stelle der Sequenzvarianz mit Auswirkungehdie
Aminosaure-Sequenz, die in Kapitel 3.9 ndher bésisbn wird.

b Schematische Darstellung der vollstandigen cDNA-Segnz der Paramylon-Synthase alsglena gracilis
(egpas, blau) mit der vorangestellten 5'-,spliced lead@MNA (gelb) und der sich anschlieBenden 3'-UTRKgel
Das als Vorlage fur die Hybridisierungs-Sonde vemiate Insert des Plasmids eg0040_11053r (EST-Frayme
ist griin dargestellt und entsprechend seiner Bagiti der Sequenz angeordnet.
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Die kodierende Sequenz der substratbindenden Umheie der Paramylon-Synthase aus
Euglena gracilis (egpas) weist 1464 Nukleotide auf und kodiert fir 487 Awsauren. Sie
beginnt mit einem ATG-Startcodon und wird von detoppcodon TAG terminiert. Das
Nukleotid an Position 808 der kodierenden cDNA des TriplettTCT bezeichnet die Stelle
der Sequenz, an der in den Plasmiden der cDNA-PhBgaken vonEuglena gracilis eine
Varianz mit Auswirkungen auf die Aminosaure-Sequegetunden wurde (GCT kodiert fur
Alanin, TCT kodiert fir Serin). Diese Varianz wird Kapitel 3.9 (Abb. 3.17 und Tab. 3.8) bei
der Analyse der abgeleiteten Aminoséure-Sequeradlldater beschrieben.

NUKLEOTID -ZUSAMMENSETZUNG

Sowohl die 5'-,spliced leader*-RNA als auch die iewdnde Sequenz (cds) und die 3-UTR
wurden beziglich ihrer Basen-Zusammensetzung waers Die Ergebnisse sind in der

Tabelle 3.5 dargestellt. Es zeigte sich, dass deiGehalt der ,spliced leader"-RNA + GTG

mit 34.48 % deutlich niedriger als fur die kodiedercDNA (51.98 %) und auch niedriger als
der GC-Gehalt der 3'-UTR (49.44 %) liegt. Der G(h@&le der kodierenden Sequenz fur die
Paramylon-Synthase liegt mit 51.98 % deutlich hé@ierer durchschnittliche GC-Gehalt aller
bekannten Gene vorEuglena gracilis mit 41.43 % (http://www.kazusa.or.jp/codon/
countcodon.html).

~Spliced leader‘-RNA cds 3-UTR
Nukleotide | Anzahl Prc;/zoent Anzabhl Pr(())/zoent Anzahl Proo/ient
gesamt 26671G| 100 1464 | 100 89 100
Aoyl 3 11050 gssal 359 (B2 spod 20 %97 505s
G (Guanm 52058 ****| 350 T 26.64 - 24 [2681**

Tab. 3.5Analyse der Nukleotid-Zusammensetzungler ,spliced leader‘-RNA + GTG, der kodierender$mnz
(cds) und der 3-UTR der cDNA der substratbindendertereinheit des Paramylon-Synthase-Komplexes aus
Euglena gracilis.

Weder die ,spliced leader*-RNA (5-UTR) noch dielBTR des Gens weisen eine der
charakteristischen funktionellen UTR-Muster aufe ¢on dem Online-Programm UTR&\
(http://www.ba.itb.cnr.it/BIG/UTRScan/) erfasst wen. Auch das in der 3'-UTR lokalisierte
Polyadenylierungssignal AAUAAA, welches sich bekatyotischen mRNA’s etwa 10 bis 30
Nukleotide vor dem Poly-A-Ende der mRNA befindeto(GAN & MANLEY 1997), konnte
nicht gefunden werden. Dieses spricht moglicherevéiis das Vorliegen einer 3'-UTR, die im
nativen Zustand der reifen mRNA langer als 89 Noiidke ist. Ein weiterer Hinweis auf eine
langere 3'-UTR ist die Tatsache, dass in keinem Rlasmide der cDNA-Phagen-Bank
Hinweise auf eine Poly-Adenin-Sequenz am 3'-Enderd®NA gefunden werden konnten.

L OKALE ALIGNMENTS (BLAST-ANALYSEN)

Zur Identifizierung der kodierenden Sequenz wurdé dem NCBI-Programm BASTX
(Vergleich der abgeleiteten Protein-Sequenz gegerPbtein-Datenbanken, €5 & STATES
1993) nach Sequenz-Ubereinstimmungen in lokalemnitients gesucht. Diese Analysen
wurden mit einem EPECTvalue von 1000 durchgefihrt, da aufgrund der betemmohen
genetischen Diversitat befuglena gracilis auch geringere Ahnlichkeiten erfasst werden
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sollten. Die Ergebnisse derLBsT-Analyse fur die kodierende Sequenz der UDP-Glubteta-
1,3-Glucosyltransferase (Paramylon-SynthaseEagkena gracilis ergaben ebenso wie bei den
Peptidmassen-Spektren und den Peptid-Sequenzen mittlerer  Unterstiitzung
Ubereinstimmungen zu Glycosyltransferasen, Glydsbvaaenden oder Glycan-bindenden
Enzymen.

Die Exoglycosidase Xylan 1,4-beta-Xylosidase ausn dBakterium Bacteroides ovatus
hydrolysiert 1,4-beta-D-xylane und weist in demdl@a Alignment 41 % Identitat und 53 %
Ubereinstimmungen (,Positives”) zur Paramylon-Sws#tSequenz auf:

>(i|1364170|pir||S5589&ylan 1,4-beta-Xylosidase(EC 3.2.1.37) /llpha-L-Arabinofuranosidase

(EC 3.2.1.55) Bacteroides ovatus (strain V975) Length = 325
Score = 34.3 bits (77), Expect = 6.1, Identitie23#56 (41%), Positives = 30/56 (53%), Gaps = 386)( Frame = +1

Query: 1057 ILQEDALIAKEGGVQALSDDELKVALLDRAVIRCDEE-- -LTRGDMEARYKEISWL 1215
ILE A V LS+D++A RAV+ DE+ LT GD E R+ E SW+
Shjct: 173 ILPEGEEEAIPSRVARLSEDMMEFAEEPRAVVILDEDGK PLTAGDTERRFFEASWM 228

Die Glycosyltransferase aus dem Proteobakterfdagnetococcus sp. katalysiert einen nicht
naher beschriebenen Transfer eines Zuckerresteswamst 44 % identische und 52 %
Ubereinstimmende Aminosauren im lokalen Alignmaerit a

>@i|23000852|ref|ZP_00044771.1|COGO&gcosyltransferase] Magnetococcus sp. MC-1] Length= 394
Score = 30.8 bits (68), Expect = 67, Identitiesr#38 (44%), Positives = 20/38 (52%), Frame = +1

Query: 250 DMQRLLPLASPFVFGIYGILPLAVWLSNDGYLPSAFSS 363
DMQRLLP+AP +GLP GYP+A S
Sbjct: 176 DMQRLLPVADPSALVLLGNLPRMGIACRVGYRPAATRS 23

Etwa 30 % Identitat und etwa 45 % Ubereinstimmunganlokalen Alignment bestehen
schlielich zu der UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimsa aus dem Cyanobakterium
Thermosynechococcus elongatus, die aus UDP-N-acetyl-D-Glucosamin UDP-N-acetyl-D-
Mannosamin synthetisiert, sowie zu einer nicht ndyeschriebenen Glycosyltransferase aus
dem Proteobakteriumitrosomonas europaea:

>(i|22299583|ref|[NP_682830.1J)DP-N-acetylglucosamine 2-Epimerase[Thermosynechococcus
elongatus BP-1] Length = 383
Score = 30.4 bits (67), Expect = 88, Identitiess#82 (30%), Positives = 37/82 (45%), Gaps = 4/82)(4rame = +1

Query: 757 ELHGGPH---VKHMQGYGIPSDTPLLGENAKGDQYTQPREASI-PLEQLEWTGDTVFIP 924
+LlH P VK++Q G+ LGN D Q + +P+ L+W  V+
Shjct: 148 QLHFAPTEQAVKNLQAAGVTGTIHLTG-NTVIDALLQVADRQPVCPVPGLDWQQYRVLLA 20

)

Query: 925 AEYRTEVEDWGRELTKLANQFL 990
+RE +WG L +AN FL
Shjct: 207 TVHRRE--NWGAPLEDIANGFL 226

>0i|30138611|emb|CAD84902.Glycosyltransferase family 28 [Nitrosomonas europaea ATCC

19718] Length = 357
Score = 27.3 bits (59), Expect = 629, Identitiek6#55 (29%), Positives = 24/55 (43%), Gaps = 5856)(

Query: 324 KLANQFLLLPWRFVSNAWNQRRLVSWFEEILQEDALIAKESVQALSDDELKVAL 378
K ++LLLPWR W R++ Q+ ++ GG AL +VL
Sbjct: 60 KKLSSYLLLPWRLAQACWQSFRILR-----RQQPQVVLGM GGYPALPGGIMAVLL 109
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Auffallend ist bei allen lokalen Alignments mit depakteriellen Sequenzen, dass die
Ubereinstimmenden Bereiche in der kodierenden $eqier Paramylon-Synthase vianglena
gracilis nicht im N-terminalen Viertel bzw. am 5'-Ende k&g sondern in den mittleren oder C-
terminalen Abschnitten. Zu den bekannten beta-1.@#&B-Synthasen aus Hoheren Pflanzen,
Pilzen oder Bakterien wurden dagegen keine sigmifién Ubereinstimmungen auf
Nukleotidebene gefunden. Weitere ABT-Analysen anhand der abgeleiteten Proteinsequenz
werden in Kapitel 3.9 dargestellt.

, CODON USAGE"

Zur Analyse der Verwendung bestimmter Tripletts dig Kodierung einzelner Aminosauren
(,codon usage*) wurde die kodierende Sequenz mit,ctedon usage“-Tabelle aus 185 CDS's
(61939 codons) vonEuglena gracilis mit Hilfe des Programms G&UNTCODON
(http://www.kazusa.or.jp/codon/, AAMURA et al. 2000) verglichen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.6 dargestellt.

Euglena gracilis Euglena gracilis
AS ParamyI(():SSSynthase 185 CDS's AS Paramylc;gSSynthase 185 CDS's
(61939 codons) (61939 codons)
M (Met) | AUG: 100.0 % AUG: 100.0 % W (Trp) | UGG: 100.0 % UGG: 100.0 %
UUA. 2.986 % UUA 36,98 % AGU: 3.502 % AGU: 15.939 %
WG 35.833 % | UUG: 20.35 % AGC: 25.043 % AGC: 10.676 %
CUA: 0.0 % CUA: 4.376 % UCA: 3.502 % UCA: 16.992 %
L (Leu) | cuu: 25.345 % CUU 15426 % | |S(SeN |uou 32.224 %  |ucu 32.33 %
CUG: 20.903 % CUG: 16.849 % UCG: 10.683 % UCG: 7.969 %
CUC: 14.93 % CUC: 6.017 % UCC: 25.043 % UCC: 16.09 %
AGA. 0.0 % AGA. 24.435 %
GUA: 7.155 % GUA: 16.571 % AGG: 20.0 % AGG: 9.034 %
GUU: 21.465 % QUU 41.571 % CGA: 20.0 % CGA: 12.731 %
V(va) lqug 46.422 % |cuc:26142% | |R(A9) |cou:11.96 % CQU: 25.462 %
GUC: 24.956 % GUC: 15.714 % CGG 28.039 % |CGG:8.624 %
CGC: 20.0 % CGC: 19.712 %
GGA: 13.555 % GGA 27272 % ACA: 29.124 % ACA. 31.568 %
GGU: 22.666 % GRU 39.914 % ACU 45.824 %  |ACU. 34.971 %
G (ClY) |gaa: 27.333 % GGG:11.789% | | 1 (ThD) | acG: 835 % ACG: 11.72 %
GGC. 36.444 % | GGC: 21.022 % ACC: 16.7 % ACC: 21.739 %
GCA. 32.496 % GCA. 24.887 % CCA 17.2% CCA. 24.475 %
GCU: 13.474 % GoU: 38.98 % CCU- 20.741 % COU: 40. 093 %
A(Ald) | cce: 18.89 % GCG: 10494 % | | P (Pro) | cca: 24,114 9% CCG: 11.188 %
GOC 35.138 % | GCC: 25.637 % COC. 37.942 % | CCC:24.242 %
GAU.50.0 % GAU. 60,706 % CAA 473 % CAA 53,115 %
D (Asp) | gac: 50.0 % GAC:39.293% | |Q(GIN) |cag 52.699 %  |CAG: 46.884 %
UUU: 29.901 % U0U. 70, 035 % UGU. 67,213 % | UGU: 47.368 %
F(Phe) | yuc 70.008 %  |uuc:2096a% | | C (CYS) |ucc: 32.786 % UGC. 52. 631 %
—[CAU-25.0% CAU. 66,055 % AAU: 44.444 % AAU. 63.03 %
H (His) |cac’ 75.0 % CAC:33.944% | |[N(ASN) | Anc’ 55.555 9% | AAC: 36.969 %
AAA. 35294 % ARA. 60,662 % UAU- 40.888 % UAU. 64. 245 %
K(LYS) | paG 64.705 % |AAG:39.337% | | Y (TYD |uac 59.111 %  |UAC: 35.754 %
AUA: 0.0 % AUA: 27.361 % UAA. 0.0 % UAA. 66.666 %
I(le) |AUL 52.873 % |AUU 50.416 %| |Stopp |UAG 100.0 % UAG: 16.666 %
AUC: 47.126 % AUC: 22.222 % UGA: 0.0 % UGA: 16.666 %
GAA. 47.619 % GAA 52,007 %
E(GIU) |Gag 52.38 % GAG: 47.992 %

Tab. 3.6 Vergleich des,codon usage“ der Paramylon-Synthase-cDNAmit dem ,codon usage“ aus 185
kodierenden SequenzerfCDS’s) vonEuglena gracilis. Die Aminosauren, die von den entsprechenden éitgl
des degenerierten Codes kodieren, sind im ein-duedBuchstaben-Code angegeben. Das jeweils anigsarf
verwendete Triplett ist hervorgehoben dargestellt.
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Mit Ausnahme der Aminosauren Isoleucin, Serin unbtrednin sind die maximalen
Haufigkeiten der Verwendung eines bestimmten Tiiplbeiegpas nicht Gbereinstimmend zu
den Angaben des allgemeinen ,,codon usage“Bugiena gracilis. Auffallend ist, dass fur alle

nur durch zwei verschiedene Tripletts kodierten Aeséuren in der Paramylon-Synthase-
Sequenz das jeweils flEuglena gracilis untypischere Triplett verwendet wird. Selbst das
TAG-Stoppcodon der Paramylon-Synthase-Sequenz (kbmw.Falle der mRNA UAG)
entspricht nicht dem voBuglena gracilis bei den bereits bekannten Sequenzen am haufigsten
verwendeten TAA bzw. UAA-Stoppcodon. Bei dieser rBetung ist allerdings zu
berticksichtigen, dass in der verwendeten ,codongafsaTabelle der 185 CDS’s
(CounTCoDON) auch einige plastidare Gene mit in die Berecheaurgingeflossen sind.

3.9 ANALYSE DER ABGELEITEN PROTEIN-SEQUENZ FUR DIE PARAMYLON -SYNTHASE
EGPAS AUS EUGLENA GRACILIS

Die 1464 Nukleotide der cDNA-Sequenz fur die swdibindende Untereinheit des Paramylon-
Synthase-Komplexes alBuglena gracilis kodieren fur dast87 Aminosauren umfassende
Protein EgPaS mit einem theoretischen pl von 6.01 und einer meolaMasse von
55 935.82 Da. Das vorhergesagte Molekulargewictgpeicht demnach den experimentell in
der SDS-PAGE gefundenen 54 kDa (Kapitel 3.4).

Zur Uberprufung der Identitat der kodierenden Sequvurden die mittels ESI-QTOF-
Massenspektroskopie sequenzierten Peptide ausAddd® Proteinbande mit der abgeleiteten
Aminosaure-Sequenz verglichen. Dreizehn der 21 eserierten Peptide konnten in der
abgeleiteten Sequenz identifiziert werden, die erddPeptide wurden eindeutig einer bei
Euglena gracilis bisher nicht bekannten mitochondrialen ATPase-beti@reinheit zugeordnet.
Die in Tabelle 3.2 (Kapitel 3.5.2) angegebene Numneneng aller nicht zur ATPase beta-
Untereinheit gehdrenden Trypsin-Fragmente der 54 Ribteinbande erfolgte im Anschluss an
deren Identifizierung in der kodierenden cDNA-Setque

Die massenspektroskopisch identifizierten Peptieleken 32.4 % der EgPaS-Protein-Sequenz
ab und die Identitat der gefundenen cDNA-Sequendasiit eindeutig gezeigt. Die abgeleitete
Protein-Sequenz der substratbindenden UntereinlesitParamylon-Synthase-Komplexes von
Euglena gracilis ist zusammen mit den massenspektrometrisch gefiendelrypsin-
Fragmenten in Abbildung 3.17 dargestellt.
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ATGacggccgtagtgaagaatttggcgaagttgcctgcggcaacctcccaaatt
MTAVVKNLAKLPAATSAOQ

ctcacc 60
IL T 20

aatgtttccaagctccagacattccacggattacttgaggaacgtcgtgac
NVSK LQTFHGLLEER
cctttggcctaccacacgtacgacaatttgaaacagaaaacaacttggcac
PLAYHTYDNLKQKTTWH
cacgcttgggtggatgaggggcttccagtcagcaaaaaggagtacaacgaa
HAWVDEGLPVSKKEYNE
ctgaaaaaagacatgcaacggcttctgccacttgcatcgecgttcgttttc
LKKDMQRLLPLASPFVF
ggcatccttcegttggeagtttggctttccaacgatgggtatttgecctct
GILPLAVWLSNDGYLPS
agcaagaaagacattgtttccaaaaagctggagtggtattcttcttatggt
SKKDIVSKKLEWYSSYG®G
cggcagcaagtgggacccatgttacaacaccgattgaaaaggcatttgagg
RQQVGPMLQHRLKRHLR
aacaatgaacacaggctcatgcttgacgaagtcactgaatcgtacaaggag
NNEHRLMLDEVTESYK

E |

aaatatgca 120

RDKY AA40

cccattgcg 180
P 1A 60
tattgctgg 240
Y C W 80
ggcatttat 300
G 1Y 100
gccttcagc 360
A F S 120
gatgacttg 420
D DL 140
ggcactctg 480
G T L 160
atcttttac 540
FY 180

agccattacactggccaacttcgggacgttcggaagtgtgcacacctgagg
SHYTGQLR DVRKCAHLRLYD
gggacaagcactgtgcttcticttacaaacaaagagccagtggaattgact
GTSTVLLLTNK
ctgcagaagtggaatgcaatcaaggccgcaaagctttictccggaagaagag
LOKWNAIKAAKLSPEEE
cgcaatgaagctctcattgaagcatacaaagagcaagagttgcatggcgga
RNEALIEAYKEQELHGG
aagcacatgcagggctatgggatccctTCT
KHMQGYGIPSDTPLLGE
ggtgatcagtacacccagccacctgaaagcgcctcaattcccctggagcaa
GDQYTQPPESASIPLERQ
actggcgatactgtcttcattcccgcagaataccgaacagaagtggaggat
TGDTVFIPAEYRTEVED

ctgtacgat 600
200
tctgagctg 660

EPVELTSEL 220

aagaaggct 720
K K A 240
ccgcacgtc 780
P HV 260

gatactcctctccttggggagaacgcgaaa 840

N A K 280
ttggaatgg 900
L E W 300
tggggccga 960
W G R 320

gaattgacaaagttggcaaaccagttcttgcttcttccgtggeggtttgtg

tccaatgca 1020

gccaaggaaggtggtgtacaggctctgagtgatgacgagttgaaggttgca
AKEGGVQALSDDELK
cgagcggtgattcgttgtgatgaagagttgactcgaggtgatatggaggee
RAVIRCDEELTRGDMEA
gagatctcttggttgatgtcgttgcggaacccattcatcgtgttggettgg

ELTKLANQFLLLPWR FVSNA 340
tggaatcagcgccgcctegtctcttggtttgaagagatcttgcaagaagat gcgctcatt 1080
WNQR RLVSWFEEILQEDALI36 0

ttgcttgat 1140

V ALLD 380

cggtacaag 1200
R Y K 400

caaacaggg 1260

aagcccctcececcagggtgcatectgecttgtacccgaactcccacctegec
KPLPRVHPALYPNSHLA

EISWLMSLR NPFIVLAWQTG 420
tattaccgcagcacttattctcccgaagacgaccttcccgaggcectccatc ctgcccaag 1320
YYR STYSPEDDLPEASILPK 440
ctgaaccgcaccgtcctggacgtggacgtgcacaacgagctcgcecccggac caccccgag 1380
LNRTVLDVDVHNELAPD H P E 460

ctggccaag 1440
LAK 480

gaggtggccgtcttggcgaag TAG 1464

EVAVLAK-

487

Abb. 3.17 Abgeleitete Aminosdure-Sequenzder substratbindenden Untereinheit des Paramyjorih&se-
Komplexes vorEuglena gracilis. Die mittels ESI-QTOF-Massenspektroskopie idezitifiten Peptide des Trypsin-
gespaltenen Proteins sind unterstrichen dargesteditdecken 32.4 % der Sequenz ab. Das doppelistiithene

Triplett TCT fir die Aminosdure Serin an Position 270 bezeithdie Stelle der Sequenz, an der in den
Plasmiden der cDNA-Phagen-Banken \Euglena gracilis eine Varianz mit Auswirkungen auf die Aminosauren

gefunden wurde (Nukleotid an Position 8GCT kodiert fiir Alanin,TCT kodiert fiir Serin).
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AMINOSAUREN -ZUSAMMENSETZUNG

Die Analyse der Aminosauren-Zusammensetzung derelaibgten Protein-Sequenz der
substratbindenden Untereinheit des Paramylon-Sgatkamplexes ergab die in Tabelle 3.7
angegebenen Haufigkeiten der 20 proteinogenen Asauren. Auffallend ist hier besonders
der niedrige Anteil der beiden schwefelhaltigen Aasduren Cystein (C) und Methionin (M)
sowie der kleinen neutralen Aminosaure Glycin (BG)e prozentuale Haufigkeit fur die
Aminosauren Glutamat (E), Leucin (L), Lysin (K) uRudolin (P) zeigt sich dagegen deutlich
erhoht. Insgesamt und in Ubereinstimmung mit deeortétischen pl von 6.01 handelt es sich
aber bezuglich der Aminosaure-Zusammensetzung nichiein auffallend hydrophiles oder
hydrophobes Protein. Dieses steht im Einklang mitldberlegung, dass fur die Funktion einer
Membran-gebundenen Glycosyltransferase sowohl Trangran-Bereiche (hydrophob) als
auch cytoplasmatische Domanen (hydrophil) angenammegden missen.

. Prozent SWISSPROT . Prozent SWISSPROT
AS  Eigenschaft Anzahl [%] Prozent AS Eigenschaft Anzahl [%] Prozent
[%] [%]
A (Ala) hydrophob 38 7.8 7.7 |L(Leu) hydrophob 67 13.8 9.6
R (Arg) positiv 25 5.1 5.2 K (Lys) positiv 34 7.0 6.0
N (Asn) polar 18 3.7 4.3 | M (Met) hydrophob 7 1.4 2.4
D (Asp)  negativ 26 5.3 5.3 |F (Phe) hydrophob 10 2.1 4.1
C (Cys) polar 3 0.6 1.6 P (Pro) hydrophob 29 6.0 4.9
Q (GIn) polar 19 3.9 3.9 |S(Sen polar 27 5.5 7.0
E (Glu) negativ 42 8.6 6.5 T (Thr) polar 24 4.9 5.6
G (Gly) 22 4.5 6.9 W (Trp) polar 13 2.7 1.2
H (His) positiv 16 3.3 2.3 Y (Tyr) polar 22 4.5 3.1
I (lle) hydrophob 17 3.5 5.9 V (Val) hydrophob 28 5.8 6.7

Tab. 3.7 Analyse der Aminosauren-Zusammensetzungler kodierenden Sequenz (487 Aminosauren) der
substratbindenden Untereinheit des Paramylon-Sgatk@amplexes aukuglena gracilis im Vergleich mit der
Aminosauren-Zusammensetzung denssPROT Protein-Sequenz-DatenbankdBCKMANN et al. 2003). Hellgrau:
deutlich niedrigere Haufigkeiten; dunkelgrau: dietithohere Haufigkeiten.

THEORETISCHE TRYPSIN-SPALTUNG DER ABGELEITETEN PROTEIN-SEQUENZ

Der Vergleich der massenspektrometrisch sequeaniéteptide (1A bis 13M) von EgPaS mit
den aus einer theoretischen Trypsin-Spaltung dgelalteten Protein-Sequenz stammenden
Peptiden wird in Tabelle 3.8 dargestellt und wumdedem EXPASy-Programm BPTIDEMASS
(http://us.expasy.org/tools/peptide-mass.htmi RS et al. 1997) durchgefuhrt.

Bis auf eine Aminosaure (Peptid_91 (I/L) statt Vinds alle als sicher sequenzierten
Aminosauren identisch zu denen, die sich aus ddiekenden Sequenz ergeben. Bei den
meisten Peptiden stimmt zudem die massenspektrigsotetgemessene mit der theoretisch
ermittelten Masse Uberein. Die Peptide 3C und 10&isem dagegen in den
massenspektrometrischen Messungen jeweils um l16dbare Massen auf als theoretisch
ermittelt. Das bedeutet, dass die Aminosaure Mathibei diesen Peptiden oxidiert vorliegt
(M*). Das Peptid aus den Aminosdure-Resten 262 bis i&8in der Tabelle ebenfalls
hervorgehoben dargestellt, da sich bei der fir ediePeptid kodierenden cDNA die
Sequenzvarianz mit Veranderungen in der Aminos&ecpienz gezeigt hat. Das Nukleotid an
Position 808 aus dem Triplett GCT kodiert fur ARniTCT kodiert fur Serin). Diese
Sequenzvarianz wird nachfolgend detaillierter basblen.
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Ergebnisse ESI-QTOF-Massenspektroskopie Ergebnis®EPTIDEM ASS
Pef)tld Peptid- Ao
Nr. Sequenzen der Peptide Masse N Sequenzen der Peptide
Masse 1+ sauren

490.2871 321-324 | ELTK
549.2449 84-87 | DMQR
561.3242 124-128 | DIVSK
599.3082 193-197 | CAHLR
631.3562 224-228 | WNAIK
648.3749 1-6 MTAVVK N-Terminus
678.2875 393-398 | GDMEAR
686.4195 376-381 | VALLDR
729.4505 481-487 | EVAVLAK C-Terminus
831.4094 232-238 | LSPEEEK
865.3720 386-392 | CDEELTR
940.4595 158-165 | GTLNNEHR

6F 991.2| n-TEVEDgwR-c 991.4479 313-320 | TEVEDWGR
1050.54664 242-250 | NEALIEAYK

8H | 1121.6| n-FVSNAWNQR-c 1121.54864 336-344 | FVSNAWNQR

10J | 1150.4| n-((QN)/E(I/L))SWLMtvr-c 1134.597§ 401-409 | EISWIM* SLR

1193.6208 142-151 | QQVGPMLQHR
1230.6225 251-261 | EQELHGGPHVK
1247.5401 74-82 EYNEYCWLK

3C | 1343.8 n-(/L)M(/L)DEVTESyK-c 1327.6450 166-176 | IM* LDEVTESYK
2B | 1342.3 n-(q(i)) TFHG(I/L)(I/L)EER-C 1342.7113 25-35 | LQTFHGLLEER
9l | 1360.8| (I/L)QALSDDE(I/L)K-c 1360.6590 363-375 | EGGQALSDDELK
7G | 1370.6] n-LANQF(I/L)(I/L)(I/L)PWR-c 1370.7943 325-335 | LANQFLLLPWR
1385.7523 212-223 | EPVELTSELLQK
1A | 1443.0] n-(VIL)PAATSQ(I/L)(IL)TNVSK-c 1442.8213 11-24 | LPAATSQILTNVSK
1503.6750 130-141 | LEWYSSYGDDLR
4D | 1513.3] n-((gn)/(e(I/L))FYSHYTgqlr-c 1513.7434 177-188 | EIFYSHYTGQLR

5E | 1538.0] n-((i)y/eHDGTSTV(IL)(/L)(IIL)TNK-c | 1537.8472 198-211 | LYDGTSTVLLLTNK
1568.7743 39-51 | YAPLAYHTYDNLK

bs 1630.8 2'(VH)P(A('/L))YPNSH('/L)A(('/L)A)K' 1630.9063 466-480 | VHPALYPNSHLALAK
11K | 1728.0[ n-NP(M*/F)(I/L)V(I/L)AWQTgg 1727.8904 410-423 | NPFIVLAWQTGYYR
12L | 1861.8| SPEDD(l/L)Peas 1861.9065 424-440 | STYSPEDDLPEASILPK

2004.0688 346-362 | LVSWFEEILQEDALIAK
2011.9905 262-280 | HMQGYGIPADTPLLGENAK
2027.9855 262-280 | HMQGYGIPSDTPLLGENAK
2144.0923 54-72 TTWHPIAHAWVDEGLPVSK
24912939 444-465 ;\éLDVDVHNELAPDHPEKPL
GDQYTQPPESASIPLEQLEW
TGDTVFIPAEYR
LLPLASPFVFGIYGILPLAV
3753.0341  88-122 WLSNDGYLPSAFSSK
Tab. 3.8 Vergleich derPeptidmassen und -sequenzeder massenspektrometrischen ESI-QTOF-MS/MS-
Analysendes 54 kDa Proteins aus dem Paramylon-SynthaseskeamonEuglena gracilis mit den theoretischen
Peptidmassen und -sequenzen desibgeleiteten Aminosdure-Sequenz der Paramylon-Syrdse Die drei
linken Spalten zeigen die mittels ESI-QTOF-MS/M§usnzierten Peptide mit ihren aus den 2-fach bzfacB
positiven Massen berechneten monoisotopischen Magse drei rechten Spalten geben die mit dexkP&Sy-
Programm BPTIDEMASS [http://us.expasy.org/tools/peptide-mass.html]italten Ergebnisse einer theoretischen
Trypsin-Spaltung an. Die Analyse wurde unter foldgm Annahmen durchgeftihrt: keine falschen Spaltunajée
Cysteine in reduzierter Form, Methionine nicht @il Dargestellt sind nur die Peptide mit Massedl3gr als
490 Da. Die Peptid8C und 10J (hervorgehoben dargestellt) weisen in den MS-Megsn um 16 Da héhere
Massen auf als theoretisch ermittelt, d.h. dassAgienosaure Methionin bei diesen Peptiden oxidienliegt
(M*). In dem Peptid der Aminosaurenreste 262-280 @irgahoben dargestellt) hat sich die Sequenzvarigihz
Auswirkungen auf die Aminosaure-Sequenz gezeigtki@batid an Position 808GCT kodiert fur Alanin, TCT
kodiert fur Serin).

3637.7332 281-312
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SEQUENZVARIANZ AN DER  AMINOSAURE -POSITION 270

Die Konsensus-Sequenzen aller sequenzierten unedqaeszierten Plasmide der cDNA-
Phagen-Banken voBuglena gracilis (Kapitel 3.6) sowie des RT-PCR-Produktes, welanés
dem ,spliced leader“-Primer erhalten wurde (Kapi&l), sind bis auf zwei Nukleotid-
Positionen identisch. Die Sequenzierungen sindeadeh Nukleotid-Positionen eindeutig, so
dass es sich bei dieser Sequenzvarianz nur umaesthiedene Genkopien bzw. Isoformen
der Paramylon-Synthase handeln kann.

An der Nukleotid-Position 1221 (3. Nukleotid eirlexlierenden Tripletts) wurde entweder das
Triplett TCG oder das Triplett T& gefunden. Aufgrund des degenerierten Codes kadiere
beide Tripletts fur die Aminosaure Serin (S) aniftws 407, so dass sich fur die abgeleitete
Aminosaure-Sequenz an dieser Stelle keine Anderemgbt. Dagegen wurden fir die
Nukleotid-Position 808 (1. Nukleotid eines kodiaten Tripletts) in beiden cDNA-Phagen-
Banken sowohl Plasmid-Inserts mit dem Trip@EGT als auch mit dem Triple®tCT gefunden.
Fur die abgeleitete Aminosauréd3270 ergibt sich dadurch entweder die hydrophobe
Aminosaure Alanin (A, mit einer monoisotopischen dgka von 71.04 Da) oder die polare
Aminosaure Serin (S, mit einer monoisotopischenddasn 87.03 Da). Fur das entsprechende
Peptid an dieser Stelle der genetischen Varianzdevikeine mittels ESI-QTOF-MS/MS
ermittelte Aminosaure-Sequenz erhalten, so dass miit Sicherheit entschieden werden kann,
welche Aminoséaure in dem tatsachlichen Protein @sitien 270 vorliegt bzw. welche mRNA
translatiert wird.

Der Vergleich der beiden mdglichen Peptidmasserdent massenspektrometrischen Analysen
ergab (Tab. 3.9), dass die monoisotopischen MgsseH* beider Peptide (2011.99 Da fiir das
Peptid mit der Aminosaure Alanin270 bzw. 2027.99 fxadas Peptid mit der Aminosaure
Serin270) nicht in den Spektren vorlagen. Weitergalfsen der beiden Peptide mit dem
ExPASv-Programm KDMoD (http://us.expasy.org/cgi-bin/findmod_form.pl, I0MINS et al.
1999) beziiglich moglicher Protein-Modifikationenrem nur fur das 2027.99 Da Peptid mit
der Aminosaure Serin an Position 270 erfolgreicii(13.9).

Nukleotid- theoretische| gemessene
Position > : Amino- Peptid- Peptid- | Massen-| madgliche
Aminosaure- Sequenzen der Peptide sauren Masse Masse | Differenz | Modifikation
Position [m/7" [m/4"
G808-> A270 | HMQGYGIPADTPLLGENAK | 262-280| 2011.9905 /

/

T808 - S270 | HMQGYGIPSDTPLLGENAK | 262-280| 2027.9855

2029.2 +1.22 | Deaminierung

Tab. 3.9 Vergleich der beiden mdglichen Peptidd AS262-280)im Bereich der Sequenzvarianz der cDNA-
Sequenzmit Auswirkungen auf die Aminosdure-Sequenz. Dagkldbtid an Position 808 lag in den cDNA-
Sequenzen der Paramylon-Synthase in zwei VariamvenGCT kodiert fur die Aminoséure Alanin (G808
A270), TCT kodiert fur Serin (T808> S270). Fur beide moglichen Peptide wurde ohneAdieahme von
Modifikationen keine Masse in den Spektren gefundéit der Annahme einer Deaminierung des Glutan®}
ergibt sich fur das Peptid mit der Aminosaure SetnPosition 270 allerdings die in den Spektren eg®ne
Masse von 2029.2 Da.

Bei einer moéglichen Modifikation der Aminosaure @Gimin (Q) durch eine Deaminierung
erhdlt man ein Peptid mit einer Masse von 2029.2 WBalches in dem MALDI-

103



ERGEBNISSE

Massenspektrum des 54 kDa Proteins detektiert w(i@gpitel 3.5.1, Tab. 3.1). Bei einer
Deaminierung entsteht durch Abspaltung von;Niis dem Glutamin (Q, 128.06 Da) die
Aminosaure Glutamat (E, 129.04 Da). Da nur fur Baptid mit der Aminosaure Serin an
Position 270 mit der oben gezeigten Modifikation iben Peptidmassen-Spektren
wiedergefunden wird und es fur Alanin an derselPesition keine derartige Entsprechung
gibt, wird in dieser Arbeit fir alle Analysen diajge Sequenz verwendet, die fur die
Aminosaure Serin kodiert.

L OKALE ALIGNMENTS (BLAST-ANALYSEN)

Weitere Ubereinstimmungen der abgeleiteten Pr@eigpdenz EgPaS mit Glycosyltransferasen
aus Bakterien, Pilzen und Hoheren Pflanzen konme&rgadnzung zu den schon mit der
cDNA-Sequenz durchgefuhrteniBgTX-Analysen (Kapitel 3.8) mit dem ProgrammA3TP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) erhalten wemleDiese BAST-Analysen wurden mit
einem EpPectvalue von 100 durchgefiihrt. Die Ahnlichkeiten dekadlen Alignments zur
Paramylon-Synthase wurden mit mittlerer Identitéd Whbereinstimmung gefunden. Auffallend
ist bei allen BAsT-Analysen (mit der cDNA oder mit der Protein-Seq)erdass bevorzugt
Glycosyltransferasen oder ahnliche Enzyme aus Bektgefunden werden. Bei Betrachtung
von nur eukaryotischen Sequenzen wurden ebenfatisrdihstimmungen in den lokalen
Alignments zu Glycosyltransferasen identifizieruoh bei diesen lokalen Alignments betreffen
die Bereiche der Sequenz-Ubereinstimmung bei EgRéS&ler bevorzugt die in der
C-terminalen Halfte des Proteins liegenden Amincsd@umit Ausnahme von dem lokalen
Alignment mit der beta-1,3-Glucan Synthase &tgzosaccharomyces pombe).

Die Glycosyltransferase aus dem BetaproteobakterNitnosomonas europaea gehort zur
Glycosyltransferase Familie 28 und weist eine Tmamabran-Helix auf:

>0i|30138611|emb|CAD84902@Glycosyltransferasefamily 28 [Nitrosomonas europaea ATCC
19718] Length = 357
Score = 27.3 bits (59), Expect = 629, Identitiek6#55 (29%), Positives = 24/55 (43%), Gaps = 5856)(

Query: 324 KLANQFLLLPWRFVSNAWNQRRLVSWFEEILQEDALIAKESVQALSDDELKVAL 378
K ++LLLPWR W R++ Q+ ++ GG AL +VL
Sbjct: 60 KKLSSYLLLPWRLAQACWQSFRILR-----RQQPQVVLGM GGYPALPGGIMAVLL 109

Die 1,3-beta-Glucan Synthase bgs2 &kizosaccharomyces pombe (Glycosyltransferase
Familie 48) katalysiert die Verknipfung von Glucaosé dem beta-1,3-Glucan der Zellwand
und verwendet ebenso wie EgPaS UDP-Glucose algr8tubs

>(i|21542123|sp|013967|BGS2_SCHR@G-beta-glucan synthase component bggd,3-beta-D-

glucan-UDPglucosyltransferasé [Schizosaccharomyces pombe] Length = 1894
Score = 23.5 bits (49), Expect = 511, Identitiek0#34 (29%), Positives = 19/34 (55%), Gaps = 1234)

Query: 47 YDNLKQKTTWHPIAHAWVDEGLPVSKKEYNEYCW 80
++N +++T+ P A++WD  EY+Y W
Sbjct: 33 FNNPGEESTY-PQANSWNDSNKTKDIAEYYDYSW 65
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Das Substrat der Glycogenin Glucosyltransferase andh der Indole-3-acetabeta-
GlucosyltransferaseausArabidopsis thaliana ist ebenfalls UDP-Glucose:

>0i|22330689|ref[NP_177838dycogenin glucosyltransferasglycogenin-related. thaliana]
Score = 25.0 bits (53), Expect = 363, Identitiek2£29 (41%), Positives = 15/29 (51%)

Query: 447 DVDVHNELAPDHPEKPLPRVHPALYPNSH 475
+VvD+ EAD K RVHA+ NH
Sbjct: 508 NVDIFQEFASDEAHKTWWRVHDAMPENLH 536

>gi|7433895|pir|[TO0511 indole-3-acetdbeta-glucosyltransferase homolog At2g23210UDP-
glycosyltransferasefamily — [Arabidopsisthaliana] Length = 453
Score = 24.3 bits (51), Expect = 732, Identitie22#63 (34%), Positives = 32/63 (50%), Gaps = 121(8%)

Query: 348 SWFEEILQEDALIAKEG-GVQA---LSDDELKVALLDRAVIRCDEB-TRG----DMEARY 399
+WF++L L+ GGV+ +DELKVA V RC++T+G DM R
Sbjct: 358 TWFDQPLDARLLVDVFGIGVRMKNDVVDGELKVA----EVERCIDAKGTDAADMRRRA 413

Query: 400 KEI 402
E+
Sbjct: 414 AEL 416

N-TERMINUS

Der mittels Edman-Abbau gefundene N-TerminugsNHt()APATAADVKQVX aus der
54 kDa Proteinbande des Paramylon-Synthase-KomphlexeEuglena gracilis (Kapitel 3.5.2,
Tabelle 3.2) kann anhand der abgeleiteten Amines8equenz eindeutig nicht der
substratbindenden Untereinheit (dem Protein EgRagg¢ordnet werden. Demnach ist EgPaS
N-terminal blockiert und damit dem Edman-Abbau ticuganglich. Das tatsachliche
N-terminale Peptid bEN-MTAVVK der Paramylon-Synthase findet sich mit eirtheoretischen
monoisotopischen Masse von 648.4 Da (Tab. 3.7)tnichden massenspektrometrischen
Spektren (Tab. 3.1). Mit keiner der bekannten Améwe-Modifikationen, die zu definierten
Massenveranderungen eines Peptides fuhren und fér Niterminale Blockierung
verantwortlich sein konnte, ergibt sich fur dasexatinale Peptid von EgPaS eine in den
Spektren gefundene Masse. Aus diesem Grund kanrdigbArt der N-terminalen Blockierung
keine Aussage gemacht werden. Der im Edman-Abbfundene N-Terminus kann demnach
dem zweiten in der 54 kDa Proteinbande identifieierProtein, einer betuglena gracilis
bisher nicht bekannten ATPase beta-Untereinheipif€b3.5.2, Tab. 3.2), zugeordnet werden.

PROTEIN -M ODIFIKATIONEN

Es ist bekannt, dass bestimmte Aminosaure-Abfoldéuaster) einen Hinweis auf mdgliche
Modifikationen des Proteins geben kénnen. Bei deah® nach den bekannten Mustern in der
Proteinsequenz der substratbindenden Untereinheg Baramylon-Synthase-Komplexes
(EgPaS) mit dem EPASv-Programm  SANPrROSITE  (http://www.expasy.org/cgi-
bin/scanprosite, SITIKER et al. 2002) wurden sieben Muster gefunden. Si®mgn allerdings
alle zu den haufig vorkommenden Motiven und kéndeshalb nicht als eindeutig gelten.
Auffallend im Hinblick auf die Tatsache, dass diekénnten Glycosyltransferasen héaufig
glycosyliert vorliegen, sind die beiden Asparagilyg€dsylierungs-Muster an den Aminosaure-
Positionen 21 bis 24 (N-terminal) und 442 bis 4@8drminal).
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Einen Hinweis auf eine Modifikation des N-Termindg zu dessen Blockierung und damit zu
einer erfolglosen Sequenzierung mittels Edman-Abbgefiihrt hat, konnte nicht gefunden
werden. Die massenspektrometrischen Ergebnissebesrgabenfalls keine Anhaltspunkte,
welche die in Tabelle 3.10 aufgefiihrten Modifikatna unterstitzen konnten.

Position und Motiv in der

Modifikation allgemeines Muster Aminosaure-Sequenz
ASN_GLYCOSYLATION 21- 24 NVSK
N-glycosylation site N-{P}-[ST]-{P}. 442 - 445 NRTV
SULFATION . N 129 - 143 klewyssYgddirqq
Tyrosine sulfation site kein Muster verfiigbar 168 - 182 ldevtesYkeifysh

71- 73 SkK

120 - 122 SsK
PKC_PHOSPHO_SITE 121-123 SkK

L . |[ST]-%-[RK] 127 - 129 SkK

Protein kinase C phosphorylation site 174-176 SyK

209 - 211 TnK

407 - 409 SIR

71- 74 SKKE

121 - 124 SkkD
135 - 138 SygD
174 - 177 SykE
209 - 212 TnkE
CK2_PHOSPHO_SITE 233 - 236 SpeE

Casein kinase Il phosphorylation site [STIX(2)-{DE] 313-316 TevE
348 - 351 SwfE

370 - 373 SddE
391 -394 TrgD
427 - 430 SpeD
444 - 447 TviD

[RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y  |392-399 RgdmEar.Y
67—72 GLpvSK

TYR_PHOSPHO_SITE
Tyrosine kinase phosphorylation site

MYRISTYL G-{EDRKHPFYW3}-x(2)- i
N-myristoylation site [STAGCN]-{P} égi 3 %gg ggcg‘ AEL
RGD

R-G-D 392 -394 RGD

Cell attachment sequence

Tab. 3.10 Ergebnis derSuche nach Mustern fur mdgliche Modifikationen in der Protein-Sequenz der
Paramylon-Synthase mit dem Program@a$PROSITE (http://www.expasy.org/cgi-bin/scanprosite). Beteg
der Klammern:[XY] Aminosaure X oder Y{X} jede aul3er Aminosaure X%(2,3) zwei oder drei beliebige
Aminosauren. Alle gefundenen Muster gehdren zu lkdéuafig vorkommenden und kénnen deshalb nicht als
eindeutig gelten.

SIGNALPEPTID

Die Proteinsequenz der Paramylon-Synthase wurdedemt EXPASv-Programm ®%NALP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalPJENSEN et al. 1997) auf das Vorhandensein von
Signalpeptiden untersucht. Es wurde eine event&gédtstelle zwischen den Aminosauren 112
und 113 (SND-GY) gefunden, wahrend die ProgramnsorRl (http://www.psort.org,
HORTON & Nakal 1997) und BrRGeTP V1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/,
EMANUELSSON et al. 2000) kein N-terminales Signalpeptid degzkh konnten.
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TRANSMEMBRAN -HELICES

Weiterhin konnte mit demd®Rrll-Unterprogramm ALOM eine Transmembran-Helix (TMH)
in der Protein-Sequenz der Paramylon-Synthase Egiea#fiziert werden. Diese umfasst die
Aminosauren 91 bis 107. Die Lage dieser TransmemHidix wurde von allen angewandten
Programmen mit fast identischen Aminosaure-Pogtiaimterstitzt (Tab. 3.11 und Abb. 3.18):

(http://lwww.psort.org/)

Programm Aminosaure-Positionen der TMH
Number of TMS(s) for threshold 0.5: 1
PsorTIl ALOM INTEGRAL Likelihood = -2.66

Transmembran@1-107

ALOM score: -2.66 (number of TMSs: 1)

R0OsST 1996, RosTet al. 1996)

DAS-Transmembrane Prediction server 91 bis 109
(http://lwww.sbc.su.se/~miklos/DAS/SERzOet al. 1997) 94 his 107
TMHMM server v. 2.0

(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) 88 his 110
SONNHAMMER et al. 1998, IRoGH et al. 2001)

TM PRED

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html 88 his 110
HOFMANN & STOFFEL 1993)

PREDICT PROTEIN server (PHDhtm)

(http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/, 93 bis 110

Tab. 3.11 Identifizierung einerTransmembran-Helix (TMH) in der Proteinsequenz der Paramylon-Synthase

EgPaS aukuglena gracilis.

"DAS™ TM—segment prediction
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Abb. 3.18Darstellung der Lage ddransmembran-Helix (TMH) in der Proteinsequenz der Paramylon-Synthase
EgPaS auk. gracilis mit den Programmea DAS-Transmembrane Prediction serelefMHMM server v. 2.0.
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M EMBRANTOPOLOGIE

Aufgrund von Vorhersagen zur MembrantopologiesdRil Unterprogramm MTOP) wird
deutlich, dass es sich bei EgPaS, dem 54 kDa Rrateds dem Paramylon-Synthase-Komplex
von Euglena gracilis, um einTyp lI-Membranprotein handelt. Diese zeichnen sich durch
einen im Cytoplasma lokalisierten N-Terminus, elmansmembran-Helix sowie einen in das
nicht-cytoplamatische Kompartiment reichenden, groRC-terminalen Anteil aus. Der
cytoplasmatisch lokalisierte N-Terminus umfasst Aminoséuren 1 bis 90, so dass sich die
gefundene Transmembran-Helix direkt im Anschlussdan cytoplasmatisch lokalisierten
Anteil des Proteins befindet. Diese Membrantop@ogin EgPaS wurde auch von den anderen,
in Tabelle 3.12 aufgefiihrten Programmen bestéatigt:

Center position for calculation: 98
Charge difference: -1.0 C( 0.0) - N( 1.0)
Psortll MTOP N >= C: N-terminal side will be inside
Prediction of membrane topology >> membrane topology: type 2(cytoplasmic tail 1 to 91))
>>> Seems to be a Type Il (Ncyt Cexo) membrane
protein, The cytoplasmic tail is from 1 to 90

inside 1 87
TMHMM server v. 2.0 TMhelix 88 110

outside 111 487
TM PRED N-terminus inside
PREDICT PROTEIN server 1- 92 inside region 1
(PHDhtm) 93- 110 membrane helix 1

(http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein)11- 487 outside region 1

Tab. 3.12Membrantopologie der Paramylon-Synthase EgPaS Buglena gracilis.

In der entsprechenden Sequenz fir die vorhergesdgiesmembran-Helix von EgPaS
[88-LLPLASPFVFGIYGILPLAVWLS-110] finden sich besordts viele hydrophobe
Aminosauren, die fur die Insertion in der Membragsamntiell sind.

L OKALISIERUNG

Da EgPaS keine charakteristischen N-terminalen @Bgquenzen aufweist, wurde mit dem
Programm BorTl (http://www.psort.org/,HORTON & NAKAI 1997) nach einem mdglichen
Insertionsort fir die Transmembran-Helix gesuclit: &e Lokalisierung des Proteins in den
Membran-Systemen einer eukaryotischen Zelle wurdggehde Vorhersage gefunden
(Tab. 3.13):

44.4 %| Endoplasmatisches Retikulum
22.2 %| Golgi-Apparat
22.2 % Kern

11.1 % Mitochondrien

Tab. 3.13 Mdgliche Lokalisierungder Paramylon-Synthase EgPaS &usglena gracilis im Membran-System
einer eukaryotischen Zelle.

Fur diese Lokalisierungs-Vorhersage ist auRerddevaat, dass im C-Terminus der Sequenz
kein charakteristisches Retentions-Signal (KDEL)y fias Lumen desEndoplasmatischen
Retikulumsgefunden wurde.
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DXD-M OTIV FUR GLYCOSYLTRANSFERASEN

Als weiteres wichtiges charakteristisches MerknaaEss es sich bei dem in dieser Arbeit
identifizierten, in Euglena gracilis bisher unbekannten Protein EgPaS um eine
Glycosyltransferase handelt, kann vor allem auch gkfundene Glycosyltransferase-typische
DXD-Motiv im C-terminalen Bereich der Protein-Seqaegelten (Abb. 3.19). Entsprechend
der gefundenen Vorhersage fir die Membrantopolagie das DXD-Motiv im nicht-
cytoplasmatischen Kompartiment lokalisiert. Bei Baramylon-Synthase vdtuglena gracilis

ist die fur dieses Motiv beliebige Aminosaure zwise den beiden sauren Aspartaten (D) die
hydrophobe Aminosaure Valin (V), so dass sich da§wD447 V448 D449 ergibt.

>EgPaS_487aa
MTAVVKNLAKLPAATSQILTNVSKLQTFHGLLEERRDKYAPLAYHTYQKLRWHPIA
HAWVDEGLPVSKKEYNEYCWLKKDMRRSPFVEG YG LPLAVW SNDGYLPSAFS
SKKDIVSKKLEWYSSYGDDLRQQVGPMLQHRLKRHLRGTLNNEHRLERDEMFY
SHYTGQLRDVRKCAHLRLYDGTSTVLLLTNKEPVELTSELLQKWNALSRAEEKKA
RNEALIEAYKEQELHGGPHVKHMQGYGIPSDTPLLGENAKGDQY T@EMPHESALEW
TGDTVFIPAEYRTEVEDWGRELTKLANQFLLLPWRFVSNAWNQRREUSYHERAL |
AKEGGVQALSDDELKVALLDRAVIRCDEELTRGDMEARYKEISWLMSMRAR/ QTG
YYRSTYSPEDDLPEASILPKLNRTAVDVHNELAPDHPEKPLPRVHPALYPNSHLALAK
EVAVLAK

Abb. 3.19 Darstellung der cytoplasmatischen N-terminalen Boen(griinblau unterlegt), d@ransmembran-
Helix (gelb unterlegt) und deSlycosyltransferase-typischenDXD-Motives (im Falle von EgPaS D447 V448
D449) in der Proteinsequenz der Paramylon-SyntEageaS auguglena gracilis. die nicht farbig unterlegten
Bereiche des Proteins sind im nicht-cytoplasma@iedkompartiment lokalisiert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass EgRaSn@m cytoplasmatisch lokalisierten, 87
bis 92 Aminoséuren umfassenden N-Terminus, eingima von den Aminosauren 88 bis 110
gebildeten Transmembran-Helix (TMH) und einem 37midosauren umfassenden nicht-
cytolasmatisch lokalisierten Anteil besteht. Danhiindelt es sich um ein Typ II-
Membranprotein, welches vorzugsweise in der Plasenalonan oder aber, wie von der
Lokalisations-Vorhersage  unterstutzt wird, in dem nd&membransystem aus
Endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat |sheait ist.

Mit dieser Topologie und dem fir invertierende Glygltransferasen charakteristischen DXD-
Motiv stimmt das UDP-Glucose-bindende Protein EgRaS dem Paramylon-Synthase-
Komplex vonEuglena gracilis mit den ebenfalls in den ER- und Golgi-Membraneserierten
Glycosyltransferasen tberein, welche im Lumen di&sempartimente flir die Glycosylierung
der Proteine, Lipide und von Molekilen anderer Btagsen zustandig sind.
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3.10 ANALYSE DER GEN-SEQUENZ DER 54 KDA SUBSTRATBINDENDEN UNTEREINHEIT DES
PARAMYLON -SYNTHASE -K OMPLEXES EGPAS AUF DNA-EBENE

Aus Gesamt-DNA vorkuglena gracilis wurde die vollstandige Sequenz des Gesgpms fur

die substratbindende Untereinheit des Paramylonk@ge-Komplexes in fiunf Gberlappenden
Fragmenten Uber PCR-Amplifikation erhalten. Das ®esteht aus funf Exons, die von vier
unterschiedlich langen Introns unterbrochen wer@&ob. 3.20, 3.21). Intron 1 ist mit 43
Nukleotiden das kleinste, gefolgt von Intron 2 ms Nukleotiden und Intron 3 mit 47
Nukleotiden. Die drei auffallend kleinen Intronsdgiam 5'-Ende des Gens lokalisiert, wahrend
das grofdte, 153 Nukleotide umfassende Intron 4 meash 825 Nukleotiden kodierender
Sequenz (Exon 4) am 3'-Ende der Sequenz folgt.\AdleIntrons weisen die charakteristischen
Intron-Grenzen 5' GT und 3' AG fur klassische $fdepbmale Introns auf.

DNA
SR B B —_
{206 |l Exon

L 219 , 100, , 114, , 825
I A L]

|
43 46 47 " 153 ! ' Intron

Abb. 3.20 Intron-Exon-Struktur des Gens egpas fur die Paramylon-Synthase alsglena gracilis. Die vier
Introns von 43 (Intron 1), 46 (Intron 2), 47 (Inr®) und 153 (Intron 4) Nukleotiden Lange werdem \@n
Intron-Grenzen GT-AG begrenzt (siehe Abb. 3.21).

Wie Tabelle 3.14 zeigt, sind die GC-Gehalte derrisxand Introns nicht Uber die gesamten
Gensequenz-Abschnitte gleich verteilt. Besonders3aBEnde des Gens sind die GC-Gehalte
mit 51.00 % fur Exon 4, 55.56 % fur Intron 4 undhlgeilich 64.56 % fur Exon 5 deutlicher
hoher als im 5'-Bereich der Sequenz. Die Intronsaevegenerell einen niedrigeren GC-Gehalt
auf als die kodierenden Exons.

Nukleotide | Intron-Grenzen GCi;(]ahalt

Exon 1 219 nt 49.77

Intron 1 43 nt GT - AG 37.21
Exon 2 100 nt 49.00

Intron 2 46 nt GT - AG 41.3(
Exon 3 114 nt 46.49

Intron 3 47 nt GT - AG 38.3(
Exon 4 825 nt 51.00

Intron 4 153 nt GT - AG 55.56
Exon 5 206 nt 64.56

Tab. 3.14Ubersicht iiber di€xon-Intron-Struktur des Gens fiir die Paramylon-Synthaggeas. Angegeben sind
die Anzahl der Nukleotide, die Intron-begrenzenbtleskleotide sowie die GC-Gehalte der Sequenz-AbsEhni
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* 20 * 40 * 60 * 80
cds : ATCACCCCCCTACTCAACAATTTCCCCAACTTCCCTCCCCCAACCTCCCAAATTCTCACCAATCTTTCCAACCTCCACACATT 83
DNA : ATCACCCCCCTACGTCGAACGAATTTCCCCAACTTCGCCTCCCCCAACCTCCCAAATTCTCACCAATCTTTCCAACCTCCACACATT @ 83
* 100 * 120 * 140 * 160

cds : CCACCCATTACTTCAGCAACCTCCTCACAAATATCCACCTTTCCCCTACCACACCTACCACAATTTCAAACACAAAACAACTT @ 166
DNA : CCACCCATTACTTCACCAACCTCCTCACAAATATCCACCTTTCCCCTACCACACCTACCACAATTTCAAACACAAAACAACTT @ 166

* 180 * 200 * 220 * 240
cds : CCCACCCCATTCCCCACCCTTCCCTCCATCACCCCCTTCCACTCACCAAAAAG- - -~ - - - s mmmm e e oo - - 219
DNA : CCGCACCCCATTCGCCCACCCTTCCCTCCATCACCCCECTTCCACTCACCAAAAACGETCTCAACATCTCETCATTTCCTCCCATTC @ 249

* 260 * 280 * 300 * 320 *
cds @ ------------- CACTACAACCAATATTCCTCCCTCAAAAAACACATCCAACCCCTTCTCCCACTTCCATCCCCCTTCCTTT @ 289
DNA : TCCTTTCATTTACCACTACAACCAATATTCCTCCCTCAAAAAACACATCCAACCCCTTCTCCCACTTCCATCCCCETTCCTTT @ 332

340 * 360 * 380 * 400 *
cds : TCGCCATTTATGCCATCCTTCCGTTCGCAG - - - - - = = = == == = == == mw e e o e o e e e e oo TTTCGCT : 326
DNA : TCGGCATTTATGCCATCCTTCCCTTCGCAGETTTCCAGATCATTTTAAACACTCTGCCTTCCACATTGTCTCTCAGTTTCCCT @ 415

420 * 440 * 460 * 480 * 5
cds : TTCCAACGATGGCTATTTCGCCCTCTGCCTTCAGCAGCAAGAAAGACATTCTTTCCAAAAAGCTGCAGTCGTATTCTTCTTATC 409
DNA : TTCCAACGATGGGTATTTGCCCTCTGCCTTCAGCAGCAAGAAAGACATTGTTTCCAAAAAGCTGGAGTCGTATTCTTCTTATG 498

00 * 520 * 540 * 560 * 580
cds : GTGATGACTTCCCGCAGCAAGTGG: - - - - = =« =« =« = = = = = m o m o m o e e e o oo e a o GACCCATCTTAC : 445
DNA : GTGATCGACTTGCCGCAGCAAGTGCETGTGTAACAACATTTTTCCCCACATTTTGAAGTACCCATGTTACABCACCCATCTTAC @ 581

* 600 * 620 * 640 * 660
cds : AACACCCATTCAAAAGCCATTTCACCCCCACTCTCAACAATCAACACACCCTCATCCTTCACCAACTCACTCAATCCTACAACG @ 528
DNA : AACACCCATTCAAAACCCATTTCACCCCCACTCTCAACAATCAACACACCCTCATCCTTCACCAACTCACTCAATCCTACAAC @ 664

* 680 * 700 * 720 * 740
cds : CACATCTTTTACACCCATTACACTCCCCAACTTCCCCACCTTCCCAACTCTCCACACCTCACCCTCTACCATCCCACAAGCAC @ 611
DNA : CGACATCTTTTACACGCCATTACACTCCCCAACTTCCCGCACCTTCCCAACTCTCCACACCTCACCCTCTACCGATCCCACAACCAC = 747

* 760 * 780 * 800 * 820 *
cds : TCTCCTTCTTCTTACAAACAAACACCCACTCCAATTCACTTCTCACCTCCTCCACAACTCCAATCCAATCAACCCCCCAAACGC @ 694
DNA : TCTCCTTCTTCTTACAAACAAACACCCACTCCAATTCACTTCTCACCTCCTCCACAACTCCAATCCAATCAACGCCCCCAAACC @ 830

840 * 860 * 880 * 900 *
cds : TTTCTCCCCAACAAGACAACAACCCTCCCAATCAACGCTCTCATTCAAGCATACAAACAGCAACACTTCCATCCCCCACCCECAC @ 777
DNA : TTTCTCCCCAACAAGACGAACAACCCTCCCAATCAACGCTCTCATTCAACCATACAAACGACCAACACTTCCATCCECCCACCCCAC @ 913

920 * 940 * 960 * 980 *
cds : CTCAACCACATCCACCCCTATCCCATCCCTTCTCATACTCCTCTCCTTCCCCACAACCCCAAACCTCATCACTACACCCAGCC @ 860
DNA : CTCAACCACATCCACGCCCTATCCCATCCCTTCTCATACTCCTCTCCTTCCCCACGAACCCCAAACCTCATCACTACACCCACCC @ 996

1000 * 1020 * 1040 * 1060 * 108
cds : ACCTCAAACCCCCTCAATTCCCCTCCACCAATTCCAATCCACTCCCCATACTCTCTTCATTCCCCCACGAATACCCAACAGAACG @ 943
DNA : ACCTCAAACCCCCTCAATTCCCCTCCACCAATTCCAATCCACTCCCCATACTCTCTTCATTCCCCCACAATACCCAACACAAC @ 1079

0 * 1100 * 1120 * 1140 * 1160
cds : TCCACCATTCCCCCCCACAATTCACAAACTTCCCAAACCACTTCTTCCTTCTTCCCTCCCCCTTTCTCTCCAATCCATCCAAT @ 1026
DNA : TCCACGCATTCCCCCCCACGAATTCACAAACTTCCCAAACCACTTCTTCCTTCTTCCCTCCCCCTTTCTCTCCAATCCATCCAAT & 1162
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* 1180 * 1200 * 1220 * 1240
cds : CACCCCCCCCTCCTCTCTTCCTTTCAACACATCTTCCAACAACATCCCCTCATTCCCAACCAACCTCCTCTACACCCTCTCAC @ 1109
CNA . CACCCCCCCCTCCTCTCTTCCTTTCAACACATCTTCCAACAACGATCCCCTCATTCCCAAGCAACGCTCCTCTACACCCTCTCGAG @ 1245

* 1260 * 1280 * 1300 * 1320
cds : TCATCACCACTTCAACCTTCCATTCCTTCATCCACCCCTCATTCCTTCTCATCAACACTTCACTCCACCTCATATCCACCCCC @ 1192
DNA @ TCATCACCACTTCAACCTTCCATTCCTTCATCCAGCCCTCATTCCTTCTCATCAACGACTTCACTCCACCTCATATCCAGCCCC @ 1328

* 1340 * 1360 * 1380 * 1400 *
cds : CCTACAACCAGATCTCTTCCTTCATCTCCTTCCCCAACCCATTCATCCTCTTCCCTTCCCAAACAG------- - === - - - -~ : 1258
CNA . CGGTACAACCACATCTCTTGCTTCATCTCCTTCCCCAACCCATTCATCCTCTTCCCTTCCCAAACACGETGTCCACTCTCCATCC @ 1411

(oo R e R e : -
CNA : TCCCTCTTTCAGCACACAAAACCCAACAAAACTTTTCCCCTAACGCATATCCCCCACCTCCCCTTTTCCACTCCCCCCCACCCA @ 1494

1500 * 1520 * 1540 * 1560 * 1
T e CCTATTACCGCAGCACTTATTCTCCCGAAC : 1288
CNA : TGTATCATTGCCAAAGCTGTTGGAGTTCCCTCCCATCCCTCTGCCCCCCCOAGCCTATTACCCCACCACTTATTCTCCCGAAG @ 1577

580 * 1600 * 1620 * 1640 * 1660
cds : ACCACCTTCCCCACCCCTCCATCCTCCCCAACCTCAACCCCACCCTCCTCCACCTCCACCTCCACAACCACCTCCECCCCEEAC & 1371
CNA : ACCACCTTCCCCAGCCCTCCATCCTCCCCAACGCTCAACCCCACCCETCCTCCACCTCGCACCTCCACAACCACCTCCCCCCCEAC @ 1660

* 1680 * 1700 * 1720 * 1740
cds : CACCCCCACAACCCCCTCCCCACCCTCCATCCTCCCTTCTACCCCAACTCCCACCTCCCCCTCCCCAACCACCTCCCCETCTT @ 1454
CNA : CACCCCCACAACCCCCTCCCCACCCTCCATCCTCCCTTCTACCCCAACTCCCACCTCCCCCTCCCCAAGCACCETCCCCCTCTT @ 1743

*

cds : CCCCAACTAC : 1464
CNA : CCCCAACTAC : 1753

Abb. 3.21Sequenz und Intron-Exon-Struktur des Gensegpas fiir die Paramylon-Synthase dasglena gracilis
auf DNA-Ebene im Vergleich mit der kodierenden cDKBAIS). Die vier Introns von 43 (Intron 1), 46 (ot 2),
47 (Intron 3) und 153 (Intron 4) Nukleotiden Langerden von den Intron-Grenzen GT-AG begrenzt, nidar
Sequenz blau unterlegt sind.

3.11 ERSTE DNA-SEQUENZINFORMATIONEN FUR DIE PARAMYLON -SYNTHASE
AUS ANDEREN ARTEN DER GATTUNG EUGLENA

Die ersten Sequenzinformationen fur die Paramylgmid@ase aus anderen Euglenida wurden
durch PCR-Amplifikation mit den fllEuglena gracilis verwendeten Oligonukleotid-Primern
aus Gesamt-DNA von zwei weiteren Arten der Gattliuglena erhalten. Diese Spezies
stammen aus Freilandisolaten von Dr. Ingo Bussewamdien alsEuglena sp.3 BAPS4-2000
und Euglena sp.4 BAPS5-2001 bezeichnet. Der amplifizierte DABschnitt umfasst die
Nukleotid-Positionen 239 bis 583 dEuglena gracilisscDNA und beinhaltet die beiden bei
Euglena gracilis 46 respektive 47 Nukleotide grof3en Introns 2 un@@b. 3.22). Auch bei
Euglena sp.3 und Euglena sp.4 besitzen diese die klassischen GT-AG-Grenfign
spleiRosomale Introns. Wahrend Intron 2 bei allesi &pezies keine auffalligen Sequenz-
Ubereinstimmungen besitzt, sind die Introns 3 Badlena sp.3 undEuglena sp.4 zueinander
ahnlicher als zu dem Intron vdtuglena gracilis.
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Auch innerhalb der Exon-Bereiche sind die Nuklestluki Euglena sp.3 undEuglena sp.4
zueinander ahnlicher als zu der kodierenden SequamEuglena gracilis. Auf der Ebene der
abgeleiteten Protein-Sequenz (Aminosauren 85 bis dés Proteins voituglena gracilis)
haben diese Sequenz-Unterschiede bei den drei€Spazigrund des degenerierten genetischen
Codes allerdings lediglich Auswirkungen auf zwei iAosaure-Positionen (Abb. 3.23). Die
grol3e Varianz der kodierenden Sequenzen auf Nuddmne lasst sich also nicht auf die
Protein-Ebene und damit auf die Struktur und diekEionalitat des Proteins Ubertragen.

Pri mer 23
cds_Eg 74
DNA_Eg 74
DNA_Esp3 : 74
DNA_Esp4 : 74
80 * 100 * 120 * 140
Pri mer R : -
cds_Eg R € €0 R I TTTCCCTTTCCAACCATCCC : 101
DNA_Eg : TTCCCACCTTTCCACATCATTTTAAACACTCTCCCTTCCACATTCTCTC- TCAGTTTCCCTTTCCAACGATCCC : 147

DNA_Esp3 : CTTCCACCTTTCCTTTTCGCTTCACCTCAATTTTTTCCTCCCCTTCC- TCTTCACGTTTCCCTTTCCAATCATCCA @ 147
DNA_Esp4 : CTTCCACCTTCCCCTCACTCATCTCCACTTTCCCTCCCTTCACCTCTTCATCACGTTTCCCTCTCTAATCACCCA @ 148

* 160 * 180 * 200 * 220
Pri mer e i e : -
cds_Eg : TATTTCGCCCTCTGCCTTCAGCAGCAAGAAACACATTCTTTCCAAAAAGCTCGCAGTCCTATTCTTCTTATGGTCGA © 175
DNA_Eg : TATTTCGCCCTCTGCCTTCAGCAGCAAGAAACACATTCTTTCCAAAAAGCTCGCAGTCCTATTCTTCTTATGGTCGA © 221

DNA_Esp3 : TATTTCCCCTCAGCCTTCACGTCCCAACAAACATATTATTTCAAAAAACCTCCACTCCTATTCAACCTATCCTCA : 221
DNA_Esp4 : TATTTCCCCTCAGCCTTCAGTCCGAACAAACGACCTTATTTCAAAAAACCTTCACGTCGTATTCAACCTATCCTCA @ 222

* 240 * 260 * 280 *
Pri mer R : -
cds_Eg : TCACTTCCCCCACCAACT GG - - - === == - = s s s s s o s s e m e m oo oo oooiooooo o GACCCAT : 202
DNA_Eg : TCGACTTCCGCCAGCAACTCCCTCTCGTAACAACATTTTTCCCCACATTTTCAAGTACCCATCTTACAGCACCCAT : 295

DNA_Esp3 : TCATTTCCCACAGCAACTCCGTCTCCCATCTAACCTAAAATTGTTTTC- ACTTCTGCTGACACATACGCGACCCAT : 294
DNA_Esp4 : TCGACCTCCCACACGCAACTCCCTCTCCAATCTCACTTAAAAATTTTTCCCTCTTCTCTTCCCACACACGCCCCCAT : 296

300 * 320 * 340 * 360 *
Pri mer R : -
cds_Eg : CTTACAACACCCATTGAAAACGCCATTTCAGCCGCCACTCTGAACAATCAACACAGGCTCATCCTTCGACGAAGTCA © 276
DNA_Eg : CGTTACAACACCGATTGAAAACGCCATTTCAGCCCCACTCTGAACAATCAACACAGCCTCATCGCTTGACGAAGTCA @ 369

DNA_Esp3 : CTTCCAACACCCCTTGAACAGCCATTTCACGCCCAACATTCAACAATCAACACACAATCATCCTCCATCACGETCA : 368
DNA_Esp4 : CTTCCAACACCCTTTGAACAGCCATTTCAGCCCCACCCTCGAATAATCAACACACGCATCATCCTCCATCAACTCA - 370

Pri mer :
cds_Eg : CTCAATCGTACAACCACATCTTTTACACCCATTACACTCCCCAACT|leceeeeigiecevie feiceoieo

DNA_Eg : CTCAATCGTACAACCACATCTTTTACACCCATTACACTCGCCCAACT|eceeNeeipieceiejieicee : 438
DNA_Esp3 : CAGAATCTTACAAGCAGCGTTTTCTACACCCACTACACTCGCCAACTececieeipfecevieieeee : 437
DNA_Esp4 : CACGAATCTTACAAGCACGCTTTTCTACACCCACTATACTCGCCAACTjIececieeipfecevicieiceie : 439

Abb. 3.22 Alignierte DNA-Sequenzender amplifizierten Bereiche der Paramylon-Syntheggms ausEuglena
gracilis, Euglena sp.3 undEuglena sp.4. (Nukleotid-Positionen 239 bis 583 bei der éPBkequenzegpas von
Euglena gracilis) inklusive der Introns 2 und 3 mit den blau urggtén Intron-Grenzen GT-AG.
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* 20 * 40 *
AS_Eg : MGRLLPLASPFVFCGI YCI LPLAVLSNDCYLPSAFSSKKEl VSKKLEVYSSYCGEE : 55
AS Esp3 : NMCRLLPLASPEVFCI YCGI LPLAWLSNCCGYLPSAFSEKKEL | SKKLEVWYSTYCGEC @ 55
AS_Esp4 : NCQRLLPLASPEVFCI YCI LPLAVWLSNDCYLPSAFSEKKEVI SKKLEVYSTYCEE : 55

60 * 80 * 100 *
AS_Eg : LRQQVCPNLCHRLKRHLRCTLNNEHRLNVLCEVTESYKEI FYSHYTCCLRCVRKCA : 110
AS_Esp3 : LRQQVCPNMLCHRLKRHLRCTLNNEHRMVLCEVTESYKEVFYSHYTCCLRECVRKCA : 110
AS_Esp4 : LRCQVCPMLCHRLKRHLRCTLNNEHRMVLCEVTESYKEVFYSHYTCCLREVRKCA : 110

Abb. 3.23 Alignierte abgeleitete Aminosaure-Sequenzeder amplifizierten Bereiche der Paramylon-Synthase
EgPaS aug&uglena gracilis, Euglena sp.3 undEuglena sp.4. (Aminosaure-Positionen 85 bis 118 EgPaS von
Euglena gracilis).

Die Versuche zur Amplifizierung des Gens aus andéneglenida erwies sich bisher mit den
vorliegenden Primern als nicht erfolgreich. Dag gélbst fir nahe Verwandte vdtuglena
gracilis wie den phototrophen ArtelBuglena deses oder Euglena mutabilis, aber auch fur die
sekundar osmotrophen Art&uglena longa (ehemalsAstasia longa) und Khawkinea quartana,
obwohl die genannten Arten in allen phylogenetisciaalysen ein Monophylum bilden.
Ebenso fuhrten Versuche mit weiteren Oligonukle®itmern, die sich aus den identischen
Bereichen der bekannten DNA-Sequenz toglena gracilis, Euglena sp.3 undEuglena sp.4
ergaben, sowie Verdnderungen der PCR-Bedingungdm nii den gesuchten PCR-Produkten.
Die Versuche zur Amplifikation voagpas aus phylogenetisch weiter entfernten Gattungen wie
den phagotrophen Arteeranema trichophorum, Ploeotia costata, Entosiphon sulcatum oder
Petalomonas cantuscygni (VOLLMER 2004) erwiesen sich ebenfalls als nicht erfoldreic

Obwohl sich die bisher identifizierten Protein-SezrDaten der drei analysierten Arten
Euglena gracilis, Euglena sp.3 undeuglena sp.4 nicht als besonders variabel darstellenetieg
offensichtlich groRe Unterschiede in der Nukle@eguenz vor. Dieses fordert die
Verwendung von hochgradig degenerierten Oligonuldg@rimern, mit denen sich wiederum
vermehrt unspezifische Nebenprodukte ergeben.

114



DISKUSSION

4 DISKUSSION

Der FlagellatEuglena gracilis aus der morphologisch sehr heterogenen Grupp&utgenida

ist ein ultrastrukturell, biochemisch und physiotmip gut untersuchter Organismus. Trotzdem
ist bisher nichts Uber die molekularen und nur wdiber die biochemischen Grundlagen der
Synthese des charakteristischen ReservekohlensyBeramylon bekannt. Paramylon ist ein
hochkristallines, unverzweigtes und wasserunlosiclbeta-1,3-Glucan, das in Form von
Membran-umschlossenen Granula im Cytoplasma dderZejespeichert wird. Sowohl die
phototrophen als auch die meisten heterotropheanAdies Taxons synthetisieren zum Teil
auffallend grof3e Mengen des Polysaccharids unemitdtharakteristische Granula-Formen aus.
Wahrend Uber die Physiologie der Paramylon-Synthesie heterotroph und phototroph
wachsendeiuglena gracilis Zellen bereits zahlreiche Untersuchungen exisie(MARECHAL

& GOLDEMBERG 1964, TOMOS & NORTHCOTE 1978, BRIAND & CALVAYRAC 1980, KAWABATA

et al. 1982, Kss et al. 1986, Nul et al. 1992, SHOLTEN-BECK 1992, MRFELDT 1993,
BARSANTI et al. 2001, BUMER et al. 2001), hat sich die Isolierung der Paramy@gnthase als
ebenso schwierig erwiesen wie die Reinigung andehacan-Synthasen wie zum Beispiel der
Starke- oder der Cellulose-SynthasenrgBS & SivAk 1998, DELMER 1999). Die
Untersuchungen von MER (1998) und BUMER et al. (2001) in unserer Arbeitsgruppe
fuhrten zu der Isolierung eines 669 kDa grofRRen ididtein-Komplexes, der in den
Membranen der Paramylon-Granula lokalisiert ist. t Miler Charakterisierung der
Enzymaktivitat des Paramylon-Synthase-Komplexesde/uder Ausgangspunkt dieser Arbeit
gelegt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die substratbindemnhel katalytische Untereinheit des
Paramylon-Synthase-Komplexes, die entsprechend Eezym-Nomenklatur als UDP-
Glucose:beta-1,3-Glucan 3-beta-D-Glucosyltranseerf&C 2.4.1.34) bezeichnet wird, zu
identifizieren. Zunachst wurden Photoaffinitats-karungsexperimente durchgefuhrt, die zur
Identifikation eines 54 kDa UDP-Glucose-bindendentéins fuhrten. Im Anschluss an die
Isolierung des Proteins aus dem Paramylon-SyntKasgplex vonEuglena gracilis ergaben
bereits die massenspektrometrische PeptidmasseimBasigen und die Aminosaure-
Sequenzierungen der Trypsin-gespaltenen substdatiien Untereinheit Ubereinstimmungen
zu Glycosyltransferasen aus anderen Organismen. déuf Basis der gefundenen Peptid-
Sequenzen wurde durch das ScreeningBugiena gracilisscDNA-Phagen-Banken sowie tber
RT-PCR- und PCR-Amplifikationen die fur die ParaomASynthase kodierende cDNA-
Sequenz und anschlielend die vollstandige DNA-Sexjfi@ Euglena gracilis, sowie DNA-
Teilsequenzen zweier weiterer Spezies der Gattlfglena erhalten. Detalllierte
Sequenzanalysen auf Nukleinsaure- und Aminosaubemé ermdglichen jetzt erstmals
Aussagen Uuber die zu Beginn der Arbeit unerwart®emanenstruktur und die
Membrantopologie der UDP-Glucose:beta-1,3-Glucanuc@yltransferase audtuglena
gracilis.
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4.1 DIE GLUCOSYLTRANSFERASE EcPAS M VERGLEICH MIT  ANDEREN
GLYCOSYLTRANSFERASEN

In Anlehnung an die von ERMER 1999 vorgeschlagene Nomenklatur fur Cellulose{sysen
(CesA), Callose-Synthasen (CaSA) oder die Curdhartiaise aug\grobacterium sp. (CrdS)
wird die in diesen Untersuchungen identifiziertbstatbindende katalytische Untereinheit der
Paramylon-Synthase aksiglena gracilis EgPaS genannt.

Die abgeleitete Protein-Sequenz von EgPaS umfa8st Aiminosauren und weist einen
theoretischen pl von 6.01 auf, d.h. sie zeichneh siicht durch besondere polare bzw.
hydrophile/hydrophobe Eigenschaften aus. Das PRrotst deutlich kleiner als andere
beschriebene Glucan-Synthasen, die an der Synthese Reservekohlenhydraten,
Zellwandbestandteilen oder Exopolysacchariden ok&wyoten und Eukaryoten beteiligt sind
(Tab. 4.1). Die massenspektrometrisch identifizierPeptide des isolierten Proteins decken
32.4 % der abgeleiteten EgPaS-Protein-Sequenz disind bis auf eine Aminosaure-Position
vollstandig identisch zu der aus der cDNA abgeleite Proteinsequenz. Damit ist die
Zuordnung der gefundenen cDNA-Sequenz zu dem itaidJDP-Glucose-bindenden 54 kDa
Protein eindeutig gezeigt. Weiterhin weist EgPa®&at in der Analyse der Peptidmassen-
Spektren als auch in den lokalen Alignments (ibegjegede Ahnlichkeit zu
Glycosyltransferasen, UDP-Glucose- und Glucan-bidda Proteinen aus Bakterien, Hefen
und Hoheren Pflanzen auf.

Um Informationen zur Lokalisation des Enzyms in delle zu erhalten, wurden Analysen der
Proteinstruktur vorgenommen. In der Primarstruk@iminoséaure-Sequenz) konnten weder
charakteristische Signalpeptide noch Retentionagiggefunden werden. Die vorhergesagte
Sekundarstruktur des Proteins ergab dagegen eigdddinweise. Aus der Membrantopologie
ergibt sich eine Struktur, die sich interessantes&eon der Ublichen und daher erwarteten
Anordnung anderer Membran-integraler beta-Glucamtt@&gsen unterscheidet (Abb. 4.1): Den
Analysen zufolge ist der 87 Aminosauren umfassétd@rminus des Proteins im Cytoplasma
lokalisiert. Daran anschlie3end folgt eine 23 Ansiéiaren lange Transmembran-Helix, die in
der Primarstruktur besonders viele hydrophobe As#ncen zur Verankerung des Proteins in
der Membran aufweist. Eine grof3e, globulare Domdgufeder nicht-cytoplasmatischen Seite
der Membran macht 77 % des Gesamtproteins aus ilohet ben C-terminalen Anteil des
Enzyms. Weitere Transmembran-Helices konnten miehmttifiziert werden.

Mit dieser Membrantopologie gehort die ParamylomBSgse von Euglena gracilis
unzweifelhaft zu den Typ Il-Membranproteinen, dieraugsweise im Endomembransystem
(Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparatgraduch in den Cytoplasmamembranen
eukaryotischer Zellen lokalisiert sind. Die besehane Membrantopologie von EgPasS fihrt
aber nicht nur zur Klassifikation eines Typ II-Merabproteins, sondern entspricht auf3erdem
der charakteristischen Domé&nen-Struktur zahlrei¢bigcosyltransferasen, die im Folgenden
naher beschrieben werden.
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Abb. 4.1 Membrantopologie und Sekundarstruktur von EgPaS§ der UDP-Glucose:beta-1,3-Glucan
Glucosyltransferase auguglena gracilis. Die hydrophilen Doméanen sind blau, die hydrophdb@nsmembran-
Helix ist gelb dargestellt. Der N-Terminus (MHIm Cytoplasma und der C-Terminus (COOH) im nicht-
cytoplasmatischen Kompartiment sind rot markiemtf as in der katalytischen Doméne eingezeichnat®-D
Aminosaure-Motiv wird nachfolgend néher eingegangen

Glycosyltransferasenbilden eine ihren zahlreichen Funktionen entspgade sehr divergente
Enzymfamilie, die aufgrund ihrer vielfaltigen Sufase, zahlreicher konvergenter
Entwicklungen und der unterschiedlichen Synthesbarsmen nur wenig Sequenz-
Ahnlichkeiten aufweisen (@ ToN et al. 2001, H & WALKER 2002). Dennoch kénnen die zur
Zeit in 69 Glycosyltransferase-Familien einget@iltEnzyme in zwei grof3en strukturellen
Superfamilien (GT-A und GT-B) zusammengefasst wer{@amPBeLL et al. 1997, 1998,
http://afmb.cnrs-mrs.fr/ICAZY/index.html, H& WALKER 2002). Die fur diese Arbeit relevante
Superfamilie GT-A (SpsA Superfamilie) umfasst zaitne prokaryotische sowie die meisten
im Endomembransystem eukaryotischer Zellen (Endopddisches Retikulum und Golgi-
Apparat) inserierten Glycosyltransferasen. Diesechren sich vor allem durch das
charakteristische DXD-Aminosaure-Motiv aus, welché® Bindestelle des essentiellen
divalenten Metallions im katalytischen Zentrum dé&lycosyltransferasen ist. Fur die
Paramylon-Synthase EgPaS dtigglena gracilis konnte ein entsprechendes Motiv mit den
AminosaurerD447V448D449 in der C-terminalen und damit katalytisch adtinDomane des
Enzyms, die in das Lumen des Paramylon-Granulumariagt, gezeigt werden.

Bei vielen Glycosyltransferasen der GT-A-Superfanist Mrf* das divalente Metallion im
katalytischen Zentrum. Bei der hier untersuchteryc@yltransferase EgPaS aksglena
gracilis ist vergleichbar mit der Callose-Synthase jedoef @as verwendete lon, da sich in
Anwesenheit von C&lonen die héchste Enzymaktivitat des isoliertemaRgylon-Synthase-
Komplexes detektieren lasst ABVER et al. 2001). Das divalente Metallion ermégliche d
Bindung des UDP-Zucker-Donors im aktiven Zentrurs B@zyms. Bei den meisten Vertreter
der GT-A-Superfamilie ist das typische Akzeptornkéleflir das transferierte Monosaccharid
ebenfalls ein Saccharid (H& WALKER 2002). In Ubereinstimmung dazu ubertragt EgPaS das
Glucose-Monomer unter Abspaltung von UDP auf dda-be3-Glucan Paramylon OMOS &
NORTHCOTE1978).
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Alle GT-A-Glycosyltransferasen sind Typ lI-Membraofeine, die trotz ihrer Sequenz-
Diversitat einen Ubereinstimmenden Aufbau aufweidémLiciL & RINI 2000, BRETON et al.
2001, HU & WALKER 2002): Den N-Terminus bildet eine kurze cytoplasscae Domane, der
eine aus etwa 20 Aminoséauren gebildete Transmentbetin mit Signalanker-Funktion folgt.
Daran schliel3t sich eine flexible und sehr varig®l@ammregion sowie ein grof3er globularer
C-Terminus als katalytischer Region im nicht-cyagphatischen Kompartiment an (Abb. 4.1,
4.2). Wahrend in EgPaS sowohl die C-terminale athalie N-terminale Doméane mit der sich
anschlieBenden Transmembran-Helix gefunden wurdentk eine distinkte Stamm-Region
nicht eindeutig von der globularen katalytischennidoe unterschieden werden. Dieser
Bereich, der sich durch charakteristische Cysteiné Glycosylierungs-Motive auszeichnet,
stellt die variabelste aller Domanen bei den bigbeschriebenen Glycosyltransferasen dar
(PAULSON & CoLLEY 1989,BRETONEL al.2001).

Ein Vergleich der Aminosdure-Sequenzen von EgPaSt manderen bekannten
Glycosyltransferasen aus der GT-A Superfamilie (AMbR) bezlglich ihrer charakteristischen
Domanen belegt, dass die in dieser Arbeit idemifie Glycosyltransferase EgPaS aus dem
Paramylon-Synthase-Komplex v@uglena gracilis eindeutig dieser Superfamilie zuzuordnen
ist: Sie weist alle charakteristischen Domaneneati&uperfamilie sowie das kennzeichnende
divalente Metallionen-bindende DXD-Motiv (DVD) aufEin Beispiel fur eine solche
Glycosyltransferase stellt die beta-N-Acetylglucussylglycopeptid beta-1,4-
Galactosyltransferase (GIcNAc beta-1,4-GT) aus@elgi-Membran von Maus, Mensch und
Rind dar: Dieses Enzym transferiert ein Galactosteklil von UDP-Galactose auf ein
peptidgebundenes beta-1,4-GIcNAaYPSON & COLLEY 1989).

GlcNAc B 1,4-GT  Maus, Mensch, Rind [ l DXD ]
23-24| 20 357-358
Rind z - | Vi 7 DXD |
Gal a 1,3-GT [
Maus \ \ DXD |
41 16 337
Gala 2,6-ST  Ratte ] \ DXD |
91 17 377
GleNAc a 1,3-FT  Mensch [] \ DXD |
8 17 327
Gal . 1,2-FT  Mensch \ I DXD |
15| 19 327
Gala 1,3-GalNAcT  Mensch | \ DXD |
17 | 20 317

EgPaS  Euglena ———_
% = 87 23 377

Abb. 4.2 Schematische Darstellung deAminosdure-Sequenzen von verschiedenen eukaryotisan
Glycosyltransferasenzur Darstellung der Doméanen-Struktur (verandechriBaULSON & COLLEY 1989).
Galaktosyltransferasen: GIcNAc 31,4-GT (EC 2.4.1.88d Galal,3-GT (EC 2.4.1.151). Sialyltransferase:
Gal 02,6-ST (EC 2.4.99.1). Fucosyltransferasen: GIcMAG3-FT (EC2.4.1.65) und Gall,2-FT (EC2.4.1.69).
N-Acetylgalactosaminyltransferase: Gell,3-GalNACT.
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Anhand dieser Sequenz-Ubereinstimmungen, des deastlschen DVD-Motives und einer
typischen Membrantopologie konnte EgPaS somit eitigle als Glucosyltransferase
identifiziert werden. Da weiterhin bekannt ist, sladas Enzym das Substrat UDP-alpha-
Glucose zur Synthese des beta-1,3-Glucans Paranwdomendet, kann ein invertierender
Katalysemechanismus angenommen werden, bei demglgieosidische Bindung unter
Umkehrung der anomeren Konformation am C1-Atom daccharids gebildet wird
(MARECHAL & GOLDEMBERG 1964, 3XENA et al. 1995). Daruber hinaus ermoéglicht die
Identifizierung von EgPaS als Typ Il-Membran-Glugasnsferase die Vorhersage, dass es
sich um einen nicht-prozessiven Katalysemechanisnamsleln muss. Dabei wird bei jedem
Zuckertransfer immer nur ein Monosaccharid auf é&geptormolekil Ubertragen. Beide
Mechanismen liegen ebenfalls fir die meisten zur-AsSuperfamilie gehdrenden
Glycosyltransferasen vor (HLAND et al. 2000, BETON et al. 2001).

Bei den bisher bekannten beta-Glucan-Synthasenehaed sich dagegen Uberwiegend um
prozessive Glycosyltransferasen, die sich zudemshdame vollig andere Membrantopologie
mit zahlreichen Transmembran-Helices sowie zusdigh Sequenz-Motiven auszeichnen
(Tab. 4.1). Zum Vergleich mit der beta-1,3-GlucgmBiase EgPaS ausuglena gracilis
werden hier nur diejenigen Enzyme betrachtet, dib €benfalls in Membran-integralen
Komplexen befinden. Die alpha-Glucan-Synthase fis &eservekohlenhydrat der Héheren
Pflanzen und Grinalgen Starke (alpha-1,4-1,6-Glutagt dagegen entweder |6slich oder an
dem innerhalb der Chloroplasten gebildeten, nidrt giner Membran umgebenen Granulum
vor und kann aus dem Grund nicht direkt mit deradigiucan-Synthasen verglichen werden
(PrEISS& SIVAK 1998).

Die in Tabelle 4.1 neben der Paramylon-Synthasgediifirten Enzyme fir die Synthese der
hochpolymeren Polysaccharide Cellulose (beta-1ut#si), Yeast-Glucan (beta-1,3-Glucan),
Callose (beta-1,3-Glucan) und Curdlan (beta-1,&@i) sind alle in den
Cytoplasmamembranen lokalisiert. Sie besitzen mbutgréRere molekulare Massen und
weisen bis zu 16 Transmembran-Helices auf. Dalegt Idas katalytische Zentrum dieser
Synthasen auf der cytoplasmatischen Seite der Mambtier findet die Verknipfung der
Monosaccharide mit der wachsenden Glucan-Kettet, staelche durch die von den
Transmembran-Helices gebildeten Pore nach auRechg®ssn wird (WOUE et al. 1995,
DELMER 1999, FOLLAND et al. 2000, I&NG et al. 2001a, 2001b, ARNEZIS et al. 2003).
Wahrend fur die Cellulose-Synthasen und auch férimtieressanterweise mit diesen in vielen
Aspekten Ubereinstimmende Curdlan-Synthase chaistidehe Sequenzmotive gefunden
wurde, die fur die Substrat-, Akzeptor- und Metaikn-Bindung verantwortlich sind (D, D, D
und QXXRW), konnte Ahnliches fir die Callose-Syrsthanicht gefunden werden. Dieses
Enzym weist aber wiederum Ubereinstimmungen zu lea-1,3-Glucan-Synthasen auf, die
beispielsweise beSaccharomyces cerevisiae fur die Zellwand-Synthese verantwortlich sind
(HonG et al 2001a, 2001b) und die deshalb in der Glyt@sysferase Familie 48
zusammengefasst werden A@BELL et al. 1997, 1998, http://afmb.cnrs-mrs.fr/ICAZY
/index.html).
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Glycosyl- Charakteristische |, .
. Molekular- . Literatur
Enzym Organismus transferase ) Motive )
" gewicht Accession-Nr.

Familie TMH
Paramylon-
Synthase Euglena gracilis ? 55.9kDa | DXD (DVD) diese Arbeit
beta-1,3-Glucan (487 AS) |1 TMH
g;r']'fhsfs'e Arabidopsis arag |217.7kDa HonGet al. 2001a, b
beta-1,3-Glucan thaliana (1889 AS) 16 TMH NP_196804
gsﬁfgé(iucan- Saccharomyces GT.ag |214.8kDa INOUE et al. 1995
beta-1,3-Glucan cerevisiae (1876 AS) 6 TMH AAR86937
Curdlan 73.1 kDa D, D, D, STASINOPOULOS et al.
Synthase Agrobacterium sp. GT-2 (65 4 AS) QXXRW 1999
beta-1,3-Glucan 7 TMH AAD20440
g;fr']';‘r']zzz Gossypium T2 |1192KDa | oLSon DELMER 1999
beta-1,4-Glucan hirsutum (1067 AS) 8 TMH AAD39534
Cellulose- D, D, D, SAXENA et al. 1990
Synthase Aﬁﬁ]%kﬁder GT-2 (1165?5% ‘/(g;‘ QXXRW 1994
beta-1,4-Glucan Xy 4 TMH P21877

Tab. 4.1 Ubersicht tiber verschiedebeta-Glucan-Synthasenm Vergleich mit der Paramylon-Synthase EgPaS
ausEuglena gracilis. TMH Transmembran-Helix.

Uber die genaue Zusammensetzung der Glucan-Syrittaaplexe ist bisher wenig bekannt
(DosLIN et al. 2002). Bei den Cellulose-Synthase-Komplexien Hoheren Pflanzen mit
Molekularen Massen von Uber 500 kDa bilden verrotlB6 der eigentlichen Cellulose-
Synthasen eine rosettenférmige Struktur aus.Aegtobacter xylinum konnte gezeigt werden,
dass das Operon neben der Cellulose-Synthas€efA) eine regulatorische Untereinheit
(AxCeB), ein fur die Kristallisation der Cellulose-Fildeh bendtigtes PolypeptiddxCeD)
sowie eine Untereinheit unbekannter Funktion entfBdxeNnA et al. 1994, BLMER 1999).
Weiterhin gibt es sowohl fur die Cellulose- als laddr einige Callose-Synthase-Komplexe
Hinweise auf eine auf der cytoplasmatischen SeateMembran assoziierte Sucrose-Synthase
(SuSy), die aus UDP und Saccharose UDP-Glucosd-umtose synthetisiert und damit den
Komplex direkt mit seinem Substrat UDP-Glucose orgs (DELMER 1999, HONG et al.
2001b). Bei der Callose-Synthase abBbkaseolus aureus wurde ein 44 kDa Polypeptid
gefunden, welches aufgrund seiner Fahigkeit zup-&lkycosylierung mdglicherweise als
Protein-Primer flr die Glucan-Synthese fungienti(i2er et al. 1991).

Wahrend die Synthase-Komplexe der hochpolymerea-Baicane Cellulose und Callose
typischerweise in der Cytoplasmamembran lokalisartl, werden die anderen Komponenten
der pflanzlichen Zellwénde (diverse Polysacchatde Proteine) im Endomembransystem,
also in den Lumina von Endoplasmatischem Retikulurd Golgi-Apparat, synthetisiert. Im
ER-Golgi-Membrankomplex findet zudem die Synthese dellwand-Matrix-Polysaccharide
wie beispielsweise Xyloglucan, Hemicellulose undctie sowie das Zusammenfiigen der
Synthase-Komplexe statt fisLER & BROWN 1986, MUNOz et al. 1996, SRLING et al. 2001,
DoBLIN et al. 2002) BeiZea mays wurde allerdings auch eine in der Golgi-Membran
lokalisierte Glucan-Synthase unbekannter Gréf3engiefin, die sowohl verzweigte beta-1,3-1,4-
Glucane mit einer molekularen Masse von bis zu kRB@ als auch Callose synthetisiert
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(GIBEAUT & CARPITA 1993, 1994DoBLIN et al. 2002). Ebenso konnte B&sum sativum eine
beta-1,4-Glucan-Synthase in der Golgi-Membran ggaserden (BIUGGA & RAY 1994), so
dass festgehalten werden kann, dass die beta-G&gathese bei eukaryotischen Zellen nicht
auf die Plasmamembran beschrankt ist.

Obwohl die Paramylon-Synthase EgPaS Bugiena gracilis im Gegensatz zu den bekannten
beta-Glucan-Synthasen eine vollig andere Ultrastiruind entsprechend auch einen anderen
Katalysemechanismus aufweist, wurde in den PhonoEfs-Markierungs-Experimenten der
substratbindenden Untereinheit EgPaS des Paran®yotihase-Komplexes aus den Granula-
Membranen voricuglena gracilis ein Protein in einer entsprechenden Grol3enordmargiert,
wie es auch von anderen beta-Glucan-Synthasen hielsaTab. 4.2).

Das aus der abgeleiteten Aminosaure-Sequenz veasegte Molekulargewicht von 55.9 kDa
entspricht den experimentell durch Photoaffinifdikierung in der SDS-PAGE gefundenen
54 kDa fur die substratbindende Untereinheit desraglon-Synthase-Komplexes.
Substratbindende Untereinheiten anderer beta-Gl8gathase-Komplexe aus HoOheren
Pflanzen und Bakterien, wurden als Polypeptide @was 31 und 90 kDa markiert (Tab. 4.2):

_ Molekulargewicht der | .
Enzym Organismus . . Literatur
markierten Proteine

Paramylon-Synthase Euglena gracilis 54 kDa diese Arbeit

Beta vulgaris 57 kDa RosTet al. 1990

Daucus carota 57 kDa LawsoN et al. 1989
Callose-Synthase Gossypium hirsutum 52 kDa DELMER et al. 1991
(beta-1,3-Glucan) §syp . :

Lolium multiflorum 31 kDa MEIKLE et al. 1991

Pisum sativum 55 kDa DHUGGA & RAY 1994

Gossypium hirsutum 37 kDa L etal. 1993
Cellulose-Synthase SSypium hirsutu

. 90, 67, 54 kDa MYER et al. 1991
(beta-1,4-Glucan) Acetobacter xylinum
83 kDa LN et al. 1990

Tab. 4.2 Ubersicht uber die irPhotoaffinitats-Markierungsexperimenten identifizierten substratbindenden
Untereinheiten der Glucan-Synthase-Komplexe.

Die Abhangigkeit der Photoaffinitats-Markierung vdar Anwesenheit bestimmter divalenter
Metallionen zeigt sich in der Literatur recht ustdriedlich. Zum Teil erfolgt die Markierung
der substratbindenden Untereinheit ausschlie3litispeechend der jeweiligen Metallionen-
Abhangigkeit imin vivo-Enzymtest. So erzielteniLet al. (1993) die Markierung der
substratbindenden Untereinheit der Cellulose-Syw&haus Gossypium hirsutum nur bei
Anwesenheit von Mg, da die Cellulose-Synthase ein fgbhangiges Enzym ist. Fir die
Callose-Synthase au@ossypium hirsutum, einer C&"-abhéngigen Synthaskonnten EELMER

et al. (1991) entsprechend keine Markierung dekBa substratbindenden Untereinheit bei
Anwesenheit von Mg finden. Im Unterscheid dazu lieR sich die 31 kDéssratbindende
Untereinheit der Cé-abhangigen Callose-Synthase auslium multiflorum sowohl in
Anwesenheit von Gaals auch von Mg markieren (MiKLE et al. 1991).

In Ubereinstimmung damit konnte auch fir die insdie Arbeit untersuchte Paramylon-
Synthase ausEuglena gracilis keine ausgepragte Metallionen-Abhangigkeit in der
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Photoaffinitdts-Markierung der substratbindenden tetnheit gefunden werden. Die
Markierung der prominenten und reproduzierbarerkBd Proteinbande erfolgte sowohl in
Anwesenheit von G4, von Md¢* sowie additiv mit C& und Md* im Ansatz. Dieses befindet
sich im Einklang mit den Enzymaktivitdts-Messungiar gereinigten Paramylon-Synthase-
Komplexe vonEuglena gracilis, bei denen sich der Umsatz von UDP-Glucose zwar in
Anwesenheit von Calonen um etwa 40 % erhohte, aber auch mi“Mq Ansatz eine
reduzierte beta-1,3-Glucan-Synthese stattfanduigrR et al. 2001). Demnach scheint die
Substratbindung bei der Paramylon-Synthase nichhadhspezifisch von der Anwesenheit
eines bestimmten Metallions abhéngig zu sein, wieteva bei der Callose- und der Cellulose-
Synthase der Baumwolle der Fall iste{IMER et al. 1993, L et al. 1993), sondern ist mit
verschiedenen zweiwertigen Kationen maoglich.

Die isolierten 669 kDa Paramylon-Synthase-KomplaweEuglena gracilis synthetisierenn
vivo im Enzymtest aus UDP-Glucose ein ethanolisch pitiibares Polysaccharid. Dabei
handelt es sich nachweislich um das charakterstisReservekohlenhydrat vadBuglena
gracilis, das als reines, unverzweigtes beta-1,3-Glucatiegtr wie BAUMER et al. (2001)
durch die Spaltung mit spezifischen Glucanasen wandchlieBender Auftrennung und
Identifizierung des radioaktiv markierten Produktesrstellen konnte. Aufgrund der
eindeutigen Bindung des radioaktiven Substrateshfel’P]-UDP-Glucose wurde die 54 kDa
katalytische Untereinheit des Komplexes isoliert, it mTrypsin gespalten und
massenspektrometrisch sequenziert. Die erhalteregtidBequenzen zeigten im weiteren
Verlauf der Arbeiten dennoch, dass zusammen mit identifizierten substratbindenden
Glucosyltransferase des Paramylon-Synthase-Komplaxeh eine ausSuglena gracilis bisher
unbekannte ATPase beta-Untereinheit isoliert wurde.

Es konnte anhand von lokalen Alignments und Seqelysen deutlich gezeigt werden, dass
es sich bei den Peptiden nicht um Fragmente dertbesequenzierten plastidaren ATPase beta-
Untereinheit ausEuglena gracilis handelt (HLLick et al. 1993), obwohl aufgrund der
Ahnlichkeit von plastidaren, mitochondrialen undckiesiellen ATPasen Sequenz-Homologien
erkennbar sind. Weiterhin ist das Vorliegen einekuolaren ATPase oder einer im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisierten ATPasefgramd ausgepragter Sequenz-
Unterschiede zu entsprechenden ATPase-Untereinhaitederer Organismen nicht sehr
wahrscheinlich. Da aber auf3er der plastidaren kanteren ATPase-Sequenzen Ruglena
gracilis bekannt sind, ist mit den vorliegenden Peptid-8aegan keine hundertprozentige
Identifizierung moglich.

Dass es sich bei dem zusammen mit EgPaS isoliPri@ein um eine mitochondriale ATPase
beta-Untereinheit handelt, erscheint wegen ihrekalisation in der inneren Mitochondrien-
Membran ebenfalls nicht wahrscheinlich. Eine dieekinktionelle Beteiligung der ATPase an
der Paramylon-Synthase, welche aus den Granula-kemab isoliert wurde, ist daher
aufgrund der unterschiedlichen Kompartimentierungvivo auszuschlieBen. Zudem haben
elektronenmikroskopische Untersuchungen der igeieParamylon-Granula deutlich gezeigt,
dass die Isolate keine intakten Mitochondrien caielere Organellen enthielten, aus denen
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dieses Protein hatte isoliert werden kénnen. Demtifizierten Peptide liegen in den mittleren

Bereichen der ATPase-Sequenzen, so dass auchenisichieden werden kann, ob es sich um
eine unprozessierte Vorlaufer-Form des Proteinsr agm eine reife, aus der inneren

Mitochondrien-Membran stammende Untereinheit handel

Obwohl man das Vorliegen einer ATPase zur Versaygier katalytischen Prozesse mit ATP

oder Aquivalenten in der Paramylon-Granula-Membsamehmen konnte, wird doch eher

davon ausgegangen, dass hier eine ATPase beteeldihteit kogereinigt wurde, wie es aus

anderen Aufarbeitungen von Glucan-Synthasen beksin(fidHUGGA & RAY 1995).

4.2 NUKLEINSAURE -ANALYSE DER GLUCOSYLTRANSFERASE EGPAS

Bei der Analyse der gefundenen Nukleinsdure-Sequenegpas haben sich zwei interessante
Aspekte ergeben, die nachfolgend kurz erlautertderer sollen. Ausgehend von den
massenspektrometrisch sequenzierten Peptiden dedd&4ubstratbindenden Untereinheit des
Paramylon-Synthase-Komplexes absglena gracilis konnten die vollstandige cDNA- und

DNA-Sequenz durch ein Screening vBaoglena gracilisscDNA-Phagen-Banken sowie Uber
RT-PCR- und PCR-Amplifikation erhalten werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auehpth-mRNA des Genegpas mit einer
relativ ungewohnlichen, aber flauglena gracilis charakteristischen ,spliced leader“-RNA in
der Zelle vorliegt. Diese ist durch eingmans-Spleil3-Mechanismus mit dem 5'-Ende der pra-
MRNA verbunden. Zwischen der 26 Nukleotide langgpliced leader“-RNA und dem ATG-
Startcodon wurde beigpas die ebenfalls nicht kodierenden Nukleotide GTGugekn. Bei
anderen Genen derjenigen Euglenida, die ebenfatls éhnliche ,spliced leader‘-RNA
besitzen, variiert die Anzahl der gefundenen Nulidisozwischen dem ,spliced leader® und
dem ATG-Startcodon je nach Spezies bzw. nach urdietsm Gen: Fir die bisher untersuchten
MRNA’s der phototrophen ArPhacus curvicauda wurden 6 Nukleotide gefunden, bei den
osmotrophen Speziddenoidium pellucidum und Rhabdomonas costata liegt sie dagegen bei
27 Nukleotiden. Die mRNA des Cbf5p-Proteins (Pw&tiPseudo-Uridin-Synthase) aus
Euglena gracilis weist sogar eine 43 Nukleotide lange Sequenz heisdem ,spliced leader”
und dem ATG-Startcodon auf RBCKENRIDGE et al. 1999, BEL et al. 1999, RANTZ et al.
2000, WATANABE & GRAY 2000).

Dieser Vergleich zeigt erneut die Diversitat dieserOrganismenreich nur bei wenigen Taxa
vorkommenden RNA-Prozessierung, die bei den bightarsuchten Euglenida hoher ist als bei
den Kinetoplastida, einer sehr nah verwandten festgruppe.
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Interessanterweise wurden auch in der anaerdbagiena gracilis cDNA-Phagen-Bank
Plasmide mit der fur die substratbindende Untemtndes Paramylon-Synthase-Komplexes
kodierenden Inserts gefunden. Das bedeutet, dasZeupunkt der cDNA-Synthese aus der in
den Zellen vorhandenen mRNA Transkripte fur dieaRafon-Synthase vorgelegen haben
muissen. Da bekannt ist, d&Ssglena gracilis unter anaeroben Bedingungen das vorhandene
Paramylon abbaut und stattdessen eine Wachsestaefiation zur Aufrechterhaltung ihres
Energiehaushaltes verwendetyl et al. 1992, RTTE et al. 2001), ist es bemerkenswert, dass
sich dennoch mRNA-Transkripte fir ein vermutlickchti benétigtes Protein in der Zelle
befinden. Dieses spricht fiir eine post-transkripgle Regulation der Paramylon-Synthase. In
ahnlicher Weise scheint auch das mitochondrialey@nPyruvat:NAPD Oxidoreduktase
(PNO) ausEuglena gracilis reguliert zu sein: auch bei einem ThiaminpyrophasgMangel,
einem essentiellen Kofaktor des Enzyms, konntegletii eine Reduktion der Protein-Menge,
nicht aber ein deutliches Absinken des mRNA-Nivebegbachtet werden @dAzAWA et al.
2003). Weder fur die Gene der alpha-, beta- undngamubuline, noch fir die Gene der
Histone H2A und H3 konnte b&uglena gracilis bisher eine transkriptionale Regulation der
Gen-Expression gefunden werden, so dass die @moskitiptionale Regulation im Gegensatz
zu anderen Organismen eine generelle EigenschafEwglena gracilis zu sein scheint @@\T-
GuiLy et al. 1994, GNADAY et al. 2001).

4.3 MODELL ZUR PARAMYLON -SYNTHESE IN DER GRANULA -M EMBRAN

Aufgrund der hier prasentierten Ergebnisse und nAcswertung aller zur Verfigung
stehenden Informationen wird im Folgenden ein Mogéhsentiert, das die in dieser Arbeit
identifizierte Glucosyltransferase EgPaS in eineamkfionellen Zusammenhang in der
Paramylon-Granula-Membran darstellt (Abb. 4.3).

In der Membran der hochgeordneten Paramylon-Gramfiaden sich integrale Multiprotein-
Komplexe mit einem nativen Molekulargewicht von @@Da, diein vitro aus UDP-Glucose
das unverzweigte beta-1,3-Glucan Paramylon sysibetn. Die substratbindende Untereinheit
dieses Paramylon-Synthase-Komplexes, die Glucasigterase EgPaS, weist eine molekulare
Masse von 54 kDa auf. Das Enzym besitzt eine cheniaische Membrantopologie sowie ein
typisches DVD-Aminosaure-Motiv, die es als Glycosaihsferase der Superfamilie GT-A
ausweist. Damit unterscheidet sich die Glucosyitierase deutlich von den bisher bekannten
beta-Glucan-Synthasen. Wahrend der kurze N-TerndeasProteins auf der cytoplasmatischen
Seite der Membran liegt, gefolgt von einer etwaA2@inosauren umfassenden Transmembran-
Helix, befindet sich der Gberwiegende Teil des éInst im Lumen des Paramylon-Granulums
auf der nicht-cytoplasmatischen Seite der Membiramliesem grof3en globularen C-Terminus
ist das katalytische Zentrum der Glucosyltransterag dem fur die Bindung des essentiellen
divalenten Metallion (C&) benétigten DVD-Motiv lokalisiert.
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Aus der Membrantopologie und der vorgenommenendifiagrung lasst sich dartber hinaus
ableiten, dass die Glucosyltransferase EgPaS ieneimvertierenden, nicht-prozessiven
Mechanismus den Transfer der Glucose an die b8t&llcan-Kette katalysiert, d.h. es wird
jeweils nur ein Glucose-Molekul unter Umkehrung daomeren Konformation am C1-Atom
mit dem Glucan verknupft.

Da das Substrat der Paramylon-Synthase im Cytoplasymthetisiert wird, muss in der
Granula-Membran ein UDP-Glucose Transporter pastwiverden, der das C-terminale aktive
Zentrum mit UDP-Glucose versorgt, aber bisher niéhEuglena gracilis beschrieben ist. Aus

diesem Grund wird hier ein UDP-Glucose/UMP-Antigortlargestellt, wie er in den Golgi-
Membranen Hoherer Pflanzen zu finden iSie{&.ING et al. 2001).

Paramylon-Synthase- ~ UDP-Glucose-Transporter
Komplex

?

cyon

o« UDP

UMP
<

Cytoplasma

P UDP  UMP
o\ 4 /1
UDPase

Abb. 4.3 Funktioneller Zusammenhang der in dieser Arbedntiizierten substratbindenden Untereinheit
EgPaS aus dem Paramylon-Synthase-Komplexes in der r&hula-Membran von Euglena gracilis.
Das katalytische Zentrum der UDP-Glucose:beta-1Ii&#&h Synthase EgPaS liegt auf der nicht-
cytoplasmatischen Seite der Membran im Lumen deanBdon-Granulums. Aus diesem Grund mussiP-
Glucose/UMP-Antiporter in der Granula-Membran zur Versorgung der Gludoagtferase mit UDP-Glucose
postuliert werden, wie er auch fiir Golgi-Kompartittebeschrieben wurde (Wloz et al. 1996, SRLING et al.
2001). Das Protein EgPas ist in dieser Abbildungnédiert dargestellt.
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4.4 HYPOTHESE UBER DIE HERKUNFT DER FAHIGKEIT ZUR PARAMYLON -SYNTHESE
INNERHALB DER EUGLENIDA

Uber die Herkunft der Fahigkeit zur Paramylon-Sgsth innerhalb der Euglenida kann trotz
der Ergebnisse dieser Arbeit bisher nur spekulerden.

Zunachst lasst sich der Zeitpunkt der Etablierumy Bahigkeit zur Paramylon-Synthese
innerhalb der Euglenida nach wie vor nicht genastitmenen, obwohl aktuelle phylogenetische
und ultrastrukturelle Untersuchungen neue Erkessénierbracht haben (Bsk et al. 2003,
VOLLMER 2004). Unbestritten ist die Existenz von Paramytoden phototrophen, primar und
sekundar osmotrophen Spezies der Euglenida. Edemsaten flrPeranema trichophorum,
eine phagotrophe Art innerhalb des MonophylumsRhastotrophen, Osmotrophen und einigen
Phagotrophen, eindeutig Paramylon-Granula mit emeegleichbaren Struktur zu den Granula
aus Euglena gracilis gezeigt werden (ACHIBALD et al. 1963, WLLMER 2004). Fur die
phagotrophen Spezies an der Basis der EuglenidaBntiesiphon sulcatum, Petalomonas
cantuscygni und Ploeotia costata ergeben aktuelle Untersuchungen in unserer Adpeipe
folgendes Bild: FuPetalomonas trichophorum und Ploeotia costata konnten eindeutig keine
Paramylon-Granula nachgewiesen werden. Befosiphon sulcatum wurden dagegen in
immunocytochemischen und ultrastrukturellen Untelnsmmgen membranumschlossene
Strukturen gefunden, die sich mit einem Antikdrgegen beta-1,3-Glucane markieren lassen.
Auch wenn in diesen membranumschlossenen Granidlasich bevorzugt in der Nadhe der
zahlreichen Nahrungsvakuolen befinden, nicht diesehochgeordnete Struktur wie bei
Euglena gracilis sichtbar ist, ist der Nachweis von unverzweigtegtakl,3-Glucan eindeutig
(VOLLMER 2004). Damit kanrEntosiphon sulcatum, der bisher das Merkmal ,besitzt kein
Paramylon® zugeordnet wurde (BER-PESTALOZzzI 1955, LEEDALE 1967, FARMER 1988,
LEANDER et al. 2001), im Hinblick auf eine auf morpholadien Kriterien basierenden
phylogenetischen Hypothese neu eingeordnet werden.

Zudem ist die etwas fragwirdige Hypothese v@aNDER et al. (2001) nicht mehr aufrecht zu
erhalten, dass erst mit der von ihnen so bezeiehnEukaryotrophie, d. h. der Fahigkeit,
Nahrung in Form von eukaryotischen Zellen aufzuremndie Paramylon-Synthese innerhalb
der Euglenida etabliert wurde. Eine Beschrankung Meahrung in Abh&ngigkeit von der
Komplexitat des Ingestionsapparates auf Eukarymeniemals gezeigt worden und auch im
Hinblick auf das Vorkommen von eukaryotischem Namad Picoplankton stark anzuzweifeln.

Auch Uber die bisher ungeklarte Herkunft der Membuan das Paramylon-Granulums, in
welche die schon von IBS et al. (1988a) als transmembrane Partikel gefuse3ynthase-
Komplexe inseriert sind, kénnen nur Hypothesen estiglt werden.

Eine mdogliche Beteiligung der Mitochondrien an @&mthese von Paramylon wurde von
BRIAN & CALVAYRAC (1980) aufgrund elektronenmikroskopischer Untensngen vermutet.
Sie beobachteten die Ausbildung vesikularer Komplextochondrialen Ursprunges, in dessen
Innerem sich Paramylon-Granula fanden. Dieses kafgrund der bekannten physiologischen
Eigenschaften eines Mitochondriums nicht fir wahesalich gehalten werden, auch wenn sich
wiederholt gezeigt hat, dass sich leeiglena gracilis ungewdhnliche Mechanismen etabliert
haben. Im Gegensatz dazu spricht einiges fir digoHiyese von MLKOFF & BUETOW (1964),
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die ebenfalls auf ultrastrukturellen Untersuchundpasieren. Diese haben beobachtet, dass
Paramylon-Granula direkt von den Membranen des pladmatischen Retikulums gebildet
wurden. Da die Membranen des EndoplasmatischekuRatis mit der Plasmamembran tber
Vesikeltransport in beide Richtungen in Verbindwtehen, scheint die Herkunft der Granula-
Membran aus dem ER/Endomembransystem der Zelle inbliek auf ein eventuelles
Endocytobiose-Ereignis plausibel. Fur die Chlorareaphyta werden als Ursprung der
Vakuolen-Membran um die I0slichen Reservekohlendtgdr die ebenfalls zum
Endomembransystem gehodrenden Golgi-Vesikel angemom{cFADDEN et al. 1997,
HIBBERD & NORRIS1984).

Abschlie3end stellt sich nun noch die Frage nachedelutionaren Herkunft des Gens fur die
Paramylon-Synthase.

Postuliert man eine vortubergehend etablierte Erndbayse mit einem eukaryotischen oder
prokaryotischen Beuteorganismus, der durch die &ygse von der Cytoplasmamembran der
eugleniden Zelle umschlossen wurde, besteht dielithigit eines horizontalen Gentransfers
vom aufgenommenen Organismus in das Genom der pbpben eugleniden Zelle. Diese
Hypothese wird unterstitzt durch das in unsereesgruppe entdeckte Gruppe I-Intron in der
SSU rDNA vonPloeotia costata, eines basalen phagotrophen Vertreters der Eulglelas
gefundene Intron besitzt eine hohe Homologie zuyp@eul-Introns aus Rhodophyceae und aus
Aureoumbra langunensis (Stramenopila). Ein vertikaler Transport, also ribe evolutionare
Linie kann aufgrund der sehr entfernten Verwandiichusgeschlossen werdenu@3E &
PREISFELD 2003c). Einen &hnlichen Mechanismus kann manfgicdas Paramylon-Synthase-
Gen vorstellen.

Obwohl die lokalen Alignments zur Sequenz von EgReiSfig Ubereinstimmungen mit
bakteriellen Sequenzen zeigten, kann es aufgrundhaleen Sequenzvariabilitat vdiuglena
gracilis und von den Glycosyltransferasen nicht als eingeutinweis gewertet werden, dass
das Gen prokaryotischen Ursprungs ist. Daflr wiaiterdings sprechen, dass die Cellulose-
Synthase-Gene der Hoheren Pflanzen vermutlich dakierieller Herkunft sind (BBLES et

al. 2001). Aber auch ein Gentransfer aus einer -b@&aslucan-synthetisierenden
eukaryotischen Alge wie beispielsweise aus den rdktetophyta oder den Chlorarachnio-
phyta als potentiellen Beuteorganismen ware denkbar
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der einzellige begeil3elte ProtiBuglena gracilis synthetisiert das lineare, wasserunlésliche,
kristalline beta-1,3-Glucan Paramylon. Das Resafahydrat wird in Form von
membranumschlossenen, hochgeordneten Granula iopl@gima der Zellen gespeichert und
sowohl von den phototrophen als auch von den nmeis&terotrophen Spezies des Taxons
Euglenida gebildet. Aul3erhalb der Euglenida ist dakommen von reinem beta-1,3-Glucan
in granularer Form mit der Funktion einer Energiexd Kohlenstoff-Reserve nicht weit
verbreitet: Sowohl die Callose, eine Zellwandkongrde der Hoheren Pflanzen, das ,Yeast-
Glucan® aus Hefe-Zellwanden, das bakterielle Exggadcharid Curdlan als auch die in
flussiger Form in Vakuolen gespeicherten Reserviektiydrate der Heterokontophyta
(Chrysolaminarin und Laminarin) bestehen aus bgaglycosidisch verzweigten beta-1,3-
Glucanen. Wahrend es fur die Callose- und die @ur@lynthase bereits Sequenzinformationen
gibt, liegen fir die beta-1,3-Glucan-Synthasen/A&lgen und auch flr das Enzym atigglena
gracilis bisher keine molekularen und nur wenige biochen@ddntersuchungen vor.

Die Paramylon-Synthase (UDP-Glucose:1,3-beta-D-&luc3-beta-D-Glucosyltransferase,
EC 2.4.1.34) ist Bestandteil eines in der Granukl¥ran lokalisierten Multienzym-
Komplexes mit einem nativen Molekulargewicht von96&8Da. Die solubilisierten und
isolierten Komplexe synthetisiereim vitro aus UDP-Glucose ein unverzweigtes beta-1,3-
Glucan.

In dieser Arbeit konnte die substratbindende Uinbiet des Paramylon-Synthase-Komplexes
mit einer molekularen Masse von 54 kDa durch PHbigts-Markierung mit [alph&?P]-
UDP-Glucose identifiziert werden. Das isolierte 8o wurde massenspektrometrisch
analysiert und sequenziert. Uber das Screening a@NA-Phagen-Banken vorEuglena
gracilis sowie RT-PCR und PCR-Analysen konnte die fir dieaRylon-Synthase kodierende
cDNA-Sequenz und anschlieBend die vollstandige D3¢fuenz fliEuglena gracilis, sowie
DNA-Teilsequenzen zweier weiterer Spezies der @gtiuglena erhalten werden.

Das Paramylon-Synthase-Gesgpas kodiert mit seinen 1464 Nukleotiden fir ein 487
Aminosauren grol3es Protein (EgPaS) mit einer médedn Masse von 54 kDa, besitzt eine 26
Nukleotide umfassende ,spliced leader‘-RNA sowieneeimindestens 89 Nukleotide
umfassende 3’-UTR (untranslated region). Auf DNAe&é konnten vier Introns mit 43, 47, 48
und 153 Nukleotiden identifiziert werden. Die alggidte Proteinsequenz wurde als Typ II-
Membranprotein klassifiziert und weist einen cyagphatischen N-Terminus, eine
Transmembran-Helix und eine grofRe, nicht-cytopldscia lokalisierte C-terminalen Doméane
inklusive eines fur Glycosyltransferasen der Sugraifie GT-A typischen DXD-Motives auf.

Damit ist die substratbindende Untereinheit desamglon-Synthase-Komplexes ablsglena
gracilis eindeutig als zur GT-A-Superfamilie gehérende Gayttransferase identifiziert und
weist interessanterweise eine grundsatzlich and@wendnenstruktur auf, als die bisher
bekannten beta-Glucan-Synthasen aus Hoheren RflaRdezen und Bakterien. Die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse zur Paramylon-Synthvaselen in einem Modell veranschaulicht,
in dem EgPaS als integrales Membranprotein Bestdradbes Multi-Protein-Komplexes in der
Paramylon-Granula-Membran ist. Als Hypothese fun ddrsprung von EgPaS wird ein
horizontaler Gentransfer aus einem beta-1,3-Glsgathetisierenden vortbergehenden
Endocytobionten postuliert.
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7 ABKURZUNGEN

AMV

APS
AS
BAPS
bar

bp

Bq
BSA
cDNA
CHAPS
CHCA
Ci
ddH,O
dNTP
DNA
DTT
EC
EDTA
emend.
ESI-QTOF-
MS/MS
EST
EtOH

h
Hzonano
HCA
HCI
HEPES
HMW
Kb

kDa

Ku

KOH
LSC
Lux
MALDI-
TOF-MS
MeOH
MeV
mg

Hg

min

ml

pl

mM
mmol
MS
Mox

Na
NaOAc
NaOH

engl. Avian Myeloblastosis Virus, Retrovirus, aus dem
gewonnen wird

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure

Bielefelder Algen- & Protozoen-Sammlung

SI-Einheit des Druckes

engl.base pairs, Basenpaare

Bequerel = SI-Einheit, Zerfélle pro Sekunde
engl.bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
engl.complementary DNA; komplementéare DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)-di-methylammonio]-1-propaseHonat
engl.alpha-Cyanohydroxycinnamic acid; alpha-Cyano-4-hydroxy Zimtsaure
Curie

Bidestilliertes Wasser

desoxy-Nukleosid-Triphosphat

engl.desoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

engl.enzyme commission

Ethylendiamintetraessigsaure

engl.emended; berichtigt, verbessert

engl. Electro-spray-ionisation-quadr upol -time of flight-tandem-mass spectrometry;
Elektrospray-lonisations-Quadrupol-Flugzeit-Masgehksroskopie
engl.expressed sequence tag

Ethanol

Stunde

Nanopore Wasser

engl.hydrophobic cluster analysis, Hydrophobie Clusteranalyse

Salzsaure

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonséaure

engl. high molecular weight; hochmolekular

Kilobasen

Kilo Dalton

Reverse Transkriptase

Substratkonzentration, bei der ein Enzym die hakimale Reaktionsgeschwindigkeit

erreicht

Kaliumhydroxid

engl.liquid scintillation counting; Flussigszintillationsmessung
Sl-Einheit fir Beleuchtungsstarke E

engl.matrix-assi sted |aserdesor ptions/ionisations-time of flight-mass spectrometry;
Matrix-unterstiutzte-Laserdesorptions/lonisationsgzkit-Massenspektroskopie

Methanol
Mega-Elektronenvolt = Energie des radioaktiven Zlkgf
Milligramm

Mikrogramm

Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Millimol

Massenspektomertrie
oxidiertes Methionin

Natrium

Natriumacetat
Natriumhydroxid, Natronlauge
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PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PFU engl. plaques forming units, Plaque bildende Einheiten

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wassersboéikonzentration

pmol Picomol

ppm engl.parts per million; Teile pro Million

psi engl.pounds per square inch; Druck pro Flache

RNA engl.ribonucleic acid; Ribonukleinsaure

rpm engl.rounds per minute; Umdrehungen pro Minute

SAG Sammlung fur Algenkulturen Goéttingen

SDS engl.sodium dodecylsulfate; Natriumdodecylsulfat

S Sekunde

SSPE engl.saline sodium phosphate EDTA,;

TA TRIS/Acetat-Puffer

Taqg Thermus aquaticus, thermophiles Bakterium, aus dem DNA-Polymerase gewn
wird

TCA engl.trichloracetic acid; Trichloressigsaure

TEMED N, N, N’, N'’-Tetramethyl-ethylendiamin

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Unit, internationale Enzymeinheit

UDP Uridin diphosphat

uv Ultraviolett

Vh Voltstunden (Zeit, die eine bestimmte Spannungeatjli

VoL Volumeneinheit

10X 10fach konzentriert

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung g = 9.81 ni/sec

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl beta-D-Galactopyranosid
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LOKALE ALIGNMENTS (MIT DEM NCBI-PROGRAMM BLAST) UND MASSEN-SPEKTREN DER
MITTELS ESI-QTOF-M ASSENSPEKTROSKOPIE SEQUENZIERTEN PEPTIDE DER 54 KDA
PARAMYLON -SYNTHASE EGPAS AUS DEM SYNTHASE-K OMPLEX VON EUGLENA GRACILIS

Im Folgenden werden die Spektren einiger mittels |-@BOF-Massenspektroskopie
sequenzierten Peptide der 54 kDaramylon-Synthase EgPaS aus Euglena gracilis
dargestellt. Die Nummerierung der Peptide rbiA bis 13M sowie die Angaben der
Aminosaurepositionen (AS) in der Paramylon-Synthadelgte im Nachhinein in einer der
Lage im abgeleiteten Protein entsprechenden RalgmfFir die massenspektrometrischen
Aminosaure-Sequenzen gilt folgende Nomenklatur:

X: sehr sichere Aminosaure X: eventuelle Aminosaure
(X/Y): X oder Y (XY): XY oder YX

n-: N-Terminus -c: C-Terminus

X*: Aminosaure ist modifiziert (z.B. oxidiertes M@bnin)

Die Alignments stammen aus denLBsT-Analysen der Peptide und wurden unter dem Modus
fur Proteine ,Suche nach kurzen, annahernd exakteffern* mit einem KPECTvalue von

20 000 und der PAM30-Matrix fur Sequenzlangen urér Aminosauren durchgefuhrt
(http://www4.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), da nur eirgeringe Sequenz-Ubereinstimmung des
bisher unbekannten Proteins dtglena gracilis zu den Sequenzen der Datenbanken erwartet
wurde. Wahrend die N-terminal gelegenen Peptide a#d 2B nur mit wenigen
Glycosyltransferasen Sequenz-Ubereinstimmungen eisén, finden sich bei den weiter
C-terminal lokalisierten Proteinen signifikante Aibhkeiten zu Glycosyltransferasen und beta-
Glucan-Synthasen.

Peptid_1A 721.97 (2+) n-(I/L)PAATSQ(I/L)(I/L)TNVSK-c
Paramylon-Synthase Protein  AS 11 - 24 L PAATSQI L TNVSK
>(i|9858846|gb|AAG01165.1| bet a- gl ucanase [ Aspergillus ni ger]Length =92
Score = 21.4 bits (43), Expect = 1505, Identities = 718 (87%), Positives = 7/8 (87%)
Query: 4 ATSQILTN 11
ATSQI TN

Shjct: 79 ATSQIPTN 86

>(i|19352194|dbj|BAB85988.1| bet a- gl ucosi dase [ Phanerochaete chrysosporium
Fungi] Length = 802
Score= 21.0 bits (42), Expect= 2187, Identities= 7/ 12 (58%), Positives= 8/12 (66%)
Query: 2 PAATSQIITNVS 13
P ASQ +NVS

Sbjct: 73 PPAPSQTVANVS 84

>(i|29338659|gb|AAO76459.1| putative G ycosyl transferase HI1698 [ Bact eroi des
t het ai ot aomi cr on VPI-5482] Length = 389
Score= 19.7 bits (39), Expect= 5284, Identities= 5/ 5 (100%), Positives= 5/5 (100%)
Query: 7 QIITN 11
QITN

Shjct: 322 QIITN 326
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Peptid 2B 448.14 (3+) n-(q(@iM)TFHG(I/L)(I/L)EER-c
Paramylon-Synthase Protein  AS 25 - 35 L Q TFHG L L EER-c
ub020803_448 MaxEnt 3 12 [Ev-81996,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,3,Cmp) 1: TOF MSMS 448.14ES+
—Q—+t—L——T1 FH Le4—L——1L E—}—E R—| bMax
—R{—+ E—] E—}—L L G H— F —7— | yMax
716.33
100 vol ]
853.37
y7
86.14
%L 304.13
175 10 y2 54625 oo gy 1101.46 [1212.47
194. 10J.322 15 4827 Y | y5J 495,43 10?,%4‘ y91211.51{ 1342.56(M#H) +
OAMZQ l 7Tl‘7A3? T JT! T l l T “\ 5 T | 'Tlezzg SZJX/L?AS 18{ 1 Mz
100 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
>Qi[29344153|gb|AAO81913.1| d ycosyltransferase, group 2 family protein
[ Ent erococcus faecal i s V583] Length = 1047
Score= 22.3 hits (45), Expect= 853, Identities= 7/1 0 (70%), Positives= 8/10 (80%),

Gaps= 1/10(10%)

Query: 3 TF-HGLLEER 11
TF H LL+ER

Sbjct: 357 TFIHALLDER 366

Peptid_3C 672.4 (2+) n-(I/L)M(l//L)DEVTESyK-c
Paramylon-Synthase Protein  AS 166 - 176 LM L DEVTESYK-c
>gi|8778721|gb|AAF79729.1|AC005106_10 similar to beta-1, 3-G ucan synthase
cat al yti c subunit 1| Ar abi dopsi s t hal i ana] Length = 901
Score= 23.1 hits(47), Expect = 149, Identities= 9/1 3 (69%) Positives= 9/13 (69%),

Gaps=4/13 (30%)

Query: 3 IDEV--T--ESYK 11
IDEV T ESYK

Shjct: 224 IDEVEQTHKESYK 236

>(i[4836907|gb|AAD30609.1|AC007153_1 Highly similar to putative Cal | ose
synt hase catal ytic subunit [ Arabi dopsi s thaliana]lLength=1878
Score= 23.1 bits (47), Expect = 149, Identities= 9/ 13 (69%), Positives= 9/13 (69%),

Gaps=4/13(30%)
Query: 3 IDEV--T--ESYK 11
IDEV T ESYK
Shjct: 1202 IDEVEQTHKESYK 1214

Peptid_4D 505.14 (3+) n-((qn)/(e(l/L))FYSHYTgq(i/lr-c
Paramylon-Synthase Protein AS 177 - 188 E I FYSHYTGQ LR
ub020803_505 MaxEnt3 92 [Ev-97353,t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,3,Cmp) 1: TOF MSMS 505.14ES+
—Q——nN— FY s H YT - GQL - R—  bMax
—R L——0 G T Y H s Y F N Q—] yMax
1004 73732
] ve 961.40

112443 157147

1009.4|2

101146 125346 1272-?5 1366.50 1514.00

Lol |, 0| (o L

N La s L s sy s e e s a4
1000 1100 1200 1300 1400 1500

0

100 200 300 400 500 600 700 800 90
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>(i|15898440|ref[NP_343045.1|
Length = 405
Score= 22.3 hits (45), Expect= 851, Identities= 7/1
Gaps= 2/11 (18%)
Query: 2 IFYSHYTGQLR 12

IFY++YT LR
Sbjct: 139 IFYTYYT--LR 147

>gi|5545326|dbj|BAA82541.1| putative
act i nomycet entoni t ans] Length = 452
Score= 21.8 bits (44), Expect = 1142, Identities=5
Query: 2 IFYSHYT 8

+FY HYT
Shjct: 50 VFYRHYT 56

d ycosyl transferase [ Sul fol obus sol fataricus]

1 (63%), Positives= 9/11 (81%),

d ycosyl transferase

[ Actinobacillus

17 (71%), Positives= 6/7 (85%)

Peptid 5E
Paramylon-Synthase

Protein AS 198 - 211

769.46 (2+) n-((/)y/eNDGTSTV(/L)(I/L)(IIL)TNK-c
LY DGTSTV L L LTNK

>Qi|4455123|gb|AAD21086.1] (AF127218)
[ Forsythiax internedia]lLength =454
Score = 21.4 bits (43), Expect = 114, Identities =
Query: 2 FDGTST 7

FDGTST
Sbjct: 433 FDGTST 438

>gi|3130103|dbj|BAA26119.1|
Length = 1476
Score= 21.4 bits (43), Expect= 1522, Identities= 6/
Query: 9 LLLTNK 14

LLLTNK
Sbjct: 620 LLLTNK 625

>gi[15225711|ref[NP_180820.1] (NM_128820) putative

[ Arabi dopsi s t hal i ana] Length=748
Score= 21.4 bits (43), Expect = 114, Identities= 10
Gaps= 7/20 (35%)
Query: 2 FD------ GTS-TVIITNK 14

FD GSTVIITK
Sbjct: 610 FDITLKLLGISETVFIITKK 629

fl avonoi d

3- 0O d ucosyl transferase

6/6 (100%), Positives = 6/6 (100%)

A ucosyl transferase-I|

[

Strept ococcus  mut ans]

6 (100%), Positives= 6/6 (100%)

Cel | ul ose

synt hase

/20 (50%), Positives= 10/20 (50%),

Peptid_6F 496.12 (2+) n-TEVEDgwR-c
Paramylon-Synthase Protein  AS 313 - 320 TEVEDWGR
ub020803_496 MaxEnt 3 39 [Ev-56284,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 496.12ES+
—T E v E D GW R | bMax

R | w l—c—} D | E | Y ; | T— yMax
100 761.22
y6
203.07 231.05 418.15 662.18
% a2 b2 v3 ys
49616 217 993.37
33011 0 644.16 0 '
140.06 - .
86-1\‘; 1'% 165.04 23210 b3 34400 | 4952 ‘ | %2 SPLAO) 9%
0 J sdethond bl L alae JE L Ll ikl | Linsh " M
UMM WS LALNLELY WL B LN NLELELEL BLRL RN N LU BLELELEL NLELAL AL BLELLEL NI BB NLLELELE IR B B UIRES
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
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>(i|23492543|dbj|BAC17516.1| putative

ef fici ens YS-314] Length = 555
Score = 27.8 bits (58), Expect = 19, Identities = 7
Query: 2 EVEDWGR 8

EVEDWGR
Shjct: 547 EVEDWGR 553

>Qi|34098539|sp|Q8DPS6|GLGB_STRR6
(Glycogen branching enzyme) (BE) (1,4-alpha-D-gluca
d ucosyl transferase)[ Streptococcus pneunpni ae R6]
Score = 21.0 bits (42), Expect = 2221, |dentities =
Query: 1 TEVEDWG 7

TE+E+WG

Shjct: 576 TELEEWG 582

phosphosugar

nut ase [ Corynebacterium

/7 (100%), Positives = 7/7 (100%)

1, 4- al pha-d ucan

branchi ng
n:1,4-alpha-D-glucan 6-

5/7 (71%), Positives = 7/7 (100%)

enzyne

>(i|11034535|dbj|BAB17059.1| putative A ucosyltransferase [ Oryza sativa
(japonica cultivar-group)] Length = 498
Score = 19.3 bits (38), Expect = 7200, Identities = 4/5 (80%), Positives = 5/5 (100%)
Query: 2 EVEDW 6
EVE+W
Shjct: 336 EVEEW 340
Peptid_7G 685.76 (2+) n-(I/L)ANQF(I/L)(I/L)(I/L)PWR-c
Paramylon-Synthase Protein AS 325 - 335 LANQF L L LPWR
ub020803_685 MaxEnt 3 137 [Ev-118115,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 685.76ES+
_ |
—IEA NW i P! f FL t IL_ LF Q PW‘ 7A4:LH bh;/?AXax
100+ 45;3522*
573/1_4.‘29 68?_34 79;644 943549
%a
427.20 57425 800.40 ! 1369.59
82'114 1852.1;' 24308 ) o ba_ | 55723 bs 783.37 || b7 10;255 113%59 1372.63
ot Ll J\ML.J TN) S RN X T P P | M s -
‘ 1(30 ‘ 2(30 ‘ 360 ‘ 4(30 ‘ 560 ‘ 6(30 ‘ 7(30 ‘ 800 ‘ 9(30 ‘ 1050 ‘ 12{00 ‘ 12})0 ‘ lZ;OO ‘
>(i|30138611|emb|CAD84902.1] G ycosyltransferase family 28 [ Nitrosonpnas

eur opaea ATCC 19718] Length = 357
Score = 25.2 bits (52), Expect = 107, Identities =
Query: 5 FLLLPWR 11

+LLLPWR
Sbjct: 65 YLLLPWR 71
>gi[28201769|sp|P59270|B3G2_MOUSE

(UDP-glucuronosyltransferase-S) [
Score = 21.4 bits (43), Expect = 1510, Identities =
Query: 5 FLLLPW 10

F+LLPW

Sbjct: 10 FILLPW 15

6/7 (85%), Positives = 7/7 (100%)

Bet a- 1, 3-d ucuronyl transferase 2 (GICAT-S)
Mus muscul us] Length = 324
5/6 (83%), Positives = 6/6 (100%)

Peptid_8H

561.32 (2+)
Paramylon-Synthase Protein AS 336 - 334

n-FVSNAWNQR-c

FVSNAWNQR

>0i|1352399|sp|P49426|[EXG1_COCCA
beta 1,3 glucanase) (1,3-beta-D-glucanohydrolase) |

Length = 788

d ucan 1, 3-bet a-d ucosi dase precursor (exo-
Cochl i obol us

Score = 19.7 bits (39), Expect = 4926, |dentities =
Query: 1 FVSNAWNQ 8

FV +tAW+Q
Sbjct: 323 FVDSAWSQ 330

5/8 (62%), Positives = 7/8 (87%)

car bonuni

145



ANHANG A

>Qi|11281436|pir||T43403 1, 3-beta-d ucan synthase (EC 2.4.1.34) similarity
[ Schi zosacchar onyces ponbe] Length =1729
Score =18.0 bits (35), Expect = 415, Identities = 4/4 (100%), Positives = 4/4 (100%)
Query: 5 AWNQ 8

AWNQ

Shjct: 65 AWNQ 68

Peptid_9lI 680.88 (2+) (/L)QALSDDE(I/L)K-c
Paramylon-Synthase Protein AS 363 - 375 EGGV QALSDDE LK
>(i|15558866|emb|CAC69670.1| (AJ249371) bet a 1,3 d ucan synt hase
[ Schi zosacchar onyces ponbe] Length = 1826
Score = 20.2 bits (40), Expect = 95, Identities = 6 /7 (85%), Positives = 6/7 (85%)
Query: 1 IQALSDD 7
IQ LSDD

Shjct: 14 IQILSDD 20

>(i|14349253|dbj|BAB60721.1|(AB052558) A ucosyl transferase [Ni cotiana
t abacuni Length = 479
Score = 21.4 bits (43), Expect = 116, Identities = 6/6 (100%), Positives = 6/6 (100%)
Query: 3 ALSDDE 8
ALSDDE

Sbjct: 231 ALSDDE 236

Peptid_10J 575.68 (2+) n-((QN)/E(I/L))SW(I/L)M*tvr-c
Paramylon-Synthase Protein AS 401 - 409 ElI SW LMSLR
ub020803_575 MaxEnt 3 35 [Ev-98501,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 575.68ES+
—E L s—i w L M s— LR | bvax
—R ‘ L —s M L ; w f—s— L E—] yMax
100+ 6355'30- 908.37 |
Y Y| o520
575.25
215.11 522.22
a2 VA 765.38  844.39
% 200'171 ‘
197.1 375.20
159.08 ] 274.(‘)9 y3 458.23 576.17 002 730.36 1151.44
W - 02637  1048.34
451.1 X
0 ._LL.MJLJJ.M/ N UXJML“IILMMJ&M;M“ LUHIJLIMMJ hnlMLmLMl J‘NJ ‘lmlﬂl atauiiadl L Ammhumnlmhtu..uﬂuh L/l,jvszz *
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
>(i|4883602|gb|AAD31571.1| putative G l ucan synthase [ Arabidopsis thaliana]
Length =784
Score = 19.7 bits (39), Expect = 5366, Identities = 4/5 (80%), Positives = 5/5 (100%)
Query: 2 ISWLM 6
+SWLM

Sbjct: 583 VSWLM 587

>(i|28809771|dbj|BAC62746.1| putative capsular pol ysacchari de biosynthesis
A ycosyltransferase[ Vi brio parahaenol yti cus] Length =466
Score= 21.8 bits (44), Expect= 1234, Identities= 5/ 5 (100%), Positives= 5/5 (100%)
Query: 3 SWLMT 7
SWLMT

Shbjct: 85 SWLMT 89

>(i[22966893|ref|ZP_00014488.1] COG0438 A ycosyl transferase [ Rhodospirillum
rubr uni Length = 761
Score = 20.2 bits (40), Expect = 3999, Identities = 4/5 (80%), Positives = 5/5 (100%)
Query: 4 WLMTV 8
WLMT+

Sbjct: 627 WLMTI 631
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>Qi|22294035|dbj|BAC07866.1| ORF_ID:tll0314~probabl e d ycosyl transferase
[ Ther nbsynechococcus el ongat us BP-1] Length = 365
Score= 19.3 bits (38), Expect= 7200, Identities= 4/ 4 (100%), Positives= 4/4 (100%)
Query: 4 WLMT 7
WLMT

Shjct: 289 WLMT 292

>gi|38081650|ref|[XP_355669.1| similar to beta 3-d ycosyltransferase-like
[ Mus nuscul us] Length =554
Score = 19.3 bits (38), Expect = 7200, Identities = 5/7 (71%), Positives = 6/7 (85%)
Query: 2 ISWLMTV 8
ISWL+ V

Shjct: 360 ISWLVIV 366

Peptid_11K 864.27 (2+) n-NP(M*/F)(I/L)V(I/L)AWQTgg
Paramylon-Synthase Protein AS 410 - 423 NP FI1 V LAWQTGYYR
ub0611_864 MaxEnt3 25 [Ev-65105,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 864.49ES+
—NP F L——v L—A w i Q——T1 GY Y —F—R— bMax
—R Y Y—+GH-T -Q W——+A-44L -V L— F P——N—] yMax
100- 1044.54
| v8 1256.71
973.48_| 15;'63 y10
y7 Y ‘ 1727.85(M+H) +
350.19 475427 571.34 787.41 1729.80
9% b3 ‘ b5 y6 | 86450
558.29 | 1369.79
ya yil 1730.92
8610 2121134118 | 455.25 1370.71 1726.9
b2 ;
Og_ju.un.ulmL.aWﬂummaumdmlm IMINIIJAMI‘M i e i |hmjf:fil}/13 ! ,];/T/il-Sl
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
>Qi|18461174|dbj|BAB84371.1] (AP003223) putative 1, 3-beta-d ucan synthase
[Oryza sativa]Length =1769
Score = 21.4 bits (43), Expect = 115, Identities = 5/6 (83%), Positives = 6/6 (99%)
Query: 3 FLVLAW 8
FLVL+W
Sbjct: 1515 FLVLSW 1520
>(i|13872534|emb|CAC37505.1] (AL590972) G ycosyl transferase
[ Schi zosacchar onyces ponbe] Length =511
Score = 19.3 bits (38), Expect = 171, Identities = 6/8 (75%), Positives = 7/8 (87%)
Query: 2 PFLVLAWQ 9
PFL+LA Q
Shjct: 123 PFLLLASQ 130
>gi|17506631|ref[NP_493088.1| d ycosyl transferase, family 31 precursor
(AM827) [ Caenorhabditis el egans]Length =376
Score= 24.0 bits (49), Expect= 261, Identities= 8/1 9 (42%), Positives= 9/19 (47%),
Gaps= 9/19 (47%)
Query: 5 VLAWQTG--------- YYR 14
VLAW TG +YR
Shjct: 337 VLAWHTGKNDQQFLDYFYR 355
>gi|1076977|pir||S50235 1, 3-bet a- d ucan synt hase (EC 2.4.1.34) chain FKS1 —
yeast[ Saccharomyces cerevi si ae] Length=1876
Score = 18.5 bits (36), Expect = 307, Identities = 5/5 (100%), Positives = 5/5 (100%)
Query: 3 FLVLA7
FLVLA

Shjct: 1805 FLVLA 1809
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>@i[15221507|refINP_172136.1| (NM_100528) d ucan synt hase, putative
[ Ar abi dopsi s thal i ana] Length=1933
Score = 19.7 bits (39), Expect = 372, Identities = 6/8 (75%), Positives = 7/8 (87%)
Query: 3 FLVLAWQT 10
FLVL+ QT

Sbjct: 505 FLVLSLQT 512

Peptid_12L 931.38 (2+) SPEDD(I/L)Peas
Paramylon-Synthase Protein AS 424 - 440 STYSPEDD L PEASILPK
ub0611_931 MaxEnt 3 55 [Ev-64879,150,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 931.53ES+
—sr—~++—v—+}s+p—~}+—e—~4+—pD—~4+—D—FL—FP+—E—}—AS L——L—P—4—Kk—]| bMax
—K P L—f— L sHH+A4+—+e—4+4P—4—L——D—D LE—P sS4—v T——s— yMax

1423.77

100+ /13

%]

244.18

439.20
136,08 y2 ' 1197.68
‘ b4 93246 | 108266 1, | 132674 167387 | 1860.97

| v :
| | 570.26 755.90 | y10 yiz yis 1707.s7| 1864.71
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>gi[16764507|ref[NP_460122.1] (NC_003197) membrane G ycosyl transferase;
synthesis of membrane-derived oligosaccharide (MDO) /synthesis of OPGs
(osmoregulated periplasmic glucans) [ Sal nonel | a typhi muri umLT2] Length= 847
Score= 24.4 bits (50), Expect= 177, Identities= 8/1 3 (61%), Positives= 10/13 (76%)
Query: 25 TYSPEDDLPEASI 37

TYS EDD P+ S+
Sbjct: 39 TYSREDDSPQGSV 51

>Qi[29137831|gb|AAO69392.1| periplasm c glucans biosynthesis protein MdoH
[ Sal monel | a entericasubsp. enterica serovar Typhi Ty2] Length = 847
Score= 24.4 bits (50), Expect= 189, Identities= 8/1 3 (61%), Positives= 10/13 (76%)

Query: 2 TYSPEDDLPEASI 14
TYS EDD P+ S+
Shjct: 39 TYSREDDSPQGSV 51
>(i|6226510|sp|Q9ZSK5|Z0G_PHALU Zeatin O d ucosyl transferase (Zeatin O-beta-
D-glucosyltransferase) [ Phaseol us | unat us] Length = 459
Score= 21.4bits (43), Expect= 116, ldentities= 9/16 (56%), Positives= 9/16 (56%),
Gaps= 7/16 (43%)
Query: 2 PEDD-----IP--EAS 10
PEDD IP EAS
Shjct: 84 PEDDFPSHLIPSFEAS 99

>(i[15233091|ref[NP_188793.1] (NM_113051) UDP- gl ucose: i ndol e- 3-acetate beta-
D d ucosyl t ransf er ase, putative [ Ar abi dopsi s t hal i ana] Length = 496
Score= 20.6b its (41), Expect = 208, Identities= 7/ 9 (77%), Positives= 7/9 (77%),

Gaps= 2/9(22%)

Query: 2 PEDDIPEAS 10
PEDD EAS

Shjct: 82 PEDD--EAS 88
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Peptid_13M 815.87 (2+) n-(VH)P(A(I/L))YPNSH(/DA((IIL)A)K-c
Paramylon-Synthase Protein AS 466 - 480 VHPA L YPNSH LA LAK
ub1707_815 MaxEnt3 17 [Ev36287,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 815.87ES+
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>(i|14916968|sp|P78611|CHSD_EMENI Chitin synthase D ( Chitin-UDP acetyl -
gl ucosani nyltransferase D) (Class-V chitin synthase D) | Aspergill us
ni dul ans] Length =1184

Score= 21.4 hits (43), Expect = 1517, Identities = 719 (77%), Positives = 7/9 (77%),

Gaps = 2/9 (22%)

Query: 4 AL--YPNSH 10
AL YPNSH

Sbjct: 691 ALTDYPNSH 699

>(i|23617140|dbj|BAC20820.1| putative G ucosyltransferase-2 [ Oyza sativa
(japonica cultivar-group)] Length = 571
Score= 20.2 bits (40), Expect= 395, Identities= 7/1 1 (63%), Positives= 8/11 (72%),

Gaps = 3/11 (27%)

Query: 2 HPALYPNSHLA 12
HPAL +HLA

Shjct: 305 HPAL---THLA 312

>(i[15219457|refINP_177480.1| sucrose synthase (UDP -glucose-fructose
Glucosyltransferase/ Sucrose- UDP d ucosyl transf erase), putative | Ar abi dopsi s
t hal i ana] Length= 942
Score = 19.7 bits (39), Expect = 530, Identities = 5/6 (83%), Positives = 5/6 (83%)
Query: 1 VHPALY 6

V PALY

Sbjct: 674 VQPALY 679
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ANHANG B

LOKALE ALIGNMENTS (MIT DEM NCBI-PROGRAMM BLAST) DER MITTELS ESI-QTOF-
M ASSENSPEKTROSKOPIE SEQUENZIERTEN PEPTIDE MIT UBEREINSTIMMUNG ZUR ATPASE
BETA-UNTEREINHEIT AUS DER 54 KDA-PROTEIN -BANDE VON EUGLENA GRACILIS

Im Folgenden werden die LBST-Alignments derjenigen mittels ESI-QTOF-Massen-
spektroskopie sequenzierten Peptide dargestel#, zli der gefundenem\TPase beta
Untereinheit gehorenl@ bis VIlg). Die Suche wurde mit den gleichen Parameternbeielen
Peptiden der Paramylon-Synthase durchgefuhrt (PAM30ix fur Peptide unter 35
Aminosauren, ,Suche nach kurzen, annéhernd exakteifiern mit einem EPECTvalue von

20 000). Die Nummerierung der Peptide erfolgte &dkEnim Nachhinein aufgrund ihrer
Reihenfolge in den bereits bekannten Sequenze\Tease beta-Untereinheiten. Es werden
fur jedes Peptid einige reprasentative Beispietgediihrt.

Die Analysen ergaben Ubereinstimmungen mit betaetéimheiten aus mitochondrialen und
bakteriellen ATPasen, sowie aus plastidaren ATPabmerer Pflanzen und Algen.
Signifikante Ahnlichkeiten zu vakuolaren oder imdBplasmatischen Retikulum lokalisierten
ATPasen wurden nicht gefunden. Die lokalen Alignteemit der ATPase beta-Untereinheit
aus Euglena gracilis zeigen, dass es sich bei der mit der Paramylomh&ga kogereinigten
ATPase beta-Untereinheit nicht um die plastidarenFales Enzyms auEuglena gracilis
handelt, deren Sequenz bereits bekannt isiiidk et al. 1993). Die Sequenzunterschiede
zwischen den gefundenen Peptiden der 54 kDa Pbated® und der abgeleiteten Aminoséaure-
Sequenz der plastidaren ATPase beta-UntereinheitEuglena gracilis betreffen zwar zum
Teil nur wenige Aminosauren, ermoglichen aber dehnaufgrund der Peptidmassen eine
eindeutige Unterscheidung.

Peptid_la 1048.58 (2+) Mr: 2095.16 VWVVNTGSQ(I/L)TVPV(GE/W)AT(I/L)GR-c
>gi|3676296|gb|AAD03392.1| m tochondrial ATPase beta subunit [ Nicotiana
syl vest ri s] Length = 556
Score= 43.5 bits (95), Expect= 3e-04, Identities= 1 5/19 (78%), Positives= 17/19 (89%)

Query: 3 VVNTGSQLTVPVGWATLGR 21
V+NTGS +TVPVG ATLGR
Shjct: 150 VLNTGSPITVPVGRATLGR 168

>(i|114552|sp|P06284|ATPB_MARPO ATP  synt hase bet a chain [ Marchantia
pol ymor pha] chl or opl ast Length =492
Score= 40.9 bits (89), Expect= 7e-04, Identities= 1 3/19 (68%), Positives= 18/19 (94%)

Query: 3 VVNTGSQITVPVGEATIGR 21
V++TG+ +TVPVGEAT+GR
Sbjct: 89 VIDTGAPLTVPVGEATLGR 107

>Qi|418792|pir||S34547 H+-transporting ATP synt hase (EC 3.6.1.34) beta chain
—[ Buglena gracilis] chloroplast Length =480
Score= 29.1 bits (61), Expect= 0.037, Identities= 1 0/19 (52%), Positives= 16/19 (83%)

Query: 3 VVNTGSQITVPVGEATIGR 21
V++TG+ ++VPVG T+GR
Sbjct: 80 VIDTGAPLSVPVGVTTLGR 98
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Peptid_IIb 697.87 (2+) Mr: 1393.74 n-(I/L)(M/F)NVMGDA(I/L)DQR>
>gi[15642757|refINP_232390.1| ATP synthase F1, beta subunit [ Vibrio
chol er ae] Length= 467
Score= 29.9 bits (63), Expect= 4.2, Identities= 8/1 1 (72%), Positives= 11/11 (100%)

Query: 2 MNVMGDALDQR 12
MNV+GDA+D+R
Shjct: 89 MNVLGDAIDER 99
>gi|11908130|gb|AAG23340.1| m tochondrial ATPase beta subunit [ Trypanosona
brucei brucei]LlLength =518
Score= 28.2 bits (59), Expect= 14, Identities= 8/10 (80%), Positives= 10/10 (100%)
Query: 3 NVMGDALDQR 12
NV+GDA+DQR

Shjct: 123 NVLGDAIDQR 132

Peptid_lllc 696.80 (2+) Mr: 1391.60 Nn-GHGGYSVFAGVGER-c

>(i|114564|sp|P05038|ATPB_RHORU ATP synthase beta chain (EC 3.6.3.14) -
[ Rhodospi ril | um rubruniLength = 474
Score= 45.6 bits(100), Expect= 8e-05, Identities= 1 4/14(100%), Positives= 14/14(100%)
Query: 1 GHGGYSVFAGVGER 14

GHGGYSVFAGVGER
Shjct: 172 GHGGYSVFAGVGER 185

>(i[11908130|gh|AAG23340.1|(AY007706) m t ochondri al ATPase beta subunit
[ Trypanosona brucei brucei]Length =518
Score= 42.2 bits (92), Expect= 4e-06, Identities= 1 3/14 (92%), Positives= 14/14 (99%)
Query: 1 GHGGYSVFAGVGER 14

GHGG+SVFAGVGER
Shjct: 203 GHGGFSVFAGVGER 216

>Qi|418792|pir||S34547 H+-transporting ATP synt hase (EC 3.6.1.34) beta chain
-[ Eugl ena gracilis] chloropl ast Length =480
Score= 32.5 bits (69), Expect= 0.004, Identities= 1 1/13 (84%), Positives= 11/13 (84%)
Query: 2 HGGYSVFAGVGER 14

HGG SVF GVGER
Shjct: 182 HGGVSVFGGVGER 194

Peptid_Ivd 758.89 (2+) Mr: 1515.79 n-VAQTA(I/L)TMAEYFR-c
>(i[11908130|gb|AAG23340.1] m tochondrial ATPase beta subunit [ Trypanosoma
brucei brucei]LlLength =518
Score= 42.6 bits(93), Expect= 6e-04, Identities= 12 113(92%), Positives= 13/13(100%)

Query: 1 VAQTALTMAEYFR 13
VAQ+ALTMAEYFR
Sbjct: 258 VAQSALTMAEYFR 270
>(i|4519346|dbj|BAA75588.1| ATP synt hase bet a- subuni t [ Chl amydonopnas
nmoewusi i ] chl oropl ast Length =376
Score= 40.1 bits (87), Expect= 0.004, Identities= 1 2/13 (92%), Positives= 12/13 (92%)
Query: 1 VAQTALTMAEYFR 13
VA TALTMAEYFR
Shjct: 173 VALTALTMAEYFR 185
>(i|418792|pir||S34547 H+-transporting ATP synt hase (EC 3.6.1.34) beta chain
—[ Buglena gracilis] chloroplast Length =480
Score= 36.7 bits(79), Expect= 2e-04, Identities= 10 /10(100%) Positives= 10/10(100%)

Query: 1 VAQTALTMAEYFR 13
V TALTMAEYFR
Sbjct: 241 VGLTALTMAEYFR 250
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Peptid_Ve 919.01 (2+) Mr: 1836.02 DV(I/L)(I/L)FVD
>(i[49227|emb|CAA49882.1| ATP  synthase (beta); H(+)-transporting ATP
synthase [ Synechococcus sp.] Length = 482
Score = 25.7 bits (53), Expect = 88, Identities = 7 /7 (100%), Positives = 7/7 (100%)

Query: 1 DVLLFVD 7

DVLLFVD
Shjct: 257 DVLLFVD 263
>gi|7708335|emb|CAB89909.1| ATP synthase beta subunit [ Humul us | upul us]
chl or opl ast Length=489
Score = 23.5 bits (48), Expect = 381, Identities = 6/7 (85%), Positives = 7/7 (100%)
Query:1 DVLLFVD 7

DVLLF+D
Sbjct: 265 DVLLFID 271
>Qi|418792|pir||S34547 H+-transporting ATP synthase (EC 3.6.1.34) beta chain -
[ Eugl ena gracilis] chloroplast
Score = 23.5 bits (48), Expect = 1.7, Identities = 6/7 (85%), Positives = 7/7 (99%)
Query: 1 DVLLFVD 7

DVLLF+D

Sbjct: 256 DVLLFID 262

Peptid_VIf 746.89 (2+) Mr: 1491.78 n-(FT)QANSEVSA(I/L)(I/L)GR-
>gi|3676296|gb|AAD03392.1| m tochondrial ATPase beta subunit [ Ni coti ana
syl vestri s] Length = 556
Score= 45.2 bits(99), Expect= 1e-04, Identities= 14 /14(100%), Positives= 14/14(100%)

Query: 1 FTQANSEVSALLGR 14
FTQANSEVSALLGR
Shjct: 338 FTQANSEVSALLGR 351
>(i[11908130|gb|AAG23340.1] nm t ochondri al ATPase beta subunit [ Trypanosona
brucei brucei]LlLength =518
Score= 45.2 bits(99), Expect= 1e-04, Identities= 14 /14(100%), Positives= 14/14(100%)
Query: 1 FTQANSEVSALLGR 14
FTQANSEVSALLGR
Shjct: 287 FTQANSEVSALLGR 300
>Qi|418792|pir||S34547 H+-transporting ATP synt hase (EC 3.6.1.34) beta chain
—[ Euglena gracilis] chloroplast Length =480
Score= 29.5 bits (62), Expect= 0.027, Identities= 1 0/14 (71%), Positives= 12/14 (85%)

Query: 1 FTQANSEVSAIIGR 14
F QA SEVSA++GR
Shjct: 267 FVQAGSEVSALLGR 280

Peptid_Vlig 911.48 (2+) Mr: 1820.96 ePfAVaev

>(i|1483632|gb|AAC49475.1| F1- ATPase beta-subunit [ Saccharomyces cerevi si ae]
m t ochondri al Length =511
Score = 25.2 bits (52), Expect = 110, Identities = 718 (87%), Positives = 8/8 (100%)
Query: 1 EPFAVAEV 8
+PFAVAEV
Shjct: 449 QPFAVAEYV 456

>Qi|418792|pir||S34547 H+-transporting ATPase (EC 3.6.1.34) beta chain —
[ Eugl ena gracilis] chloroplast Length =480
Score = 19.3 bits (38), Expect = 32 Identities = 6/ 8 (75%), Positives = 7/8 (87%)
Query: 1 EPFAVAEV 8

+PF VAEV
Shjct: 422 QPFFVAEV 429
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