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  Einleitung 

Einleitung 

 

1. Phaeodactylum tricornutum 

 Die einzellige, eukaryotische, photoautotrophe Diatomee (Kieselalge; 

Abteilung Stramenopiles, Klasse Bacillariophyta) (van den Hoek et al. 1993) 

Phaeodactylum tricornutum ist eine maritim ubiquitär vorkommende Alge. Sie ist ein 

Mikroorganismus mit oxygener Photosynthese; die Photosynthese in den Plastiden 

geht auf die aufgenommenen Cyanobakterien zurück (Sato 2001, Stoebe und Maier 

2002). Diatomeen kommen entweder solitär schwebend in offenen Weltmeeren, in 

den intertidalen Wattsedimenten oder sogar im Süßwasser vor oder aggregieren zu 

Zellketten, Zellhaufen oder Zellverbänden auf Oberflächen zu Biofilmen zusammen 

(Mann 1999). Diatomeen und Cyanobakterien gehören zu den am meisten 

vorkommenden Spezies im Phytoplankton. Sie produzieren jährlich 20% der 

Nettoprimärproduktion weltweit, was in etwa der Masse des Regenwaldes entspricht 

(van den Hoek et al. 1997; Field et al. 1998), bzw. wird bis zu 40% der CO2-Fixierung 

in den Weltmeeren durch Diatomeen durchgeführt (Falkowski et al. 1998) und sind 

dadurch ein wichtiger Faktor in der Speicherung von CO2 (Smetacek 1999). Die 

Diatomee Phaeodactylum tricornutum hat eine ungefähre Größe von nur 20 µm und 

kann eine dreihörnige (tricornutum), eine fusiforme Form (siehe Abbildung 1) oder 

eine ovale Form besitzen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme der pennaten Diatomee Phaeodactylum tricornutum in 
fusiformer Wachstumsform. Der Balken entspricht einer Größe von 10 µm.  
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Diatomeen bilden intrazellulär das Silikat, welches außen zu Silikathüllen 

(Frustules) aus Silikat, Polysacchariden und Proteinen zusammengesetzt wird 

(Vrieling et al. 1999), welche die Zelle anschließend umgibt. Bei Zellteilung werden 

die aus zwei Hälften bestehenden Silikathüllen an die Tochterzellen weitergegeben. 

Die obere, größere Silikathüllenhälfte wird Epitheka, die untere kleinere 

Silikathüllenhälfte wird Hypotheka genannt. Die Zelllinien, welche die Hypotheka 

erhalten, werden immer kleiner. Die Verkleinerung der Tochterzelllinie wird erst durch 

sexuelle Vermehrung unterbrochen. Diese Silikathüllen sind so präzise geformt, daß 

danach diese Algengruppe taxonomisch eingeteilt werden kann (Round et al. 1990). 

Die Diatomeen, darunter P. tricornutum, gehören in die Algengruppe der 

Heterokonten (Stramenopiles). Diatomeen werden in zentrische und pennate 

Gruppen eingeteilt. Zentrische Diatomeen haben eine Radial-Symmetrie ihrer 

Kieselschalen, während die pennaten Diatomeen bilateral symmetrisch sind (Round 

et al. 1990; Kooistra et al. 2003).  

 
2. Endosymbionten Theorie 

Die Algen sind in ihrer molekularen, physiologischen und strukturellen 

Anordnung ein Produkt der Endosymbiose. Die „Endosymbiontentheorie“ besagt, 

daß photoautotrophe, eukaryotische Organismen durch eine Aufnahme eines 

photosynthetisch aktiven Cyanobakteriums durch eine heterotrophe Wirtszelle 

entstanden sind (Delwiche 1999, Keeling et al. 2004, Kroth 2002, Turner et al. 1999) 

(siehe Abbildung 2).  

Dieses Ereignis wird auch „primäre Endosymbiose“ genannt. Das 

aufgenommene Cyanobakterium verlor sein Genom, indem fast alle Gene in das 

Genom der Wirtszelle transferiert wurden (siehe Abbildung 3). Warum dieser 

Gentransfer stattfand, wird noch heftig diskutiert (Keeling 2004). Für das „Wie“ gibt 

es verschiedene Möglichkeiten, unter anderem etwa durch Fragmentierung von DNA 

und anschließende willkürliche Einfügung der cyanobakteriellen genomischen DNA in 

das Genom der neuen Wirtszelle ohne Benötigung von Enzymen, ähnlich wie es mit 

der Transformation von eukaryotischen Zellen im Labor geschieht (Daniell 1997). 

Dass diese neue Gene von dem Genom der Wirtszelle beibehalten und nicht entfernt 

worden sind, kann verschiedene Gründe haben. Die kernkodierten plastidären 

Proteine werden mit einem N-terminalen Transitpeptid in den Chloroplasten über TIC 

und TOC Transporter transportiert (Keeling 2004, Kroth 2002, McFadden 1999). Aus 
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dieser ersten Endosymbiose entstanden die Grün- und Rotalgen, sowie die 

Glaucophyten (siehe Abbildung 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 2: Algenevolution in der „Endosymbiontentheorie“. Oben ist die erste Endosymbiose 
(primary Endosymbiosis) dargestellt, bei der ein Cyanobakterium durch eine eukaryotische Wirtszelle 
aufgenommen wurde. Das Genom des Endosymbiont (Cyanobakterium) wurde reduziert, die Gene in 
das neue Wirtsgenom transferiert (roter Pfeil), bzw. wurde der Endosymbiont zum neuen Organell 
(Plastid) reduziert. Von diesem ersten endosymbiotischen Prozess stammen so die Glaucophyten, 
Rotalgen und Grünlagen und die anderen Algen ab (davon abgeleitet die Landpflanzen, nicht 
eingezeichnet). Diese primären Rot- und Grünalgen wurden bei der zweiten Endsymbiose (in der 
Mitte) wieder durch eine Wirtszelle aufgenommen, die Organellen reduziert und das erste Wirtsgenom 
wieder in das zweite, neue Wirtsgenom transferiert. Die Grünalgen wurden in zwei unabhängigen 
Prozessen aufgenommen, wodurch die Euglenophyta (türkis) und die Chlorarachniophyten (orange) 
entstanden. Eine aufgenommene Rotalge ist Ausgangspunkt für die artenreiche Gruppe der 
Chromalveolaten (gelb). In dieser Gruppe wurden teilweise die Plastiden (Ciliaten, evtl. auch in 
anderen Arten), bzw. die Möglichkeit zur Photosynthese (Apicomplexa) sekundär wieder verloren. Es 
ist möglich, daß die Dinoflagellaten ihre Plastiden mehrmals ausgewechselt haben. Es gibt noch eine 
dritte Endosymbiose (unten), durch die Aufnahme von verschiedenen Chromalveolaten 
(Cryptomonade, Haptophyte und einer Diatomee (Heterokont)) durch eine Dinoflagellate, oder eine 
serielle sekundäre Endosymbiose einer Grünalge durch eine eukaryotische Dinoflagellate (unten). 
Modifiziert nach Keeling et al. (2004). 
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Die Glaucophyten besitzen die ursprünglichsten Plastiden (Keeling 2004). Aus 

den Grünalgen (Chlorophyta) entstanden weiter auch die Landpflanzen (Delwiche 

1999). Die Grünalge wurde bei zwei unabhängigen Endosymbiosen wieder durch 

eine heterotrophe Wirtszelle aufgenommen (sekundäre Endocytobiose) (Keeling et 

al. 2004), wodurch die Euglenophyten und die Chlorarachniophyten entstanden. 

Rotalgen wurden ebenfalls durch eine heterotrophe Wirtszelle aufgenommen und bis 

auf die Plastiden reduziert. Das komplette Rotalgen- und nur teilweise das 

Plastidengenom wurden in das neue Genom transferiert (siehe Abbildung 3). Es 

entwickelten sich so die Cryptomonade, die Haptophyten, die Heterokonten (hierzu 

gehören auch die Diatomeen P. tricornutum und Thalassiosira pseudonana) 

(Andersen 2004), die Ciliaten, die Dinoflagellaten und die Apicomplexa (Cavalier-

Smith 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Mögliche Ereignisse zur Entstehung des Plastiden während der ersten und zweiten 
Endocytobiose. Nach der Aufnahme eines Cyanobakterium in eine heterotrophe Wirtszelle 
(heterotrophic hostcell) fand ein Gentransfer (roter Pfeil) von der aufgenommenen Zelle in den Kern 
(K) der Wirtszelle statt (oberer Kasten). Um benötigte Proteine vom Wirtszellen-Kern im Chloroplasten 
(C) zu bekommen, wurden spezielle Proteintransportmechanismen aus dem Cytosol in den 
Chloroplasten entwickelt (siehe Text). Bei der zweiten Endocytobiose (unterer Kasten) wurde der 
photosynthetische Eukaryot durch eine weitere heterotrophe Wirtszelle aufgenommen (hier ein 
Heterokont). Während der Umstrukturierung der Endosymbionten wurden wieder viele Gene aus dem 
Kern (K1) der ersten Wirtszelle in das Genom (K2) der zweiten Wirtszelle transferiert (rote Pfeile), 
bzw. vom Kern des Chloroplasten (C) direkt in den Wirtsgenom (K2). Die cytosolischen Organellen 
des Eukaryoten wurden alle reduziert, abgesehen von den Chloroplasten. Kernkodierte plastidäre 
Proteine werden durch vier Membranen mittels eines Signal- und Transitpeptides transportiert. In 
Heterokonten ist die äußere Membran mit Ribosomen assoziiert und wird deswegen chloroplastidäres 
Endoplasmatisches Retikulum (CER) genannt. M: Mitochondrium, ER: Endoplasmatisches Retikulum, 
C: Chloroplast, K: Kern. Modifiziert nach Kroth (2002).  
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Diese Algenarten werden in der Gruppe der Chromalveolaten zusammengefasst. 

Durch den Gentransfer aus dem Kern der aufgenommenen Zelle in das Genom der 

neuen Wirtszelle, sind bei den Cryptomonade, Haptophyten und den Heterokonten 

einige Proteine der Rotalge durch Proteine der Wirtszelle ersetzt worden (Gross et al. 

1999, Keeling 2004, Martin und Schnarrenberger 1997). So wurde die plastidären für 

den Calvin Zyklus benötigten Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) 

und die Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase (FBA) durch wirtseigene gleiche Proteine 

ersetzt, neben den schon vorhandenen cytosolischen Proteinen für die Glykolyse 

(Fagan et al. 1998, Fast et al. 2001, Liaud et al. 2000). Teilweise erfolgte dies auch 

schon in den Rotalgen (Rogers und Keeling 2003). Damit diese kernkodierten 

Proteine in den Chloroplasten gelangen, besitzen sie N-terminal eine Signal- und 

eine Transitpeptidsequenz (Gruber et al. 2007, McFadden 1999, Keeling 2004, Kilian 

und Kroth 2005). Der Proteintransport durch die vier verschiedenen Membranen ist 

teilweise noch nicht ganz geklärt (Sulli et al. 1999, Nassoury et al. 2003, Kilian und 

Kroth 2005, Gruber et al. 2007).  

Die Ciliaten haben sekundär möglicherweise ihre Plastiden wieder 

abgestoßen (Keeling et al. 2004, Keeling 2004), bzw. konnte keine plastidären Gene 

im sequenzierten Genom der Ciliate Tetrahymena thermophila gefunden werden 

(Eisen et al. 2006), die Apicomplexa haben die Möglichkeit zur Photosynthese 

verloren, obwohl sie noch ein reduziertes Plastid und Plastidengenom besitzen (Foth 

und McFadden 2003). Einige Dinoflagellaten haben offenbar ihren Plastiden gegen 

neue Endosymbionten eingetauscht (Saldarriaga et al. 2001). Dies geschah durch 

die Aufnahme einer primären Grünalge (Serielle sekundäre Endosymbiose) oder 

durch die Aufnahme eines anderen Chromalveolaten (dritte Endosymbiose), wie 

etwa eines Cryptomonade, einer Haptophyte oder einer Diatomee (Heterokont) 

(siehe Abbildung 2).  

 

3. Chloroplasten  
 Die Chloroplasten sind von Grünalgen abgeleitet (Keeling et al. 2004, Keeling 

2004, Kroth 2002). Sie besitzen zwei Membranen, welche noch von den 

aufgenommenen gram-negativen Cyanobakterien abstammen (Jarvis und Soll 2001). 

Beim Cyanobakterium ist zwischen den zwei Membranen zusätzlich Peptidoglycan 

vorhanden. Dieses prokaryotische Peptidoglycan ist nur noch bei den Plastiden der 

Glaucophyten vorhanden (Kroth 2002, Keeling 2004) (siehe Abbildung 4).  
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Abb. 4: Schema der Plastidenstruktur der verschiedenen Algengruppen. Die Primärchloroplasten 
(dunkel grün) der Grün- und Rotalgen, sowie der Glaucophyten weisen nur zwei Membranen auf. Die 
Glaucophyten besitzen noch zusätzlich die cyanobakterielle Peptidoglycanschicht (PL, peptidoglycan 
layer). Die Euglenophyta und Chlorarachniophyten haben die aufgenommene Grünalge zu Plastiden 
reduziert. Die Plastiden der Euglenophyta haben nur noch drei Membranen, die der 
Chlorarachniophyten vier mit einem stark reduziertem Nucleomorph (NM). Das übriggebliebene 
Nucleomorph ist das stark reduzierte Genom der aufgenommenen Alge. Der Zwischenraum zwischen 
der zweiten und dritten Membran (periplastidärer Raum) ist das ursprüngliche Cytosol der Grünalge 
(grünlich). Die Chromalveolaten Cryptomonaden, Haptophyten, Dinoflagellaten, Heterokontophyten 
und Apicomplexa haben die aufgenommene Rotalge zum Plastiden reduziert. Dinoflagellaten haben 
viele verschiedene Formen von Plastiden, die hier dargestellte Form kommt am meisten vor. Der 
Zwischenraum (periplastidärer Raum) zwischen der zweiten und dritten Membran ist das 
ursprüngliche Cytosol der Rotalge (rötlich). Nur die Cryptomonaden haben noch einen sehr stark 
reduzierten Nucleomorph vorhanden. Die Haptophyten und Heterokontophyten haben an der 
äußersten Membran noch Ribosomen (R) anhängen. Die Apicomplexa hat die Möglichkeit zur 
Photosynthese verloren (weiß). Modifiziert nach Kroth (2002).  
 

 

Die Grün- und Rotalgen haben, wie die Glaucophyten zwei Membranen um 

die Plastiden, aber ohne Peptidoglycanschicht (siehe Abbildung 4). Bei allen 

Plastiden ist ein stark reduziertes Genom noch vorhanden. Auf diesen ist unter 

anderem die kleine (Boczar et al. 1998, Hwang und Tabita 1991) und große 

Untereinheit (Du et al. 2000, Hwang und Tabita 1991) der Ribulose-1,5-bisphosphat 

Carboxylase/Oxygenase (RUBISCO) kodiert, bei Grünalgen ist u.a. das Gen rbcS für 

die kleine Untereinheit der RUBISCO kerncodiert (Du et al. 2000). Die Wirtszelle hat 

die Plastiden, bzw. Endosymbionten aller Wahrscheinlichkeit nach phagozytotisch 

aufgenommen. Die phagozytotische Membran der ersten Wirtszelle ist bei den 

Plastiden der Grün- und Rotalgen vermutlich nicht mehr vorhanden, bei den 

Glaucophyten hat sie die äußere der beiden Membranen ersetzt (Keeling 2004, 
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Steiner und Löffelhardt 2002). Die Plastiden der Glaucophyten sind die 

ursprünglichste Form, gegenüber den Plastiden der Grün- und Rotalgen.  

Die Plastiden der Chromalveolaten sind das Ergebnis der zweiten 

Endocytobiose. Durch die phagozytotische Aufnahme einer Rotalge durch eine 

zweite heterotrophische Wirtszelle, umgeben nun den Plastiden drei bis vier 

Membranen. Die inneren ersten beiden Membranen stammen von den Plastiden der 

Rotalge, bzw. von den prokaryotischen Cyanobakterien. Die dritte Membran, von 

innen gezählt, ist die cytoplasmatische, ehemals äußerste, Membran der Rotalge. 

Die vierte und äußerste Membran der Plastiden stammt von der Aufnahme in einer 

phagozytotischen Vakuole der zweiten Wirtszelle ab (Archibald und Keeling 2002). 

Der Raum zwischen der zweiten und dritten Membran ist das ehemalige Cytosol der 

Rotalge (siehe Abbildung 4, rötlich) und wird als periplastidärer Raum (pps, 

periplastidic space) bezeichnet (Gillot und Gibbs 1980, Hansmann et al. 1987, 

Ludwig und Gibbs 1989, Keeling 2004). Bei den Plastiden der Heterokontophyten 

und Haptophyten sind an der äußeren Membran Ribosomen (R) assoziiert (siehe 

Abbildung 4). Weil diese äußere Membran auch mit dem Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) verbunden sein kann (Ishida et al. 2000), wird die plastidäre äußere 

Membran auch als chloroplastidäres ER (CER) bezeichnet (Bouck 1965, Gibbs 

1981). Die Peridinin-haltigen Plastiden von Dinoflagellaten sind nur durch drei 

Membranen umgeben (Keeling 2004). Sie haben eine dritte Endosymbiose mit 

anderen Chromalveolaten durchgeführt und eine serielle zweite Endosymbiose mit 

Grünalgen eingegangen (Hackett et al. 2004) (siehe Abbildung 2).  

 Durch den häufig stattgefundenen Transfer der plastidär kodierten Gene, bzw. 

der kernkodierten Gene der Rotalge in das Genom der zweiten Wirtszelle, sind sehr 

viele im Plastiden benötigten Proteine umstrukturiert oder durch die 

proteinkodierenden Gene der Wirtszelle ersetzt worden (Kroth 2002). Die 

Nucleomorphe in den Cryptomonaden und den Chlorarachniophyten sind wohl noch 

ein Relikt des sich noch im Prozess befindenden Gentransfer (Kroth 2002).  
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4. Zielsetzung dieser Arbeit 
 Bisher konnte gezeigt werden, daß sich der Calvin Zyklus in Diatomeen-

Plastiden prinzipiell wie in Plastiden höherer Pflanzen erfolgt, es aber einige wichtige 

Unterschiede gibt (Michels et al. 2005). Der Calvin Zyklus kann in zwei Bereiche 

gegliedert werden: den reduktiven Pentose Phosphatweg (RPP, reductive pentose 

phosphate pathway) und den oxidativen Pentose Phosphatweg (OPP). Bei der 

Diatomee Odontella sinensis konnte bisher in den Plastiden nur der RPP 

experimentell lokalisiert werden. Durch die Genomsequenzierung und vorhandene 

EST-Datenbanken (Expressed Sequence Tag) der Diatomeen Phaeodactylum 

tricornutum und Thalassiosira pseudonana ist es möglich die Gene der RPP und 

OPP zu identifizieren und durch GFP-Fusionsproteine (Kilian und Kroth 2005) 

experimentell die Lokalisation zu ermitteln. Bisherige Untersuchungen von 

Phosphoribulokinase (PRK), Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) 

und Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RUBISCO) zeigten, daß 

diese Proteine mit bisher bekannten Regulationsmechanismen nicht lichtabhängig 

reguliert werden können.  

 Ziel dieser Arbeit war es, die Gene des OPP und RPP in den Diatomeen P. 

tricornutum und T. pseudonana im jeweiligen Genom zu finden, die Lokalisation der 

Proteine des plastidären RPP und der OPP zu ermitteln. Außerdem wurde die 

Regulation des Calvin Zyklus untersucht durch Thioredoxin-Affinitätschromatographie 

und durch die Real-Time PCR. Des weiteren sollte die Fruktose-1,6-Bisphosphatase 

(FBPase) als offenbar einziges Thioredoxin-reguliertes Protein genauer untersucht 

werden.  
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Kapitel 1 Calvin Zyklus Modell der Diatomeen Phaeodactylum tricornutum 
und Thalassiosira pseudonana 

 

1. Einleitung 
 Alle photoautotrophe Organismen, unter anderem Pflanzen, Grün- und 

Rotalgen und auch Diatomeen, fixieren CO2 zur Kohlenhydratsynthese. Dieser 

Kohlenstoff wird in Form von CO2 oder Bicarbonat HCO3
- aus dem umgebenen 

Milieu aufgenommen und an einen schon vorhandenen Zucker gebunden. Das 

Enzym, welches das CO2 fixiert, ist die Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase 

(RUBISCO). Die Fixierung des CO2 an Ribulose-1,5-Bisphosphat (Carboxylierung) 

zum Produkt 3-Phosphoglycerat findet in einem hoch regulierten Stoffwechselzyklus 

statt, dem Calvin Zyklus (Calvin und Benson 1948, Calvin 1956). Im Laufe der Zeit 

wurden mehrere Regulationsfaktoren für die einzelnen Enzyme des Calvin Zyklus in 

Plastiden höherer Pflanzen gefunden, wie zum Beispiel zweiwertige Ionen als 

Cofaktoren oder Substrataktivierung und Produktinhibierung der jeweiligen Enzyme. 

Aber auch Proteine können regulierend in diesen Zyklus eingreifen, wie zum Beispiel 

das Thioredoxin (Trx), welches einzelne Proteine im Calvin Zyklus reduziert. Neben 

dem Trx sind auch andere Proteine wie Peroxiredoxine (Prx) zur Regulation nötig. 

Diese dienen vor allem als Antioxidantien zum Abfangen freier Sauerstoffradikale 

(O2
-) in der Zelle und können so die Enzyme des Calvin Zyklus vor Oxidation oder 

dauerhafte Zerstörung bewahren. Die Peroxiredoxine werden entweder durch die 

Thioredoxine oder durch Glutaredoxine oder auch Glutathion reduziert und aktiviert. 

Glutathion wiederum wird u. a. durch Trx reduziert, Trx wiederum kann durch 

Glutathionierung deaktiviert werden. Eine andere Möglichkeit Enzyme aus dem 

Calvin Zyklus zu deaktivieren, ist die Komplexierung der Enzyme 

Phosphoribulokinase (PRK) und Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 

(GAPDH) mittels eines kleinen Proteins namens CP12 (Chloroplastidäres Protein Nr. 

12, Pohlmeyer et al. 1996).  
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Abb.: 1: Schematische Darstellung aller regulatorischen Faktoren, die auf den Calvin Zyklus 
Einfluss nehmen können durch Reduzierung und Oxidation oder durch Proteinkomplexierung . 
Einige Enzyme des Calvin Zyklus werden durch das Ferredoxin (FTR) / Thioredoxin (Trx)-System 
lichtabhängig aktiviert durch Reduktion (+). Die Peroxiredoxine (Prx), teilweise durch Trx reguliert, 
bewahren (+) mitunter die Proteine des Calvin Zyklus gegen ROS (reactive oxygen species). Trx kann 
teilweise durch Glutathion glutathionyliert und deaktiviert (-) werden. Das Glutathion wird durch die 
Glutathion Synthase (GS) synthetisiert, bzw. wird durch die Glutathion Reduktase (GR) reduziert (+) 
und reduziert seinerseits (+) wiederum das Glutaredoxin (Grx). Aufgrund der Thiolreduktion ist dieses 
Protein ein Äquivalent zum Trx. Das Glutaredoxin kann einige Enzyme des Calvin Zyklus 
deglutathionylieren (+) und damit aktivieren. Das CP12 Protein deaktiviert (-) im Calvin Zyklus die PRK 
und die GAPDH durch Komplexbildung. Das PRK/GAPDH/CP12-Komplex kann durch das Trx am 
Tage wieder dekomplexiert und aktiviert (+) werden. Die Pfeile zeigen symbolisch die gegenseitige 
Einflussnahme der regulativen Komponenten.  
 

 

1.1 Calvin Zyklus 

Der Calvin Zyklus ist eine Möglichkeit für photoautotrophe Pflanzen CO2 zu 

assimilieren. Im Zyklus wird die Fixierung von CO2 durch die RUBISCO (Ribulose-

1,5-bisphosphat Carboxylase) katalysiert (Ribulose-1,5-Bisphosphat + CO2  2x 3-

Phosphoglycerat). Die RUBISCO ist das am häufigsten vorkommende Enzym in 

Chloroplasten mit einem Verhältnis von 30-50% zu anderen löslichen Proteinen 

(Orellana und Perry 1992, 1995). Die Reaktion der Carboxylase ist stark exergon und 

daher irreversibel. Eigentlich wird die RUBISCO korrekt Ribulose-1,5-bisphosphat 

Carboxylase/Oxygenase genannt, denn sie kann auch eine unvermeidliche 

Nebenreaktion katalysieren, die Fixierung von O2 (Ribulose-1,5-Bisphosphat + O2  

3-Phosphoglycerat + 2-Phosphoglycolat) (Gutteridge und Gatenby 1995). Die 
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RUBISCO in Phaeodactylum tricornutum (GenBank AY819643) und Thalassiosira 

pseudonana, mit ihrer kleinen und großen Untereinheit, ist das einzige Enzym des 

Calvin Zyklus im Plastid, dessen Untereinheiten auf dem Plastidengenom kodiert ist 

(Martin und Schnarrenberger 1997). Alle anderen Enzyme in den Diatomeen sind 

kernkodiert und werden nach der Transkription und Translation in die Plastiden 

transportiert (Kroth et al. 2007). Die RUBISCO besteht aus acht kleinen und acht 

großen Untereinheiten und hat eine Gesamtgröße von 560 kDa (Kilo Dalton) (Martin 

und Schnarrenberger 1997). Die RUBISCO-Aktivase aktiviert die RUBISCO durch 

Entfernen des inhibierenden Zuckerphosphats Ribulose-Bisphosphat (RuBP) (Portis 

2003), bzw. die RUBISCO wird durch Mg2+ in der Konformation stabilisiert. Die 

RUBISCO-Aktivase wiederum wird durch Thioredoxin Typ F (TrxF) reduziert, bzw. 

aktiviert (Lemaire et al. 2007, Zhang und Portis 1999) in Abhängigkeit der 

Lichtintensität (Zhang et al. 2002). 

Die meisten Enzyme des Calvin Zyklus in Landpflanzen und auch in 

Diatomeen sind eine Mixtur von Genen cyanobakteriellen und proteobakteriellen 

Ursprungs (Kroth et al. 2007, Martin und Schnarrenberger 1997). Der Calvin Zyklus 

ist die einzige Möglichkeit für photoautotrophe Organismen aus 6 fixierten CO2 

Molekülen 2 Triosephosphate (3-Phosphoglycerat (3-PGA) und Dihydroxyaceton-

Phosphat (DHAP)) zu synthetisieren und diese aus den Plastiden in das Cytosol für 

die Glykolyse und Glukoneogenese auszuschleusen. Der Calvin Zyklus in 

Landpflanzen ist in den Chloroplasten streng reguliert: durch Substrat- und 

Produkthemmung, durch Ionen wie Mg2+ z.B. bei FBPasen oder durch lichtabängige 

redox-regulierende Proteine über das Ferredoxin/Thioredoxin-System (Buchanan 

und Luan 2005, Buchanan und Balmer 2005, Hisabori et al. 2005). In Landpflanzen 

sind reduktiver und oxidativer Pentosephosphatweg (reductive/oxidativ pentose 

phosphate pathway, RPP und OPP) vollständig in den Chloroplasten lokalisiert. Der 

RPP (Calvin Zyklus) fixiert ein Molekül CO2 unter Verbrauch von 2 Molekülen NADPH 

und 3 ATP. Der OPP setzt ein Molekül CO2 frei, aber reduziert gleichzeitig 2 NADP+ 

zu NADPH, dabei wird für die Nukleotidbiosynthese benötigtes Ribose-5-Phosphat 

synthetisiert. Wenn beide Wege (RPP und OPP) gleichzeitig ablaufen würden, würde 

netto kein CO2 fixiert, wohl aber 3 ATP verbraucht. Ein solcher Energie 

verbrauchender Prozess wird auch „futile cycle“ genannt.  

In den Diatomeen Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana, 

konnte anhand von vergleichenden Genomsequenz-analysen, bzw. durch 
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experimentellen Nachweis (Michels et al. 2005) gezeigt werden, dass der OPP im 

Cytosol und der RPP in den Plastiden lokalisiert sind (Kroth et al. 2007). Durch diese 

Aufteilung ist der „futile cycle“ allein durch räumliche Auftrennung unterbunden, 

theoretisch könnten aber Metabolite auch durch die Membranen transportiert werden.  

 

1.2 Ferredoxin/Thioredoxin-System 
Thioredoxine (Trx) sind kleine monomere Disulfid-Oxidoreduktasen mit einer 

Größe von ungefähr 12 kDa. Diese Proteine besitzen eine Disulfidbrücke, welche von 

den Cysteinen im konservierten Motiv (WCGPCK) gebildet werden kann. Wird diese 

Brücke reduziert, liegen die beiden Schwefel in Form von SH-Gruppen vor, die je 

nach Redoxpotential in der Zelle wiederum Disulfidbrücken anderer Proteine 

reduzieren können und so selbst in die oxidierte Form zurückfallen. Reduziert werden 

die plastidären Trx durch zwei Ferredoxine, welche die Elektronen vom Photosystem 

I erhalten. Das Ferredoxin hat einen Eisen-Schwefel Komplex und gibt die Elektronen 

an das Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR, Wolosiuk und Buchanan 1977) 

weiter. Die FTR wiederum reduziert die plastidären Thioredoxine (siehe Abbildung 2). 

Im Cytosol werden die Thioredoxine Typ H über die NADPH abhängige Thioredoxin 

Reduktase (NTR) reduziert und aktiviert (Moore et al. 1964, Jacquot et al. 1994), in 

den Mitochondrien wird das Thioredoxin Typ O über eine mitochondriale NTR 

reduziert (Laloi et al. 2002). Falls es in den Diatomeen zu einem Eisenmangel 

kommt, kann zur Aufrechterhaltung der Fe-Konzentration in der Zelle das Ferredoxin 

durch Flavodoxin ersetzt werden (siehe Abbildung 2) (La Roche et al. 1996, Wilhem 

et al. 2006). Die Thioredoxine werden historisch in verschiedenen Gruppen 

klassifiziert. Der F-Typ reduziert die Fruktose-1,6-Bisphosphatase (Jacquot et al. 

1997), während der M-Typ die NADP abhängige Malat Dehydrogenase (NADP-MDH) 

(Miginiac-Maslow und Lancelin 2002) reguliert.  
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Abb. 2: Das plastidäre Ferredoxin/Thioredoxin-System. Die aufgenommenen Elektronen aus der 
Spaltung von H2O werden durch die Chlorophylle im Photosystem I (PSI) und II (PSII) auf das 
Ferredoxin (Fer) oder Flavodoxin (Fla) übertragen. Die hochgestellte Zahl an Fer oder Fla bedeutet 
die Anzahl der benötigten Fer, um eine Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) zu reduzieren. Bei 
Eisenmangel können die Diatomeen das Ferredoxin durch Flavodoxin ersetzen. Die Disulfidbrücken 
der FTR werden so zu SH Gruppen reduziert. Die FTR reduziert wieder das Thioredoxin F (TrxF), 
welches dann die Zielenzyme reduziert.  
 

 

Thioredoxine von Typ Y, H (H für heterotroph, Florencio et al. 1988, Johnsen 

et al. 1987, Laurent et al. 1964) und Typ X reduzieren Peroxiredoxine (Dietz et al. 

2006a und 2006b, Lemaire et al. 2007) und Glutathion (Michelet et al. 2005). Nur das 

Thioredoxin Typ F (TrxF) kann an einem konserviertem Cystein (C60) eine 

Glutathionylisierung eingehen (del Val et al. 1999, Michelet et al. 2005). Dadurch wird 

das TrxF erheblich daran gehindert andere Proteine zu reduzieren (Michelet et al. 

2005). Alternativ kann neben der NTR auch Glutaredoxin als Hydrogendonor 

fungieren (Holmgren 1976). Die Anzahl der bisher bekannten Zielenzyme für Trx sind 

durch Affinititätschromatographien mit mutierten Thioredoxine rasant gestiegen 

(Buchanan und Balmer 2005, Hisabori et al. 2005, Hosoya-Matsuda et al. 2005, 

Michelet et al. 2006). So werden offenbar nicht nur Enzyme des RPP und OPP 

(Kohlenstoff Metabolismus) reguliert, sondern auch Enzyme der 

Stickstoffassimilierung, Translation, Proteinfaltung und Degradation oder 
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Aminosäure- und Fettsäurebiosynthese und Antioxidantien oder selbst 

Regulationsproteine (Lemaire et al. 2007), wie das CP12 (Marchand et al. 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Das plastidäre Antioxidations-System als Schutz gegen Reactive Oxygen Species 
(ROS). Das Ferredoxin (Fer) bekommt die nötigen Elektronen zur Reduzierung durch die 
Photosysteme I und II (PSI und PSII). Die hochgestellte Zahl an Fer bedeutet die Anzahl der 
benötigten Fer, um eine Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) zu reduzieren. Das Fer wiederum 
reduziert das Thioredoxin (Trx) Typ H oder Y. Das Trx reduziert das Peroxiredoxin (Prx). Durch das 
reduzierte Prx können im Stroma anfallende H2O2 zu Wasser detoxifiziert werden. Durch 
überschüssige Energie kann aus Sauerstoff (O2) Superoxid Anion Radikal entstehen (Mehler 
Reaktion). Durch die Superoxid Dismutase (SD) wird aus dem Superoxid Anion Radikal das H2O2.  
 

 

1.3 Glutathion 
Glutathion ist ein Tripeptid und ubiquitär in Pflanzenzellen zu finden. Die 

Glutathionsynthese verläuft in zwei enzymatischen Abschnitten. Im ersten Schritt 

wird durch die γ-Glutamyl-Cystein-Synthetase unter ATP-Verbrauch zwischen der γ-

Carboxylgruppe von Glutamat (Glu) mit der Aminogruppe von Cystein (Cys) eine 

Amidbindung hergestellt. Der zweite Schritt wird durch die Gluthation-Synthetase 

unter ATP-Verbrauch durch eine Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe des 

Cys und der Aminogruppe eine Glycins (Gly) durchgeführt. Glutathion (γ-L-

glutamyl-L-cysteinyl-glycine) wird in der reduzierten Form GSH und in der 

oxidierten Form GSSG abgekürzt (Lemaire et al. 2007). In der Zelle dient Glutathion 

als Schwefelreserve und kann dann durch enzymatischen Abbau als Cystein-Quelle 

dienen. GSSG wird primär durch die Glutathionreduktase (GR) unter gleichzeitigem 
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Verbrauch von NADPH reduziert, so daß ein GSSG zu zwei reduzierten GSH zerfällt. 

In der Pappel (Populus trichocarpa) und in Arabidopsis thaliana wurden im Cytosol 

und in den Plastiden GR lokalisiert (Rouhier et al. 2006). Bei der Pappel sind die 

Gene der GR mit vielen und großen Introns versehen (Rouhier et al. 2006). Die GR 

kann in zwei Klassen unterteilt werden. Die erste Klasse GR1 enthält die kleinen 

cytosolischen Proteine, die zweite Klasse GR2 Proteine mit einer ungefähren Größe 

von 500 Aminosäuren (aa, amino acid) in den Organellen (Rouhier et al. 2006). Im 

stark konservierten aktiven Zentrum sind die zwei Cysteine (Cys) durch bis zu vier 

Aminosäuren getrennt: GGTCV[I/L]RGCVPKK[I/L].  

Glutathion (GSH) hat vielfältige Funktionen in der Zelle, sie reichen von der 

Detoxifizierung von Reactive Oxygen Species (ROS), Xenobiotika (von der Pflanze 

selbst gebildete oder aufgenommene giftige Substanzen) und Schwermetallen bis 

hin zur Pathogenabwehr (Foyer und Noctor 2005, Meyer und Hell 2005, Ogawa 

2005). In Mammalia, aber auch in Pflanzen kann das Glutathion post-translationale 

Modifikationen an Proteinen durchführen, sogenannte Glutathionylierung. Diese 

Glutathionylierung besteht aus Disulfidbrücken zwischen dem Protein und Glutathion 

(Fratelli et al. 2004, Ghezzi et al. 2005, Shackelford et al. 2005, Michelet et al. 2006). 

Die Glutathionylierung schützt die Proteine vor irreversible Oxidation der Cysteine, 

kann aber auch die Enzymaktivität beeinflussen. Dies geschieht hauptsächlich bei 

oxidativen Stress. So wird eine GAPDH aus Hefe durch H2O2 inaktiviert, unabhängig 

davon ob GSH anwesend ist oder nicht, aber die oxidative Hemmung ist nur mit GSH 

reversibel (Cotgreave et al. 2003, Grant et al. 1999). Der genaue Ablauf der 

Glutathionylierung ist noch weitgehend unklar. Die glutathionylierte Proteine können 

durch Glutaredoxin (Grx) wieder deglutathionyliert (Michelet et al. 2006) werden. In 

Pflanzen konnte gezeigt werden, daß die cytosolische Triose-Phosphat Isomerase 

(TPI) durch die Glutathionylierung reguliert wird (Ito et al. 2003). Meistens sind es 

cytosolische Proteine, die eine Glutathionylierung eingehen. In den Plastiden, 

während der Photosynthese ROS gebildet werden, kann Glutathion eine 

Redoxregulation eingehen. So wurde eine putative Aldolase (AL) des Calvin Zyklus 

in den Plastiden aus der Arabidopsis thaliana entdeckt, welche eine 

Glutathionylierung eingeht (Ito et al. 2003). Es ist schon länger bekannt, daß die AL 

aus Muskeln von Mammalia eine Glutathionylierung eingehen kann (Zhang et al. 

1995). Die Biosynthese des GSH ist mit der Photosynthese gekoppelt (Hatano-

Iwasaki et al. 2002, Ogawa et al. 2002) und unterstützt die Aktivierung der Calvin 
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Zyklus Enzyme durch die Thioredoxine. Die A4-GAPDH aus Arabidopsis thaliana 

konnte auch mit GSH eine reversible Glutathionylierung eingehen (Zaffagnini et al. 

2007). Es wäre also möglich, das fast alle Zielenzyme des Trx auch eine 

Glutathionylierung eingehen könnten (Lemaire et al. 2007). Dadurch dass die Calvin 

Zyklus Enzyme durch eine Glutathionylierung in der Aktivität reduziert werden, kann 

der Calvin Zyklus bei Bildung von ROS bei der Photosynthese herunterreguliert 

werden. Diese Inhibition des Calvin Zyklus könnte eine physiologische Bedeutung 

haben, indem durch die Einsparung des NADPH, die im RPP verbraucht werden, 

mehr NADPH im Stroma vorhanden wäre. Mehr NADPH könnte somit für ROS 

detoxifizierende Enzyme zur Verfügung stehen, z.B. Gluthationreduktase oder 

Monodehydroascorbat Reduktase (Lemaire et al. 2007).  

 

1.4 Peroxiredoxine 
 Peroxiredoxine (Prx) dienen der Inaktivierung von ROS (Reactive Oxygen 

Species), die bei der Photosynthese im PSI entstehen. Neben der Detoxifizierung 

sind aber auch der Schutz der DNA in vivo (Banmeyer et al. 2005) oder die 

Pathogenabwehr (Rouhier et al. 2004) wichtige Funktionen der Peroxiredoxine. Die 

Proteine sind zwischen 17 und 22 kDa groß und werden in vier Guppen unterteilt, 

entsprechend der Anzahl und Position der Cysteine (Cys) in der konservierten 

Region (Dietz et al. 2006a, Navrot et al. 2006), bzw. entsprechend dem 

katalytischem Mechanismus (Dietz 2003, Rouhier und Jacquot 2002). Es können bis 

zu drei katalytisch wirkende Cysteine in Peroxiredoxin vorkommen, in der 

Reihenfolge 1. Cystein, 2. Cystein und das dritte Cystein befindet sich zwischen dem 

ersten und zweiten Cystein und hat deswegen eine römische Nummerierung (II.) 

bekommen (Dietz et al. 2006a). Nach der Anzahl der Cysteine werden die 

Peroxiredoxine in vier Gruppen unterteilt, einmal die meist cytosolische 1-Cys 

Gruppe (mit einem funktionellem Cystein), zweitens die plastidäre 2-Cys Gruppe (mit 

zwei funktionellen Cysteinen), drittens die Typ II Gruppe mit sechs (A bis F) 

Untergruppen (das erste Cystein entspricht dem ersten Cystein der 2-Cys Gruppe, 

das zweite (II.) Cystein hat einen Abstand von etwa 25 Aminosäuren) und viertens 

die plastidäre Prx Q-Gruppe (hat nur ein katalytisch wirksames Cystein). Die 

biochemischen Reaktionen der drei Cysteine (Cys) sind verschieden. Bei dem ersten 

Cystein in der konservierten Region wird die Sulfhydrylgruppe (SH) nach Reduktion 

von Peroxiden in Schwefelsäure umgewandelt. Bei der 2-Cys Gruppe wird das erste 
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Cys durch eine Disulfidbrücke eines zweiten intermolekularen Cysteins wieder 

reduziert (Navrot et al. 2006). Bei der Prx Q Gruppe ist das zweite Cys innerhalb 

derselben Untereinheit gelegen und formt so eine intramolekulare Disulfidbrücke 

(Rouhier und Jacquot 2002). In den meisten Fällen wird dieses Cystein wieder durch 

Thioredoxine, Trx Typ Y für die 1-Cys Gruppe oder Trx Typ X für die 2-Cys Gruppe 

(Collin et al. 2003, Dietz et al. 2006a), reduziert. Bei den beiden anderen 

Untergruppen, II Prx und 1-Cys, wird das Cys ohne Disulfidbrückenbildung reduziert, 

da kein zweites Cystein innerhalb des Prx vorhanden ist. Bei der II Prx Gruppe wird 

das Cys entweder durch Glutaredoxin (Grx) oder durch Trx reduziert, bzw. auch von 

beiden (Brehelin et al. 2003, Finkemeier et al. 2005, Rouhier et al. 2001) oder durch 

Glutathion reduziert (Finkemeier et al. 2005, Rouhier et al. 2005). Die Proteine der 1-

Cys Gruppe werden nur durch Trx reduziert (Pedrajas et al. 2000). Experimentell 

konnte gezeigt werden, daß die Prx eine dreifache Funktion übernehmen: erstens als 

Antioxidans gegen H2O2, Alkyl-Hydroperoxide und Peroxinitrite, zweitens als 

Modulator für Zellsignalisierungswege und drittens als Redox Sensor (Dietz et al. 

2006b). Die Aminosäurensequenzen der Peroxiredoxine aus der 1-Cys und 2-Cys 

Gruppen sind am stärksten konserviert (Goyer et al. 2002). Die geringste 

konservierte Aminosäuresequenz haben die II Prx und die Prx Q Gruppen (Stork et 

al. 2005). Die Prx Q sind mit den Thylakoidmembranen assoziiert (Lamkemeyer et al. 

2006), wie durch Western-Blot Analyse (Dietz et al. 2006b) und durch 

immunocytochemische Analysen gezeigt werden konnte (Dietz et al. 2006a). Die 2-

Cys Gruppe ist entweder im Stroma als lösliches Dimer vorhanden oder an die 

Thylakoidmembran in oligomerischer Form gebunden (König et al. 2002, 2003). Ein 

Peroxiredoxin der II Prx-Gruppe (die Unterguppe E) ist in löslicher Form im Stroma 

vorhanden (Dietz et al. 2006a). Auf dem mitochondrialen Genom von Arabidopsis 

thaliana und Oryza sativa ist eine Prx kodiert, welche zu der II Prx Gruppe gehört 

(Dietz et al. 2006a). Allgemein sind Peroxiredoxine sehr robuste Proteine, weil sie bei 

Temperaturen bis zu 50°C noch enzymatisch aktiv bleiben können (Dietz et al. 

2006a). Dies ist insofern nicht verwunderlich, da bei hoher Lichtintensität und damit 

die von außen einwirkende Wärmeeinwirkung sehr hoch werden kann. Die 

Peroxiredoxine der II Prx-Gruppe sind eher allgemeine Antioxidationsproteine in der 

Zelle, die Peroxiredoxine der 2-Cys Gruppe und Prx Q sind eher mit der 

photosynthetischen Aktivität korreliert (Dietz et al. 2006a).  

 

 17



  Kapitel 1 

1.5 Glutaredoxine 

 Glutaredoxine (Grx) sind kleine monomere Proteine mit einer Größe von 

ungefähr 10-15 kDa. Sie sind ubiquitär in der Pflanze zu finden. Die Grx werden 

durch die Glutathion Reduktase (GR) reduziert, welches über NADPH die zur 

Reduzierung nötigen Elektronen bekommt. Die GR reduziert wiederum das 

Glutathion (GSH), welche das Grx reduziert (Lemaire 2004, Rouhier et al. 2004, 

2006). In den Plastiden werden die Grx über das Ferredoxin/Thioredoxin-System 

reduziert (Schürmann et al. 2000). In den meisten Organismen werden die Proteine 

von verschiedenen Stoffwechselwegen durch Grx oder durch GSH reduziert und so 

aktiviert. Glutaredoxine sind in vielen verschiedenen Isoformen vertreten. Die 

Proteine sind in höheren Pflanzen kernkodiert, aber in verschiedene Kompartimente 

der Zelle vorhanden. Verschiedene Studien konnten zeigen, daß viele Glutaredoxine 

in verschiedene Kompartimente und Sub-Kompartimente transportiert werden, ohne 

daß eine erkennbare Signal- und Transitsequenz N-terminal oder C-terminal ein ER-

Retentionssignal (KDEL) vorhanden ist (Chew et al. 2003, Rouhier et al. 2004, 2006). 

Die Glutaredoxine werden in drei Klassen eingeteilt, gegliedert nach der 

Aminosäuresequenz im konservierten aktiven Zentrum. Die erste Klasse wird 

charakterisiert durch Cxx[C/S], bzw. [Y/W]C[G/P/S]Y[C/S]. Zu dieser Klasse werden 

Glutaredoxine eingeteilt, die CGYC, CPYC, CPFC oder WCSYC/S als aktives 

Zentrum haben. Die zweite Klasse hat die Aminosäuresequenzen CGFS als aktives 

Zentrum. Die dritte Klasse der Glutaredoxine hat ein aktives Zentrum mit 

CCx[C/S/G], bzw. [S/T/G]CC[M/L][C/S/G]. Die Glutaredoxine der dritten Klasse sind 

sehr klein und vornehmlich im Cytosol lokalisiert (Rouhier et al. 2006). Es sind aber 

noch mehr, aber katalytisch unwirksame Cysteine in den Aminosäuresequenzen der 

Glutaredoxine vorhanden. Das Grx reduziert Zielenzyme durch einen Dithiol-Disulfid 

Austausch mit die beiden Cysteine im aktiven Zentrum, ähnlich wie Thioredoxin (Trx). 

Das Grx katalysiert spezifisch die Deglutathiolierung von Protein-Glutathion-

Komplexen (Starke et al. 2003). Einige pflanzliche Glutaredoxin Isoformen sind in der 

Lage, Dehydroascorbat zu Ascorbat zu reduzieren (Rouhier et al. 2002, Szederkenyi 

et al. 1997). Ebenso kann Grx (nur die CxxC Gruppe) die Gruppe II Prx reduzieren 

(Brehelin et al. 2003, Rouhier et al. 2001, 2006), andere Peroxiredoxine werden nur 

durch Trx reduziert (Finkemeier et al. 2005, Rouhier et al. 2001). Andere Zielenzyme 

sind in Arabidopsis thaliana H+/Ca2+ Transporter (Cheng und Hirschi 2003), welche 

durch Glutaredoxine aktiviert werden, die eine Aminosäuresequenz von CxxS im 
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aktiven Zentrum haben. Dies könnte bedeuten, dass Glutaredoxin bei biochemischen 

Signalkaskaden in der Zelle über die Ca2+ Konzentration beteiligt sein könnte 

(Rouhier et al 2006). Zu den Zielenzymen gehören aber auch Triosephosphat 

Isomerase (TPI) und Aldolase (AL), diese werden glutathioliert und durch 

Glutaredoxin deglutathioliert (Ito et al. 2003). Ein TrxH in der Pappel (Populus 

trichocarpa) kann durch Grx reduziert werden (Gelhaye et al. 2003), ebenso wie auch 

TrxF (Michelet et al. 2005). Viele Glutaredoxin-Gene in der Pappel (Populus 

trichocarpa) sind durch viele und sehr große Introns unterteilt und dadurch durch 

Genomsequenzanalysen schwer zu identifizieren (Rouhier et al. 2006). Die 

Transkription und Expression der Grx werden durch verschiedene Stresssituationen 

induziert: Salz, Ozon, Hitze, Trockenheit oder Starklicht Behandlung (Mittler et al. 

2004).  

 

1.6 CP12 

 Das CP12 Protein (Chloroplastidäres Protein Nr. 12, Pohlmeyer et al. 1996) ist 

plastidär und hat bei Pflanzen eine Größe von ungefähr 8,5 kDa. Dieses Protein 

initialisiert die Oligomerisation zwischen den Enzymen Phosphoribulokinase (PRK) 

und Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in der Anwesenheit von 

NAD(H). Bei Anwesenheit von NADP(H) dissoziiert das Proteinkomplex wieder in die 

drei Proteine (Tamoi et al. 2005, Wedel und Soll, 1998). Die PRK verbraucht ein ATP 

bei der Umsetzung von Ribulose-5-Phosphat zu Ribulose-1,5-Bisphosphat und die 

GAPDH ein NAD(P)H bei der Umsetzung von 1,3-Bisphospho-Glycerat (BPGA) zu 

D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Durch die Oligomerisierung der PRK und der 

GAPDH werden beide Enzyme deaktiviert. Dabei bindet das CP12 Protein zuerst an 

die GAPDH, bevor es an die PRK bindet. Bei Anwesenheit des Substrates BPGA, 

kann das CP12 schlechter an die GAPDH binden, bzw. kann das BPGA den 

Proteinkomplex GAPDH/CP12 bei anwesenden Reduktionsmittel wieder trennen 

(Lebreton et al. 2006). Im Gegensatz zur PRK wird die GAPDH in verschiedene 

Klassen eingeteilt. Die Einteilung der GAPDH wird nach der C-terminalen 

konservierten Region durchgeführt. Die GAPDH-B hat, im Gegensatz zu GAPDH-A, 

C-terminal Aminosäuresequenzen des CP12 (CTE, C-terminal Extension), dadurch 

kann die GAPDH-B über das Trx reguliert werden (Sparla et al. 2002). Durch die C-

terminale CP12 Sequenz kann die GAPDH-B ohne das Protein CP12 mit der PRK 

oligomerisieren. Die GAPDH-A ist cyanobakteriellen Ursprungs und kommt auch bei 
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Pflanzen vor; die GAPDH-A ist auch für die Licht/Dunkel Regulation über das Trx 

steuerbar (Buchanan 1984). Die GAPDH-B kommt bei den Streptophyten vor. Eine 

weitere Klasse von GAPDH ist die GAPDH-C, diese ist proteobakteriellen Ursprungs. 

Sie kommt nur im Cytosol bei höheren Pflanzen vor und katalysiert in der Glykolyse 

die Reduktion des 1,3-Bisphosphoglycerat zu D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat bei 

Verbrauch eines NADPH. Bei den Landpflanzen gibt es zusätzlich die GAPDH-Cp, 

diese ist ein Duplikat von der GAPDH-C und ist in den Plastiden lokalisiert (Petersen 

et al. 2003) und betreibt dort eine plastidäre Glykolyse. Diese beiden Formen der 

GAPDH bilden keine Komplexe (Trost et al. 2006).  

Bei den Organismen mit sekundären Plastiden (Heterokonten (Diatomeen) 

und Haptoplonten) gibt es nur die GAPDH-C Form. Diese wurde dupliziert und mit 

Präsequenzen für die Plastiden und für das Mitochondrium (Heterokonten) versehen. 

Diese GAPDH-C ist in den Plastiden im Calvin Zyklus physiologisch involviert. Die 

plastidäre GAPDH-C kann nicht mit der PRK über das CP12 ein Oligomer bilden und 

hat keine Cysteine für eine Regulation über das Trx.  
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2. Ergebnisse 

 

2.1 Genomanalyse 

 

2.1.1 Calvin Zyklus Modell in Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira 

pseudonana 

Durch die genomweite Suche nach Enzymen des Calvin Zyklus von 

Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana konnten Gene für den 

reduktiven (RPP) und oxidativen (OPP) Pentose Phosphatweg zur CO2-Fixierung 

(Calvin 1956) und zur Regeneration von NADPH (Kroth et al. 2007) identifiziert 

werden (siehe Anhang Tabelle 1 und 2). Die Anordnung der Stoffwechselwege in P. 

tricornutum und T. pseudonana sind dabei vergleichbar (siehe Abbildung 4 A, B). Der 

Calvin Zyklus setzt sich aus drei Teilen zusammen und besteht aus der 

Carboxylierungsreaktion (CO2-Fixierung), der Reduktion des Kohlenstoffes, sowie 

der Regeneration des CO2-Akzeptors Ribulose-1,5-Bisphosphat.  

In den folgenden Abschnitten sind die Protein Identifikationsnummer (Prot ID) 

von Version v3.0 (T. pseudonana, Armbrust et al. 2004) und v2.0 (P. tricornutum) 

vom JGI Sequence Database in Klammern gefasst. Wie Kroth et al. (2007) zeigen, ist 

der Calvin Zyklus in zwei Teile aufgegliedert: der OPP ist im Cytosol und der RPP im 

Plastid lokalisiert.  

In den Plastiden wird das freie CO2 durch die Ribulose-1,5-bisphophat 

Carboxylase (RUBISCO) (P. tricornutum, YP_874418/YP_874417 und T. 

pseudonana ABK20721/ABK20720) fixiert (Read et al. 1994), die Gene für die kleine 

und große Untereinheit der RUBISCO sind auf dem Plastidengenom der Diatomeen 

P. tricornutum und T. pseudonana kodiert. Anschließend wird das durch die 

Carboxylierung gebildete 3-Phosphoglycerat durch das Enzym Phosphoglycerat 

Kinase (PGK) (P. tricornutum 22033 und T. pseudonana 270304) zu 1,3-

Bisphosphoglycerat unter Verwendung von ATP phosphoryliert. Die Reduktion von 

1,3-Bisphosphoglycerat zu D-Glycaraldehyd-3-Phosphat (3-PGA), das wichtigste 

Endprodukt des RPP, wird durch das Enzym Glycerinaldehydphosphat 

Dehydrogenase (GAPDH) (P. tricornutum 22122 und T. pseudonana 270231) mittels 

NADPH katalysiert. Die notwendige Energie in Form von ATP sowie den 

Reduktionsäquivalenten (NADPH) stammen aus der Lichtreaktion der 

Photosynthese. Es ist bekannt, dass die 3-PGA aus dem Plastidenstroma in das 
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Cytosol transportiert wird (Eicks et al. 2002, Wittpoth et al. 1998). In den Plastiden 

wird die 3-PGA von mehreren Enzymen des RPP weiterverwendet. Die 

Trioseposphat-Isomerase (TPI) (P. tricornutum 50738, 18228 und T. pseudonana 

8590) katalysiert die Isomerisierung des 3-PGA zu Dihydroxyacetonphosphat. Das 

Dihydroxyacetonphosphat wird durch die Fruktosebisphosphat-Aldolase (FBA) (P. 

tricornutum 825, 22993, 24113 und T. pseudonana 21748) zusammen mit 3-PGA zu 

Fruktose-1,6-Bisphosphat verknüpft. Die Fruktose-1,6-Bisphosphat wird durch die 

Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBPase) (P. tricornutum 42886, 42456, 31451, 54279 

und T. pseudonana 25437, 5601) irreversibel zu Fruktose-6-Phosphat 

dephosphoryliert. Weiter wird von der Fruktose-6-Phosphat auf die 3-PGA eine C2-

Einheit durch die Transketolase (TKL) (P. tricornutum 50819 und T. pseudonana 

270312) übertragen, dabei entstehen einmal Erythrose-4-Phosphat und Xylulose-5-

Phosphat. Die Transaldolase (TAL) (P. tricornutum 50313, 20779 und T. pseudonana 

11661, 270309, 4331) übertragt einen C3-Rest von der Fruktose-6-Phosphat auf die 

Erythrose-4-Phosphat, wodurch dann wieder 3-PGA und Seduheptulose-7-Phosphat 

entsteht. Von der Seduheptulose-7-Phosphat wird ein C2-Rest auf die 3-PGA durch 

die TKL übertragen und es entstehen Xylulose-5-Phosphat und Ribose-5-Phosphat. 

Die Xylulose-5-Phosphat wird durch die Ribulosephosphat-Epimerase (RPE) (P. 

tricornutum 17204 und T. pseudonana 270306) zu Ribulose-5-Phosphat 

umgewandelt. Ebenso zu Ribulose-5-Phosphat umgewandelt wird die Ribose-5-

Phosphat durch die Ribosephosphat-Isomerase (RPI) (P. tricornutum 50995 und T. 

pseudonana 270308). Die Ribulose-5-Phosphat wird unter Verbrauch von ATP durch 

die Ribulosephosphat-Kinase (PRK) (P. tricornutum 50773 und T. pseudonana 4376) 

in den CO2-Akzeptor Ribulose-1,5-Bisphosphat irreversibel umgewandelt. 

Im Cytosol kann die aus dem Plastidenstroma mittels Triosephosphat-

Translokator ausgeschleuste 3-PGA in die Gluconeogenese oder in die Glykolyse 

einfließen oder in der cytosolischen OPP weiterverwendet werden. Für die 

cytosolische OPP wird auf die 3-PGA von der TAL (P. tricornutum 28222 und T. 

pseudonana 27187) ein nicht phosphorylierter C3-Rest von der Seduheptulose-7-

Phosphat übertragen, dabei entstehen Fruktose-6-Phosphat und Erythrose-4-

Phosphat. Die 3-PGA wird unter anderem von der cytosolischen TPI (P. tricornutum 

54738 und T. pseudonana 40958, 7229, 30380) reversibel zu 

Dihydroxyacetonphosphat umgewandelt. Die Aldolase (AL) (P. tricornutum 54738 

und T. pseudonana 40958, 7229, 30380) katalysiert die Verknüpfung von Erythrose-
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4-Phosphat mit Dihydroxyacetonphosphat zu der Heptose Seduheptulose-1,7-

Bisphosphat. Danach katalysiert die Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBPase) 

(P. tricornutum 9583 und T. pseudonana 3523) die irreversible Hydrolyse der 

Seduheptulose-1,7-Bisphosphat zu Seduheptulose-7-Phosphat, welche weiter der 

TAL zu Verfügung steht. Die von der TAL synthetisierte Fruktose-6-Phosphat wird 

reversibel von der Glukose-6-Phosphat Isomerase (GPI) (P. tricornutum 53878, 

23924 und T. pseudonana 39973, 270302, 38266) zu D-Glukose-6-Phosphat 

umgewandelt. Dieser Zucker wird zunächst durch Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase (GPDH) (P. tricornutum 22916, Fusionsprotein 54663 und T. 

pseudonana 28388) zu 6-Phosphogluconolacton oxidiert und es wird dabei NADP zu 

NADPH regeneriert. Diese Reaktion ist stark exergonisch und daher irreversibel. 6-

Phosphogluconolacton wird weiter durch die Phosphogluconolacton-Lactonase 

(PGL) (P. tricornutum 31882 und T. pseudonana 5080) hydrolytisch gespalten und es 

entsteht dabei Gluconat-6-Phosphat. Das so gebildete Gluconat-6-Phosphat wird, 

unter Regenerierung von NADP zu NADPH, durch Gluconat-6-Phosphat-

Dehydrogenase (PGDH) (P. tricornutum 26934, Fusionsprotein 54663 und T. 

pseudonana 3900, 33343) zu Ribulose-5-Phosphat oxidiert und es wird dabei CO2 

frei. Bis jetzt konnte nicht beobachtet werden, dass das Ribulose-5-Phosphat vom 

cytosolischen OPP in das Plastidenstroma zur Weiterverwendung des PRK 

transportiert wird (siehe Abbildung 4 A, B). Aus der Ribulose-5-Phosphat wird durch 

die cytosolische RPE (P. tricornutum 20015 und T. pseudonana 6803) Xylulose-5-

Phosphat. Xylulose-5-Phosphat reagiert mit Erythrose-4-Phosphat über die TKL zu 

Fruktose-6-Phosphat. Bei P. tricornutum wurde ein kernkodiertes Gen identifiziert, 

welches das Protein PGDH (45333, 26934) kodiert. Dieses Gen kann in zwei mRNA 

Varianten transkribiert werden, welche die gleichen Proteine kodieren, aber mit 

unterschiedlichen Lokalisationen. Einmal kann dem Protein die Präsequenz fehlen 

und somit eine cytosolische PGDH (26934) translatieren. Oder dem Protein ist ein 

Signal- und Transitpeptid N-terminal vorgesetzt und die PGDH (45333) ist laut 

Signal- und Transitpeptid im periplastidären Raum (pps, periplastidic space) 

lokalisiert. Beide mRNA Sequenzen werden durch Expressed Sequence Tags (EST) 

unterstützt bei der Pennate P. tricornutum (Maheswari et al. 2005, Montsant et al. 

2005). In diesem Raum würde die PGDH Gluconat-6-Phosphat zu Ribulose-5-

Phosphat oxidieren, unter Abspaltung von CO2 und Regenerierung von NADP zu 

NADPH. Das Ribulose-5-Phosphat würde dann durch die beiden inneren 
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Membranen der Plastiden in das Stroma evtl. durch einen Translokator transportiert 

und stünde dort der PRK zur Verfügung.  

A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4: Modell des oxidativen und reduktiven Pentosephosphatwegs und verwandte 
Reaktionen in Phaeodactylum tricornutum (A) und Thalassiosira pseudonana (B). Zur 
Vereinfachung wurden die Membranen der Organellen reduziert, abgesehen von den Detailansichten 
der plastidären Membranen. pps: Periplastidärer Raum/periplastidic space. Die hochgestellten Zahlen 
an den Enzymen kennzeichnen die Anzahl der Isoenzyme im jeweiligen Kompartiment. 
Enzymabkürzungen: AL: Aldolase; FBA: Fruktose-1,6-bisphosphate Aldolase; FBP: Fruktose-1,6-
bisphosphatase; GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase; GPI: Glucose-6-Phosphat 
Isomerase; GPDH: Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase; PGL: Phospho-Gluconate Lactonase; PRK: 
Phosphoribulokinase; RUBISCO: Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase; PGDH: 6-
Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase, PGK: Phospho-Glycerat Kinase; RPI: Ribose-5-Phosphat 
Isomerase; RPE: Ribulose-Phosphat Epimerase; RPI: Ribose-5-Phosphate Isomerase; TKL: 
Transketolase; TAL: Transaldolase; TPI: Triose-Phosphat Isomerase; SBP: Seduheptulose-1,7-
bisphosphatase. 
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Bei P. tricornutum (38631) und T. pseudonana (10378) konnte jeweils ein 

kernkodiertes Gen für eine PGL gefunden werden, welche laut Signal- und 

Transitpeptid in den Plastiden lokalisiert sein müssten. Bei der T. pseudonana wurde 

außerdem noch ein kernkodiertes Gen identifiziert, welches eine RPI kodiert. Da 

dieses Protein keine Präsequenz aufweist, müsste dieses Protein im Cytosol 

lokalisiert sein. Für die plastidären PGLs von P. tricornutum und T. pseudonana und 

für die cytosolische RPI von T. pseudonana konnte kein Stoffwechselweg gefunden 

werden, in denen sie enzymatisch eingegliedert sein könnten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 5: Genlokalisation der Seduheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) und der Fruktose-1,6-
bisphosphatase (FBPase) in Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana 
vergleichend zu zwei Oomyceten. In den Diatomeen Phaeodactylum tricornutum (FBA4: 
42447,SBP: 56467, FBPC2: 42456, FBPC3: 31451, FBPC1: 42886), Thalassiosira pseudonana (SBP: 
3523, FBP: 256250, ALDO2: 21748) und den Oomyceten Phytophtora ramorum (FBP: 77241, FBP: 
94747) und P. sojae (FBP: 109566, FBP: 143601) sind die Genlokalisation der SBPase zu den 
FBPasen in Diatomeen und der FBPasen zur FBPasen in Oomyceten auf demselben Chromosom in 
unterschiedlicher Entfernung und Orientierung gelegen. Nur in P. tricornutum sind die FBPasen 
plastidär und zum reduktiven Pentosephosphatweg (RPP) gehörend. Die SBPase bei P. tricornutum 
und T. pseudonana sind vermutlich im oxidativen Pentosephosphatweg (OPP) eingebunden. Bei P. 
ramorum und P. sojae sind jeweils beide FBPasen in der Glukoneogenese eingebunden. Die 
cytosolische Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase (FBA: 42447) bei P. tricornutum ist eine Class-I 
Aldolase und in der Glukoneogenese physiologisch angesiedelt. Bei der T. pseudonana ist die 
plastidäre FBA eine Class-II Aldolase und zur RPP gehörend. Die angegebenen Zahlen sind der 
Abstand der Gene zueinander in Basenpaaren (bp). 
 

 

Interessanterweise sind bei P. tricornutum die cytosolische Seduheptulose-

1,7-bisphosphat (SBPase 56467) und die plastidären FBPasen (FBPC2 42456, 

FBPC3 31451, FBPC1 42886) auf demselben Chromosom in unterschiedlichen 

Orientierungen lokalisiert (siehe Abbildung 5). Zwischen den Genen der SBPase 

(56467) und der FBPC2 (42456) sind nur 537 Basenpaare (bp) und zwischen den 

Genen der FBPC2 und FBPC3 (31451) liegen nur 353 bp. Es kann sein, daß ein Gen 
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für FBPC2 oder FBPC3 durch eine Genduplikation des anderen Gens entstanden ist. 

Beide Proteine haben eine Homologie der Aminsosäuresequenz von mehr als 90%. 

Zwischen der FBPC3 und FBPC1 (42886) liegen aber 129.639 bp, eine Duplikation 

der Gene ist hier aufgrund der großen Distanz recht unwahrscheinlich. Auf 

demselben Chromosom in einiger Entfernung (18.241 bp) vor dem Gen der SBPase 

(siehe Abbildung 5) ist ein Gen, welche eine cytosolische FBA Class I (42447) 

kodiert. Dieses Protein ist in der Glukoneogenese physiologisch eingegliedert. Bei T. 

pseudonana ist auf einem Chromosom ein Gen für die cytosolische FBPase 

(256250) mit einem Abstand von mehr als 224.000 bp zu einem Gen der 

cytosolischen SBPase (3523). Es ist unwahrscheinlich, dass die beiden Gene 

voneinander abstammen könnten. In unmittelbarer Nähe (3322 bp) auf dem 

Chromosom zum Gen der cytosolischen FBPase (256250) ist ein Gen für eine 

plastidäre FBA Class II (21748), welche physiologisch zur RPP gehört. Die 

Möglichkeit, daß bei P. tricornutum die Gene der SBPase (56467) und der FBPC2 als 

eine zusammenhängende mRNA transkribiert und die SBPase somit ohne eigenes 

plastidäres Signal- und Transitpeptid in das Plastid mitgeschleust wird, konnte 

experimentell ausgeschlossen werden, da keine passende Transkripte gefunden 

wurden. Die FBPasen bei den Oomyceten P. ramorum und P. sojae sind 

wahrscheinlich Genduplikate, dafür spricht jeweils die kurze Distanz auf dem Genom 

(siehe Abbildung 5). Die Phytophtora hat die Plastiden wahrscheinlich sekundär 

wieder entlassen (Cavalier-Smith 1999, 2003). So sind nur noch die cytosolischen 

Proteine des OPP übriggeblieben, die für andere Stoffwechselwege gebraucht 

werden. So sind hier die cytosolischen FBPasen für die Glukoneogenese vorhanden, 

welche mit den cytosolischen FBPasen von P. tricornutum und T. pseudonana laut 

phylogenetischer Analyse zusammen auf einem Ast clustern (siehe Abbildung 13). 

Da sich die Oomyceten und Diatomeen als letzte sich voneinander evolutionär 

getrennt haben, sind sich auch die cytosolischen Enzyme am ähnlichsten.  

 Die SBPase bei P. tricornutum (56467) und bei T. pseudonana (3523) sind 

sehr verwandt (siehe Abbildungen 13 und 15). Die cytosolischen FBPasen bei P. 

tricornutum (23247) und T. pseudonana (33021) sind phylogenetisch mit den 

cytosolischen FBPasen von Phytophtora ramorum (77241, 94747) und P. sojae 

(109566, 143601) sehr verwandt. Es kann ein gemeinsamer genetischer Ursprung 

der Gene für die cytosolischen FBPasen konform der Endosymbiontentheorie nicht 

ausgeschlossen werden.  
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2.1.2 Regulationsproteine 
Der Calvin Zyklus ist in höheren Landpflanzen strikt reguliert, unter anderem 

auf enzymatischer Ebene durch das Ferredoxin/Thioredoxin-System (Buchanan und 

Balmer 2005, Ruelland und Miginiac-Maslow 1999). In P. tricornutum und in T. 

pseudonana konnten viele Gene für das Ferredoxin/Thioredoxin-System identifiziert 

werden (siehe Abbildung 6 A, B) (siehe Anhang Tabelle 1 und 2). Einmal konnte ein 

kernkodiertes Gen für die plastidäre Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) in P. 

tricornutum (50907) und in T. pseudonana (26405) identifiziert werden. Es wurden 

Gene für ein plastidäres TrxF (P. tricornutum 46280 und T. pseudonana 270230), für 

ein plastidäres TrxM (P. tricornutum 51357 und T. pseudonana 40293) und Gene für 

plastidäre TrxYs (P. tricornutum 33356, 43884 und T. pseudonana 22657, 30505, 

9699) identifiziert. Es konnten keine Gene für TrxX in P. tricornutum und T. 

pseudonana identifiziert werden. Weiter konnte ein kernkodiertes Gen für TrxO (P. 

tricornutum 31720 und T. pseudonana 27059) identifiziert werden. Diese Proteine 

haben ein mitochondrial gerichtetes Signal- und Transitpeptid. Außerdem konnten 

kernkodierte Gene für cytosolische NADPH abhängige Thioredoxin Reduktasen 

(NTRs) identifiziert werden (P. tricornutum 51055 und T. pseudonana 40200, 39754); 

dazu Gene für cytosolische TrxHs (P. tricornutum 56471und T. pseudonana 41697). 

Zusätzlich konnten Gene für NTRs identifiziert werden, die laut Signal- und 

Transitpeptide sehr wahrscheinlich das jeweilige Protein in den periplastidären Raum 

(pps, periplastidic space) lokalisieren (P. tricornutum 56519 und T. pseudonana 

270256). Ebenso konnten Gene für periplastidäre TrxHs identifiziert werden (P. 

tricornutum 48141, 56521 und T. pseudonana 29789, 5491, 270273) (siehe 

Abbildung 6 A, B). In P. tricornutum ist es nicht eindeutig, ob das Gen für die 

periplastidäre TrxH (48141, 56521) zwei verschiedene mRNA transkribiert, da das 

einzelne Gen zwei verschiedene Transkriptionsstartmöglichkeiten hat.  

 Es konnten kernkodierte Gene für das Glutaredoxin (Grx) identifiziert 

werden, deren Signal- und Transitsequenz in den Plastiden lokalisieren (P. 

tricornutum 43497, 39133 und T. pseudonana 270291, 270296, 3733, 270299, 

270300). Außerdem konnten kernkodierte Gene für cytosolische Grxs identifiziert 

werden (P. tricornutum 16854 und T. pseudonana 23837, 270295). Nur in P. 

tricornutum konnten zusätzlich verschiedene kernkodierte Gene für Grx identifiziert 

werden, die laut Signal- und Transitpeptide das jeweilige Proteine einmal 

mitochondrial (37615) und periplastidär (56497) lokalisieren (siehe Abbildung 6 A, B).  
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 Es konnten kernkodierte Gene für je eine cytosolische Glutathion-Synthase 

(GS) identifiziert werden (P. tricornutum 25876 und T. pseudonana 29212). Dazu 

konnten auch die kernkodierten Gene für cytosolische Glutathionreduktasen (GR) 

identifiziert werden (P. tricornutum 35819, 49167 und T. pseudonana 41433, 41979, 

26457) (siehe Abbildung 6 A, B).  

 Die zur Detoxifikation von ROS (Reactive Oxygen Species) notwendigen 

Peroxiredoxine (Prx) sind in P. tricornutum und T. pseudonana vorhanden. Es 

konnten Gene für Prxs identifiziert werden, die plastidär lokalisierende Signal- und 

Transitpeptide haben (P. tricornutum 46206, 21736 und T. pseudonana 3113). 

Weiter konnten kernkodierte Gene für Prx identifiziert werden, die periplastidär 

lokalisierende Signal- und Transitpeptide haben (P. tricornutum 56578 und T. 

pseudonana 1936). Kernkodierte Gene für Prx wurden identifiziert, die CER 

(chloroplastidäres ER) lokalisierende Signal- und Transitpeptide haben, gleichzeitig 

hat das jeweilige reife Protein C-terminal eine ER-Retentionssequenz (Apt et al. 

2002). Für das Prx von P. tricornutum (22388) ist die ER-Retentionssequenz KTEL 

und für das Prx von T. pseudonana (11178) ist die ER-Retentionssequenz KDEL 

(siehe Abbildung 6 A, B). Apt et al. (2002) konnten zeigen, daß die N-terminale 

Diatomeen ER-Retentionssequenz (hier: DDEL) ein eGFP-Fusionsprotein (Signal- 

und Transitpeptid fusioniert an ein eGFP Protein) eindeutig in das ER transportieren 

ließ. Diese N-terminale ER-Retentionssequenz hat eine höhere Auswirkung auf die 

Lokalisation des Proteins, als das plastidäre Signal- und Transitpeptid. Nur in P. 

tricornutum konnten kernkodierte Gene für mitochondriale Prxs (38534, 56580) 

identifiziert werden. Hingegen nur in T. pseudonana konnten kernkodierte Gene für 

cytosolische Prxs (270261, 270271/270263) identifiziert werden. Bei einem Gen für 

die cytosolische Prx (270271/270263) gibt es zwei Transkriptionsmöglichkeiten, die 

von EST unterstützt werden.  
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Abb. 6: Lokalisation der Regulationsfaktoren des Calvin Zyklus in Phaeodactylum tricornutum 
(A) und Thalassiosira pseudonana (B).. Die hochgestellten Zahlen an den Proteinen symbolisieren 
die Isoformen in den jeweiligen Kompartimenten. Zur Vereinfachung wurden die 
Organellenmembranen reduziert, bzw. im vergrößerten Ausschnitt genau wiedergegeben. ER: 
endoplasmatisches Retikulum. pps: periplasmatischer Raum. Thioredoxin (Trx) Typ O/H/Y/M/F. 
Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) und NADPH abhängige Thioredoxin Reduktase (NTR). 
Peroxiredoxin (Prx). Glutaredoxin (Grx). Glutathion Reduktase (GR). CP12 Protein (CP12). 
 

Nur in T. pseudonana konnte ein kernkodiertes Gen für das plastidäre CP12 Protein 

(270287) identifiziert werden (Boggetto et al. 2007) (siehe Abbildung 6 B).  

 

2.2 Lokalisationsexperimente 
 Um experimentell die Lokalisation von Proteinen zu ermitteln, kann an einem 

grün fluoreszierendem Protein (eGFP, enhanced green fluorescent protein) die zu 

untersuchende Präsequenz (Signal- und Transitpeptid) N-terminal anfusioniert 

werden. Diese fusionierte Nukleotidsequenz wird in transformierte P. tricornutum 

(siehe Material und Methoden) transkribiert und translatiert, anschließend wird das 

Fusionsprotein dorthin transportiert, wie es die Präsequenz vorgibt (Kilian und Kroth 

2005, Gruber et al. 2007). Alle Fusionsexperimente mit eGFP wurden mit 

Präsequenzen (Signal- und Transitpeptid) von Proteinsequenzen ausschließlich von 

P. tricornutum durchgeführt.  

Die Präsequenzen von vier kernkodierten FBPasen (FBPC1 42886, FBPC2 

42556, FBPC3 31451 und FBPC4 54279) (siehe Abbildungen 7 A) ließen das eGFP 

in den Plastiden lokalisieren, da die die Fluoreszenz vom eGFP mit der Position vom 

Chlorophyll Autofluoreszenz übereinstimmt (siehe Abbildung 8 A). Die kernkodierte 

FBPase (23247), zur Glukoneogenese gehörend, ist im Cytosol (siehe Abbildung 7 
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B) lokalisiert, weil dieses Protein keine Präsequenz hat. Für das Fusionsprotein 

wurden mehr als 200 Aminosäuren der FBPase an das eGFP fusioniert. Das eGFP-

Fusionsprotein ist im Cytosol lokalisiert, weil die Fluoreszenz vom eGFP nicht mit der 

Chlorophyll Autofluoreszenz übereinstimmt (siehe Abbildung 8 B). Die Präsequenz 

der kernkodierten PGL (38631) (siehe Abbildung 7A) ließ das eGFP in den Plastiden 

lokalisieren, weil die Fluoreszenz vom eGFP mit der Position der Chlorophyll 

Autofluoreszenz (siehe Abbildung 8 A) übereinstimmt. Die kernkodierte SBPase 

(9583), welche keine Präsequenz hat (siehe Abbildung 7 A), ist im Cytosol lokalisiert 

(siehe Abbildung 7B). Die eGFP Fluoreszenz ist im Cytosol lokalisiert und korreliert 

nicht mit der Chlorophyll Autofluoreszenz (siehe Abbildung 8 B).  

 Von einigen Proteinen des Ferredoxin/Thioredoxin-Systems wurden die 

Präsequenzen an eGFP fusioniert. Die kernkodierten NTR (51055) und TrxH (56471) 

haben keine Präsequenz. Bis zu 55 Aminosäuren der reifen Proteine wurden an 

eGFP fusioniert (siehe Abbildung 9 A) und weil die Fluoreszenz vom eGFP das 

Cytosol ausfüllt und nicht mit der Position der Chlorophyll Autofluoreszenz korreliert 

(siehe Abbildung 10 A), sind die NTR und TrxH cytosolisch. Die kernkodierten FTR 

(50907), TrxF (46280), TrxM (51357) und TrxY (33356) haben eine Präsequenz 

(siehe Abbildung 9 B) mit der signifikanten Aminosäuren-Sequenz (ASA-FAP) von 

einem Alanin (A) am Ende des Signalpeptides und ein Phenylalanin (F) am Anfang 

des Transitpeptides (Gruber et al. 2007, Kilian und Kroth 2005). Diese Aminosäuren 

in der Präsequenz sind ein starker Hinweis darauf, das das Protein plastidär 

lokalisiert ist. Die Proteine FTR, TrxF, TrxM und TrxY sind in den Plastiden lokalisiert, 

weil die  jeweiligen Präsequenzen am eGFP in den Plastiden lokalisieren, die eGFP 

Fluoreszenz stimmt eindeutig mit der Position der Chlorophyll Autofluoreszenz 

überein (siehe Abbildung 10 B). Das TrxO (31720) hat eine Präsequenz (siehe 

Abbildung 9 C), welche das eGFP in das Mitochondrium-Netzwerk lokalisieren lässt, 

weil die Fluoreszenz vom eGFP eindeutig über der Chlorophyll Autofluoreszenz liegt 

(siehe Abbildung 10 C), aber nicht dieselbe Dimension wie die Chlorophyll 

Autofluoreszenz hat.  
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A) plastidär 
 
FBPC1:eGFP (42886) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MEKWGFSRGQVPLLLSVVALSFVLLPTTNSFQTSTGQSQPQRLPASSASLYMSDPLAGPSAKRAPLQRKKDLKQF 
76      80        85        90        95        100       105       110       115       120       125       130       135       140       145       150 

SRFLEVECWKRAELRDLEPVLASVAEACRQINRIVQRAQTDDIYGVAVKIDGSPLDDTNVQGEVQQKLDVLCNTI 
151     155       160       165       170       175       180 

MLRAFCGSSRSVHSVASEEEDEPRCCSDVp:eGFP 
 
FBPC2:eGFP (42456) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65  

MKIALLPVVFSAISVRAFLPTRPSPATQYFRYGPRLATASLSQAAGAAVSKAPVFDEVCETTGVTLTp:eGFP 
 
FBPC3:eGFP (31451) 
01      05        10        15         20        25        30        35        40        45        50        55        60        65 

MMFILKSPALWLLLYPVVAFTAARTNSIRPTAALSVFDLSSVEAVPSRKTKAPIFDEVCDTTGVTLp:eGFP 
 
FBPC4:eGFP (54279) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MGRGVIIFCVKNFAVWLLIITSAVSIQAWIPLPFSATVKARIDSTTLFFSRYKTPLYHGGNEESYGPPAPAVDSR 
76      80        85     

YYTYVEAPVQSSp:eGFP 
 
PGL:eGFP (38631) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45       

MIACSTNIRNLQLFLCLTWTTLCHGFVPSPIPRSEAFLQLLAHKp:eGFP 
 
B) cytosolisch 
 
FBP:eGFP (23247) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MSYTRDHDLVILLNAIATSCKLITSAVQRAGVAKLYGLAGEVNSTGDDQKKLDVLSNDMMINALVNSGVCCVLVS 
76      80        85        90        95        100       105       110       115       120       125       130       135       140       145       150 

EENEEPIIVPPGKAGKYCVAFDPLDGSSNIDCNVSVGTIFSVYERKPGSNGSAEDLLRSGADCICAGYVVYSSAV 
151     155       160       165       170       175       180       185       190       195       200       205       210       215       220       225 

EMVFTFRGSDVHGFCLDSTIGEFVHTREKMVFPAEGGKRIYSCNEGNANNWDQPIKDACDHFRDSEQPYTARYVG 
230 

Sp:eGFP 
 
SBP:eGFP (9583) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MPEAASGKTASERQEDYKTANSYGASSSSFYTTEEKKESYEALADVLGSKCMDETLRICITDMLDVCADITEALR 
76      80        85        90    

TALVTVEGNKNDFGDp:eGFP 
 
 
DICK: vorhergesagtes Signalpeptid durch SignalP´s Hidden Markov Modelle, UNTERSTRICHEN: 
geschätztes Transitpeptiddomaine, KURSIV: reifes Protein, Kleinbuchstabe: fusioniertes Prolin 
durch den Vektor, GRAU: konserviertes Motiv für die Signalpeptidtrennungsregion, SCHWARZ: eGFP 
(enhanced green fluorescent protein) 
 

 
Abb. 7: Präsequenzen von Proteinen von Phaeodactylum tricornutum fusioniert an enhanced 
green fluorescent protein (eGFP) exprimiert in P. tricornutum. A) FBPC1 bis FBPC4: Fruktose-
1,6-bisphosphatase C1 bis C4, PGL: Phospho-Gluconate Lactonase. B) FBP: Fruktose-1,6-
bisphosphatase, SBP: Seduheptulose-1,7-bisphosphatase. Die Protein ID ist als Zahl in Klammern 
angegeben. 
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A) plastidär 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge  
 FBPC1 

FBPC4 

FBPC2 

FBPC3 

PGL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) cytosolisch 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge  
 FBP  

SBP 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 8: Lokalisation des Präsequenz:eGFP Fuionsproteins exprimiert in Phaeodactylum 
tricornutum. A) Wildtyp Präsequenzen von plastidären Proteinen (FBPC1 bis FBPC4: Fruktose-1,6-
bisphosphatase C1 bis C4, PGL: Phospho-Gluconate Lactonase) von P. tricornutum führt zum Import 
des eGFP in das Plastid. B) Wildtyp cytosolische Proteine (FBP: Fruktose-1,6-bisphosphatase, SBP: 
Seduheptulose-1,7-bisphosphatase) von P. tricornutum lassen das eGFP im Cytosol auftreten. 
Normanski differential interference contrast (DIC), rote Chlorophyll Autofloureszenz, grüne eGFP 
Fluoreszenz und zusammengelegte (Merge) Bilder sind von links nach rechts gezeigt, die Maßeinheit 
entspricht 10 µm. 
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A) cytosolisch 
 
NTR:eGFP (51055) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        

MAAAKEAAALGAKVACLDFVKPSPAGTTWGLGGTCVNVGCIPKKLFHIGSLLHESVRKp:eGFP 
 
TrxH:eGFP (56471) 
01      05        10        15        20        25        30         

MVKHLESMDDFNTMLETSKTKLVVVDFTAp:eGFP 
 
B) plastidär 
 
FTR:eGFP (50907) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40         

MKVFLSFVALLVLPLTQAFMPVSKPSFGRVGGTVYMAKEMp:eGFP 
 
TrxF:eGFP (46280) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MMQQQQQRXQQHAAQRXXGVGTILLSLWFVPAATAFAPSTLLAFRTQTPVVTTIAKVARTPLTLSAVVDIGSESA 
76       

FDQT:eGFP 
 
TrxM:eGFP (51357) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55        60        65        70        75 

MYRAQQYFLSRTLFIHYAIILVLTRYCSAFCSLEPVLRPSRWISNRSKSLTLLNTIAWTPRPSKTSPRLSMAVGK 
76      80        85        90        95        100         

TGGKLIETVEEYTSIVLEMESQKPVMVFp:eGFP 
 
TrxY:eGFP (33356) 
01      05        10        15         20        25        30        35        40        

MRSFMAAFLCFMTAAEAFVHCKQNSRTLGLRSVAFFRSEGVLWp:eGFP 
 
C) mitochondrial 
 
TrxO:eGFP (31720) 
01      05        10        15        20        25        30        35        40        45        50        55              

MSTTIAMIALRPSFRRVTALTGVTRRSMSVITLSDQEAVEKFKTINSKTVCYFTp:eGFP 
 
 
DICK: vorhergesagtes Signalpeptid durch SignalP´s Hidden Markov Modelle, UNTERSTRICHEN: 
geschätztes Transitpeptiddomaine, KURSIV: reifes Protein, Kleinbuchstabe: fusioniertes Prolin 
durch den Vektor, GRAU: konserviertes Motiv für die Signalpeptidtrennungsregion, SCHWARZ: eGFP 
(enhanced green fluorescent protein) 
 

 
Abb. 9: Präsequenzen von Proteinen von Phaeodactylum tricornutum fusioniert an enhanced 
green fluorescent protein (eGFP) exprimiert in P. tricornutum. A) NTR: NADPH abhängiges 
Thioredoxin Reduktase, TrxH: Thioredoxin Typ H. B) FTR: Ferredoxin Thioredoxin Reductase, 
TrxF/M/Y. Thioredoxin Typ F/M/Y. C) TrxO: Thioredoxin Typ O. Die Protein ID ist als Zahl in 
Klammern angegeben. 
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A) cytosolisch 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge  
 

NTR 

TrxH 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) plastidär 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge  
 FTR 

TrxF 

TrxM 

TrxY 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C) mitochondrial 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge  
 TrxO  
 
 
 
 
 

 
Abb. 10: Lokalisation des Präsequenz:eGFP Fuionsproteins exprimiert in Phaeodactylum 
tricornutum. A) Wildtyp cytosolische Proteine (NTR: NADPH abhängige Thioredoxin Reductase, 
TrxH: Thioredoxin Typ H) von P. tricornutum lassen das eGFP im Cytosol auftreten. B) Wildtype 
Präsequenzen von plastidären Proteinen (FTR: Ferredoxin Thioredoxin Reductase, TrxF/M/Y: 
Thioredoxin Typ F/M/Y) von P. tricornutum führen zum Import des eGFP in das Plastid. C) Wildtyp 
Präsequenzen von mitochondrialen Proteinen (TrxO: Thioredoxin Typ O) von P. tricornutum. 
Normanski differential interference contrast (DIC), rote Chlorophyll Autofloureszenz, grüne eGFP 
Fluoreszenz und zusammengelegte (Merge) Bilder sind von links nach rechts gezeigt, die Maßeinheit 
entspricht 10 µm. 
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“blob like structure” 
 
PGDH:eGFP (45333) 
01      05        10        15        20        25         

MFLTILLFAAFCTTTLESIQTLSTNEIp:eGFP 
 
TrxH:eGFP (48539) 
01      05        10        15        20         25        30        35        40        45      

MRSYLLVAAVMLYGTFMTGDAVQGPAPATKAPSSCAAVDDTTLFGVp:eGFP 
 
 
DICK: vorhergesagtes Signalpeptid durch SignalP´s Hidden Markov Modelle, UNTERSTRICHEN: 
geschätztes Transitpeptiddomaine, KURSIV: reifes Protein, Kleinbuchstabe: fusioniertes Prolin 
durch den Vektor, GRAU: konserviertes Motiv für die Signalpeptidtrennungsregion, SCHWARZ: eGFP 
(enhanced green fluorescent protein) 
 

 
Abb. 11: Präsequenzen von Proteinen von Phaeodactylum tricornutum fusioniert an enhanced 
green fluorescent protein (eGFP) exprimiert in P. tricornutum. PGDH: 6-Phospho-Gluconolactone 
Dehydrogenase, TrxH: Thioredoxin Typ H. Die Protein ID ist als Zahl in Klammern angegeben. 
 

 
“blob like structure” 
 

               DIC            Chlorophyll               eGFP             Merge 
 

TrxH 

PGDH  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 12: Lokalisation des Präsequenz:eGFP Fusionsproteins exprimiert in Phaeodactylum 
tricornutum. Wildtyp Präsequenzen von periplastidären (blob like structure) Proteinen (PGDH: 6-
Phospho-Gluconolactone Dehydrogenase, TrxH: Thioredoxin Typ H) von P. tricornutum führt zum 
Import des eGFP in den periplastidären Raum. Normanski differential interference contrast (DIC), rote 
Chlorophyll Autofloureszenz, grüne eGFP Fluoreszenz und zusammengelegte (Merge) Bilder sind von 
links nach rechts gezeigt, die Maßeinheit entspricht 10 µm. 
 

 

Wenn Fusionsproteine (Signal- und Transitpeptid eines Proteins fusioniert an eGFP) 

punktförmige Fluoreszenzen im, bzw. an den Plastiden erzeugen und nicht auf einer 

Dimensionsebene mit der Chlorophyll Autofluoreszenz liegen, wird dies als „blob like 

structure“ bezeichnet (Kilian und Kroth 2005). Gould et al. (2006b) interpretieren die 

Lokalisation der „blob like structure“ so, daß die Fusionsproteine im periplastidären 

Raum (pps, periplastidic space) akkumulieren. Gould et al. (2006a) haben eine 
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Präsequenz von einer kernkodierten plastidären UGG-Transferase (Protein für 

Stärkesynthese) von einer Cryptophyte an eGFP fusioniert. Da die Cryptophyten im 

periplastidären Raum unter anderem mit Hilfe von UGG-Transferase Stärke 

synthetisieren, muss dieses Protein oder das Fusionsprotein im periplastidären 

Raum (pps) lokalisiert sein. Die Fluoreszenz dieses Fusionsprotein ergab „blob like 

structure“. Rückschließend kann man sagen, das „blob like structure“ ein starker 

Indiz für periplastidär lokalisierte Proteine sind. Wie genau diese Akkumulation im 

pps funktioniert, muß noch geklärt werden (Gruber et al. 2007).  

 Die jeweiligen Präsequenzen der kernkodierten PGDH (45333) und TrxH 

(48539) (siehe Abbildung 11) am eGFP-Fusionsprotein lassen die Fluoreszenz des 

eGFP als “blob like structure” erscheinen. Die Fluoreszenz des eGFP liegt über der 

Position der Chlorophyll Autofluoreszenz (siehe Abbildung 12). Die PGDH (45333) 

und TrxH (48539) sind nach Gould et al. (2006a und 2006b) im pps lokalisiert. 

 

2.3 Phylogenetische Analysen und Vergleich der Aminosäurensequenzen 
 

2.3.1 Calvin Zyklus Enzyme 
In der phylogenetischen Analyse der kernkodierten Fruktose-1,6-

Biphosphatasen (FBPasen) von P. tricornutum und T. pseudonana (siehe Abbildung 

13) ist die Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase als Outgroup mit einem Bootstrap von 

100 gut unterstützt. Die FBPase der Glaucophyte Cyanophora paradoxa (cyano) ist 

basal zu den anderen FBPasen. Die frühe phylogenetische Trennung ist mit einem 

Bootstrap von 99 unterstützt. Die cytosolischen FBPasen gruppieren zusammen auf 

einen gemeinsamen Teilast mit einer Bootstrap Unterstützung von 82, inklusive der 

cytosolischen FBPasen von P. tricornutum (23247) und T. pseudonana (256250). Die 

cytosolischen FBPasen von P. tricornutum und T. pseudonana gruppieren wiederum 

zusammen mit FBPasen von anderen Heterokonten, Dinoflagellaten und Eugleniden. 

Die plastidären FBPasen von P. tricornutum (C1 42886, C2 42456, C3 31451, C4 

54279) und T. pseudonana (25437, 5601) gruppieren an drei verschiedenen Stellen 

innerhalb des Astes der plastidären FBPasen. Die plastidären FBPasen von P. 

tricornutum (C2 42456, C3 31451) gruppieren miteinander mit einer Bootstrap 

Unterstützung von 100. Diese beiden FBPasen haben funktionelle Cysteine in der 

konservierten Region im richtigen Abstand zueinander (Ruelland und Miginiac-

Maslow 1999) (siehe Abbildung 14). Durch diese Cysteine können die FBPasen sehr 

wahrscheinlich durch Thioredoxin Type F (TrxF) reduziert werden. Die regulierbaren 
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plastidären FBPasen haben eine strikte Affinität zu TrxF (Collin et al. 2003). Die 

plastidären FBPasen von P. tricornutum (C1 42886, C4 54279) und T. pseudonana 

(5601, 25437) sind zueinander phylogenetisch sehr verwandt (siehe Abbildung 13) 

(Reyes-Prieto und Bhattacharya 2007). Die plastidären FBPasen sind nicht weiter 

aufschlüsselbar, da zu wenige Sequenzen vorhanden sind.  

In der phylogenetischen Analyse der kernkodierten cytosolischen 

Seduheptulose-1,7-Bisphosphatasen (SBPase) von P. tricornutum (9583) und T. 

pseudonana (3523) ist die Outgroup der FBPasen mit einem Bootstrap von 100 gut 

unterstützt (siehe Abbildung 15) (Reyes-Prieto und Bhattacharya 2007). Die 

SBPasen der Viridiplantae, Rotalgen und Chlorarachniophyten clustern zusammen 

mit einer Bootstrap Unterstützung von 100. Diese trennen sich von den anderen 

SBPasen. Die SBPase von P. tricornutum (9583) gruppiert zusammen mit SBPasen 

von Viridiplantae und Cryptophyten mit einer guten Boostrap Unterstützung. Die 

SBPase von T. pseudonana (3523) gruppiert nicht mit der SBPase von P. 

tricornutum. Für weitere phylogenetische Aussagen fehlen weitere Sequenzen.  

In der phylogenetischen Analyse der Phosphogluconat Lactonasen (PGL) 

haben die plastidären PGLs von P. tricornutum (10378) und T. pseudonana (38631) 

eine frühe Trennung zu den anderen PGLs mit einer guten Bootstrap Unterstützung 

von 100. Sie bilden ein Schwesterast mit einer Sequenz von einer Grünalge (siehe 

Abbildung 16). Die cytosolischen PGLs (P. tricornutum 31882 und T. pseudonana 

5080) clustern auf einen separaten Ast mit PGLs von Rotalgen, Oomyceten und 

Pilzen phylogenetisch zusammen mit einer Bootstrap Unterstützung von 87. Dieser 

Subast trennt sich zu PGLs von Viridiplantae (siehe Abbildung 16).  

In der phylogenetischen Analyse der 6-Phospho-Gluconolacton 

Dehydrogenase (PGDH) haben die Sequenzen den Viridiplantae und 

Cyanobakterien eine basale Stellung. Die periplastidäre PGDH (45333) und die 

26934) sind zwei verschiedene Sequenzen aus demselben Gen, da zwei 

verschiedene Transkriptionsmöglichkeiten bestehen. Deswegen haben diese 

Splicevarianten eine Bootstrap Unterstützung von 100. Die beiden cytosolischen 

PGDHs von T. pseudonana (33343, 3900) sind von zwei verschiedene Gene und 

clustern mit einer Bootstrap Unterstützung von nur 56. Die PGDHs von P. tricornutum 

und T. pseudonana clustern zuerst mit Sequenzen von Oomyceten mit einer 

Bootstrap Unterstützung von 85 und dann zu Sequenzen von Apicomplexa mit einer 

Bootstrap Unterstützung von 76.  
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Abb. 13: Phylogenetische Analyse von Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBPase). Maximum 
Likelihood Baum mit angegebenen Boostrap Value über 50. Es wurden 64 Sequenzen mit 495 
Aminosäurepositionen zur Berechnung verwendet. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen das 
Verwandtschaftsfeld der Proteine. Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. 
Abkürzungen für die Organismen: Amphidinium carterae (amphi), Arabidopsis thaliana (at), 
Aspergillus sp. (asp), Aureococcus anophagefferens (aureo), Bigelowiella natans (big), Candida 
albicans (candida), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Cyanidioschyzon merolae (cyam), 
Cyanophora paradoxa (cyano), Euglena gracilis (eug), Galdieria sulphuraria (gald), Guillardia theta 
(guill), Isochrysis galbana (iso), Karenia brevis (kareni), Lactuca sativa (lactuca), Magnaporthe grisea 
(magna), Musa sp. (musa), Neurospora crassa (neuro), Oryza sativa (indica cultivar-group) (orin), 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Oryza sativa (orsa), Phaeodactylum tricornutum (pt), 
Phytophtora ramorum (phyr), Phytophtora sojae (phys), Pisum sativum (pisu), Populus trichocarpa 
(popu), Saccharomyces cerevisiae (sacch), Solanaum tuberosum (sola), Spinacia oleracea (spin), 
Thalassiosira pseudonana (thaps), Triticum aestivum (tri), Ustilago maydis (ustil), Yarrowia lipolytica 
(yarrow). Viridiplantae: Grünalgen und Landpflanzen, RdA: Red Algae.  
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ptp_42886__FLEVECWKRAELRDLEPVLASVAEACRQINRIVQ-RAQTDDIYGVAVKIDGSPLDDTNVQG- 

? 

thp_25437__FLEVECWKLPSLRNLDRTLLGVSDACKQINRIVQ-RAQTDDLYGAAVDPLTGLQADTNVQG- 
ptc_23247__----FVMSYTRDHDLVILLNAIATSCKLITSAVQ-RAGVAK--------LYGLAGEVNSTG- 
thc_256250_----YVMQNTKDHELTILLNTLATSFKLISSAVG-RAGVAQ--------LYGLAGEVNSTG- 
ptp_42456__FMNEVATLNPDLKELTTLFGAIDTACKAISNLVK-RSQLPSSD------TLGLEGTLNVQG- 
ptp_31451__FMTEVSLLNPEIEELTTLFGAIETACKAIANLVK-RSPLPSSD------TLGLQGEINVQG- 
pea_P46275_WLLQQEQKGIIDAELTIVLSSISMACKQIASLVQ-RANISN--------LTGTQGAVNIQG- 
ptp_54279__FLSDAVKENAELRDLESLFMGIQMACKTIASLVN-RAGLVYS-------ITEDIRDDITDG- 
thp_5601___WLSAKVQDYPELRDMESLHLSIQMACKTISNLIHSSSGIAPT-------KPPSTTNTNSNNP 
 
ptp_42886__--EVQQKLDVLCNTIMLRAFCGSSR-SVHSVASEEED---EPRCCSDVMNDSAFAVGN---- 
thp_25437__--EVQQQLDVLCNTLMLRAFCGASNNVICAVASEEEP---LPRSCAD--------SGE---- 
ptc_23247__--DDQKKLDVLSNDMMINALVNSGV--CCVLVSEENE---EPIIVPPG------KAGK---- 
thc_256250_--DDQKKLDVMSNDMMINALVNSGV--CCVLVSEENE---EPIVVPAD------KAGK---- 
ptp_42456__--EDQKKLDVITNDLLKRALRFTGR--LGVLASEEED---VPVDLLRS------GLHNRGS- 
ptp_31451__--EDQKKLDVIANDILKRALRFTGR--LGVLASEEED---TPVDLMPR------DPSTK--- 
pea_P46275_--EDQKKLDVISNEVFSNCLRSSGR--TGIIASEEED---VAVAVEES------YSGN---- 
ptp_54279__RFYSMKRLDHLSTVVLKNALKYTGKCEVLAPKSRLDN--ESPAQHQPGVLIAKSMDSN---- 
thp_5601___RDNSMKRLDQISKNVLQNALRFTGRLRVVEAARNENNDEEGPADHQPGVTIAYALDQYGLGK 
 
ptp_42886__----------------------FIAVFDPLDGSKNIDASLPVGSIFGIYKKIP--------G 

1. Cys 

thp_25437__----------------------YVAVFDPIDGSKNIDSSLPVGTVFGIYRSPE--------G 
ptc_23247__----------------------YCVAFDPLDGSSNIDCNVSVGTIFSVYERKP--------G 
thc_256250_----------------------FCVAFDPLDGSSNIDCNVSVGTIFSVYEKK---------- 
ptp_42456__-------------EILIEEGEKYVAVFDPLDGSSNVDAGIPTGTIIGVYEHDE-SCNTNLEC 
ptp_31451__-------------KVLIDEGEKYVAVFDPLDGSSNVDAGIPTGTIIGIYEHDE-TCKIDPDA 
pea_P46275_----------------------YIVVFDPLDGSSNLDAAVSTGSIFGIYSPND-ECLPDFGD 
ptp_54279__----------------------YVACLDPLDGSGNADASICTGTVFGVFEKETSTGISLWKK 
thp_5601___DGARKKASMSGGENKKWGNTRRLAACFDPLDGSGNADAAICTGTVFGVFDAD--AGFKGGES 
 
ptp_42886__KSVDD----------QTFLQDGSGLVAAGYCLFSATTVLVLTLGSG-VDGFTLDPDTGRFLH 
thp_25437__VKVGKDG-----WSLDSFLQRGTKMVAAGYCLYSATTVLVLTLGSG-VHGFTLDPDKQTFLQ 
ptc_23247__-SNGSAE---------DLLRSGADCICAGYVVYSSAVEMVFTFRGSDVHGFCLDSTIGEFVH 
thc_256250_--DGNVN---------DLLRSGADCLCAGYCCYSSATELVFTFQGGTVEGFCLDPTIGEFVH 
ptp_42456__TPEECTE--QEAQCLANTLQPGTNLVAAAYCLYSSSTFFALTLGNG-VYIFTLDETIGEFIL 
ptp_31451__LEEDRTK--QENLCLANTLQPGTNLVAAAYCLYSSSTFLVLTLGAG-TYGFTLDETIGEFVL 
pea_P46275_DSDDNTLGTEEQRCIVNVCQPGSNLLAAGYCMYSSSVAFVLTIGKG-VFVFTLDPLYGEFVL 
ptp_54279__SREDRDR-----ELVDSVLQPGKNMRAAGYCLYSSATVLVFTLGES-VQGFTLDPQMQEFVL 
thp_5601___PDLGDEK-----SLVRAVLQPGNKLLAAGYCLYSSTTILVFSLGGG-THGFTLDPNLNEFVL 

3. Cys 2. Cys 

 
ptp_42886__THQDIRIPSSG--PIYSFNEANFKDFDPPVKHFLNALKEGSSSTGIRSNARYIGALVADVHN 
thp_25437__THPNMRIPDSG--SLYSFNEANSREFSEPVQKFLEKMKEAGKIGGKKISSRYVGALVADVHN 
ptc_23247__TREKMVFPAEGGKRIYSCNEGNANNWDQPIKDACDHFRD----SEQPYTARYVGSMVADIHR 
thc_256250_TRINMRFPEDGGKRIYSCNEGNFVHWDQPIKDAVEAFKS----SEKPYSARYVGSMVADIHR 
ptp_42456__SKPSVQIPESS--SIYSFNEAKLEMWDEPMRKTVNSWREGTGKSGKIFSSRYIGSMVGDVHR 
ptp_31451__SHPNIKIPECS--SIMSFNEANTPSWDRPLQDTFAKWRTGTGKSGKKFSSRYIGSMVGDVHR 
pea_P46275_TQENLQIPKSG--EIYSFNEGNYKLWDENLKKYIDDLKE-PGPSGKPYSARYIGSLVGDFHR 
ptp_54279__THPDLTIPKRG--SVYSCNEANSEGWDDAYNSYLRNLKTGKGETGKRYAHRYVGSMVGDIHR 
thp_5601___THPNMRIPNRG--SIYSCNEAYSEGWDDNFKRYLKTLKTGKGQTGQRYTQRYIGSMVGDVHR 
 
ptp_42886__VLINGGIYGYPST-RANRNGKLRLLYESAPMAMILEQAGGAGSTG-----RGRILDVVATK- 
thp_25437__VLINGGIYGYPST-RDNPSGKLRLLYESAPMAMIMEQAGGAGSTG-----YGRILDMMERKG 
ptc_23247__TILYGGIYMYPAD-AKSPKGKLRLLYEGIPMAMIIEQAGGVASTGFFNGKIQRVLDLVPDE- 
thc_256250_TLLYGGIYIYPAD-KKSPKGKLRCLYEGIPMALIIEQAGGIASTGLFEGKIGRVVELTPDA- 
ptp_42456__TLLYGGVFGYPAD-NENPIGKLRLLYEAAPMSFIMEQAGGISTTG-----MQRVMEIQPLM- 
ptp_31451__TLLYGGVFGYPGD-KKNPNGKLRLLYEGAPMSFIMEQAGGLSTTG-----TQRVMEISPDT- 
pea_P46275_TLLYGGIYGYPRD-KKSKNGKLRLLYECAPMSFIVEQAGGKGSDG-----HQRVLDIQPTE- 
ptp_54279__TLLYGGIFAYPADRLEHPDGNLQLLYKAAPMAYIVHTAGGKAIDGR----SGSLLEVRPDR- 
thp_5601___TLTYGGIFCCPSDTEVNHKGNLQLVYKSAPMAYIIEHAGGKSTNG-----TVNLLEVEPKQ- 
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ptp_42886__IHQRIPTFLGSIENV 
thp_25437__IHVRVPTFLGSVENV 
ptc_23247__IHAKCPIIMGGKRDV 
thc_256250_IHCKCPIIMGGPRDV 
ptp_42456__VHQRVPVIMGSKNDV 
ptp_31451__VHQRVPIIMGSRQDV 
pea_P46275_IHQRVPLYIGSTEEV 
ptp_54279__VHQKSPCFIGSYDDV 
thp_5601___VHERSPCFMGSADDM 
 
Abb. 14: Vergleich der Aminosäurensequenz von Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBPase) von 
Pisum sativum zwischen Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana. Die 
konservierten Regionen des aktiven Zentrums mit den wichtigen Cysteinen wurden gelb unterlegt. 
Als Referenz für die regulierten Enzyme wurde die FBPase (P46275) aus Pisum sativum (pea) 
genommen (Ruelland und Mirginiac-Maslow 1999). Die notwendigen Cysteine für eine Regulation 
über das Thioredoxin Typ F (1. und 2. Cystein) wurden rot eingekreist. Das Cystein, welche fast alle 
FBPasen N-terminal haben (versehen mit ?), könnte evtl. für eine Glutathionylierung notwendig sein. 
Die FBPasen aus P. tricornutum (pt) und T. pseudonana (th) sind entweder plastidär (p) oder 
cytosolisch (c). Die jeweiligen Prot ID sind dahinter geschrieben.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 15: Phylogenetische Analyse von Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBPase). Maximum 
Likelihood Baum mit angegebenen Boostrap Value über 50. Es wurden 30 Sequenzen mit 439 
Aminosäurepositionen zur Berechnung verwendet. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen das 
Verwandtschaftsfeld der Proteine. Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. 
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Abkürzungen für die Organismen: Alexandrium tamarense (alexa), Arabidopsis thaliana (at), 
Bigelowiella natans (big), Campylobacter sp. (campylo), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), 
Cyanidioschyzon merolae (cyam), Cyanophora paradoxa (cyanoph), Galdieria sulphuraria (gald), 
Glaucocystis nostochinearum (glauco), Griffithsia okiensis (griff), Guillardia theta (guill), Magnaporthe 
grisea (magna), Mesostigma viridae (meso), Neurospora crassa (neuro), Oryza sativa (indica cultivar-
group) (orin), Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Ostreococcus tauri (ostreo), Phaeodactylum 
tricornutum (pt), Physcomitrella patens (physcomi), Spinacia oleracea (spin), Sulfurimonas 
denitrificans (sulfu), Tetrahymena thermophila (tetra), Thalassiosira pseudonana (thaps), Triticum 
aestivum (tri), Wolinella succinogenes (woline). Viridiplantae: Grünalgen und Landpflanzen, RdA: Red 
Algae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 16: Phylogenetische Analyse von Phosphogluconat Lactonase (PGL). Maximum Likelihood 
Baum mit angegebenen Boostrap Value über 50. Es wurden 33 Sequenzen mit 400 
Aminosäurepositionen zur Berechnung verwendet. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen das 
Verwandtschaftsfeld der Proteine. Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. 
Abkürzungen für die Organismen: Anabaena variabilis (ana), Arabidopsis thaliana (at), Aspergillus sp. 
(asp), Brassica sp. (brassica), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Cyanidioschyzon merolae (cyam), 
Guillardia theta (guill), Neurospora crassa (neuro), Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Oryza 
sativa (orsa), Ostreococcus tauri (ostreo), Phaeodactylum tricornutum (pt), Physcomitrella patens 
(physcomi), Phytophtora ramorum (phyr), Phytophtora sojae (phys), Populus trichocarpa (popu), 
Saccharomyces cerevisiae (sacch), Schizosaccharomyces pombe (schizosa), Thalassiosira 
pseudonana (thaps). Viridiplantae: Grünalgen und Landpflanzen, RdA: Red Algae. 
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Abb. 17: Phylogenetische Analyse von 6-Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase (PGDH). 
Maximum Parsimony Baum mit angegebenen Boostrap Value über 50. Die seitlichen Markierungen 
verdeutlichen das Verwandtschaftsfeld der Proteine. Für die PGDH aus T. pseudonana ergab sich 
teilweise neue Protein ID (alt: 32616, neu: 3900). Die in Klammern angegebenen Nummern sind die 
Prot ID. Abkürzungen für die Organismen: Anabaena variabilis (ana), Arabidopsis thaliana (at), 
Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Laminaria digitata (lami), Nostoc punctiforme (nostoc), Oryza 
sativa (indica cultivar-group) (orin), Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Ostreococcus tauri 
(ostreo), Phaeodactylum tricornutum (pt), Physcomitrella patens (physcomi), Phytophtora infestans 
(phyti), Phytophtora ramorum (phyr), Phytophtora sojae (phys), Plasmodium falciparum (plas), 
Spinacia oleracea (spin), Thalassiosira pseudonana (thaps), Zea mays (zea). Viridiplantae: Grünalgen 
und Landpflanzen, RdA: Red Algae. 
 

 

2.3.2 Ferredoxin/Thioredoxin-System 
Bei der phylogenetischen Analyse von Thioredoxinen Typ H (TrxH) clustern 

zwei periplastidäre TrxH (P. tricornutum 48539, T. pseudonana 5491) (siehe 

Abbildung 18) zusammen mit einer Bootstrap Unterstützung von 90. Sie bilden eine 

frühe Gruppe, aber ohne Bootstrap Unterstützung. Die periplastidären TrxHs (P. 

tricornutum 48141, 56521, T. pseudonana 29789) clustern zu einer gemeinsamen 

Gruppe mit einer Bootstrap Unterstützung von 94. Die Stellung der periplastidären 

(pps) TrxHs zueinander lässt sich aufschlüsseln, aber der phylogenetische 

Zusammenhang der cytosolischen TrxHs zueinander ist nicht mit Bootstrap 

unterstützt. Die cytosolischen TrxHs haben keine direkte Gruppierung zu den 

periplastidären TrxHs. Für genauere phylogenetische Aussagen fehlen aber weitere 

Sequenzen von annotierte TrxHs.  

 42



  Kapitel 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 18: Phylogenetische Analyse von Thioredoxin Typ H (TrxH). Maximum Likelihood Baum mit 
angegebenen Boostrap Value über 50. Es wurden 38 Sequenzen mit 250 Aminosäurepositionen zur 
Berechnung verwendet. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen das Verwandtschaftsfeld der 
Proteine. Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. Abkürzungen für die Organismen: 
Arabidopsis thaliana (at), Aspergillus sp. (asp), Aureococcus anophagefferens (aureo), Brassica sp. 
(brassica), Candida albicans (candida), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Cyanidioschyzon 
merolae (cyam), Hordeum vulgare (hordeum), Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Oryza 
sativa (orsa), Phaeodactylum tricornutum (pt), Phytophtora ramorum (phyr), Phytophtora sojae (phys), 
Saccharomyces cerevisiae (sacch), Thalassiosira pseudonana (thaps). Viridiplantae: Grünalgen und 
Pflanzen, RdA: Red Algea. 
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Michelet et al. (2005) fanden heraus, daß bei Thioredoxinen Typ F (TrxF) aus 

Arabidopsis thaliana ein weiteres Cystein (C60) vorhanden ist, welches durch 

Glutathion glutathionyliert werden kann. Bei dem Vergleich der Aminosäuren der 

TrxFs von P. tricornutum (46280) und T. pseudonana (270230) ist an dieser Position 

kein Cystein vorhanden (siehe Abbildung 19) und somit wahrscheinlich nicht 

glutathionylierbar. 

 

 
atF2_NP_197144_GQVTEVDKD-TFWPIVKAAGDKIVVLDMYTQWCGPCKVIAPKYKELSEKYQDMVFLK 

* *

atF1_NP_186922_GQVTEVDKD-TFWPIVKAAGEKLVVLDMYTQWCGPCKVIAPKYKALSEKYDDVVFLK 
ptF_46280______SAVVDIGSESAFDQTIASAGGSLVVVDYSTTWCGPCKVIAPKFEELSEKYGDAVFLK 
thF_270230_____MAVVDVNSEAEFDAKVSGAGDKLVVIDYSTTWCGPCKVIAPKFDELSDQYPDSVFIK 
 
atF2_NP_197144_L--DCNQDNKPLAKELGIRVVPTFKILKDNKVVKEVTGAKYEDLLAAIEAARSG--- 

* 

atF1_NP_186922_L--DCNPDNRPLAKELGIRVVPTFKILKDNKVVKEVTGAKYDDLVAAIETARSAASG 
ptF_46280______VIGDASPDASKLMKREGVRSVPSFHYFKNGEKVDVVNGANAEAIEAAIAKHGAER-- 
thF_270230_____VIGDASPDASKLMKREGVRSVPSFHYFKNGSKVDVVNGANAEAIEAAIKKHE----- 
 

 
Abb. 19: Vergleich der Aminosäurensequenz von TrxF zwischen Arabidopsis thaliana, 
Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana. Die konservierte Region des aktiven 
Zentrums (WCGPCK) ist grau unterlegt, die wichtigen Cysteine wurden gelb unterlegt. Das Cystein 
an der Position 60 (C60) ist bei den TrxF von A. thaliana (at) zu finden, nicht aber bei den TrxF von P. 
tricornutum (pt) und T. pseudonana (th). Somit sind diese beiden wahrscheinlich nicht 
glutathionylierbar (Michelet et al. 2005). 
 

 

 Bei der phylogenetischen Analyse von NADPH abhängige Thioredoxin 

Reduktasen (NTR) sind die NTRs der Viridiplantae und Cyanobakterien basal zu den 

anderen Sequenzen. Die kernkodierten periplastidäre (270256) und die cytosolische 

NTR (40200) von T. pseudonana scheinen eine rezente Duplikation zu sein, da sie 

eine Bootstrap Unterstützung von 100 haben. Zusammen clustern sie mit der NTR 

Sequenz von P. tricornutum (56519) (siehe Abbildung 20) mit einer Bootstrap 

Unterstützung von 98. Diese drei Sequenzen könnten einen gemeinsamen Ursprung 

haben. Die periplastidären NTRs haben eine deutlich frühe Trennung von den 

cytosolischen NTRs mit einer Bootstrap Unterstützung von 90. Die cytosolischen 

NTRs (P. tricornutum 51055, T. pseudonana 39754) sind in einem Teilast zusammen 

mit Sequenzen von Viridiplantae, Ciliaten, Oomyceten und Rotalgen mit einer 

Bootstrap Unterstützung von 100. 
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Abb. 20: Phylogenetische Analyse von NADPH abhängiger Thioredoxin Reduktase (NTR). 
Maximum Parsimony Baum mit Boostrap Value über 50. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen 
das Verwandtschaftsfeld der Proteine. Für die NTR aus T. pseudonana ergab sich teilweise neue 
Protein ID (alt: 33641, neu: 270256). Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. 
Abkürzungen für die Organismen: Arabidopsis thaliana (at), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), 
Guillardia theta (guill), Hordeum vulgare (hordeum), Microcystis aeruginosa (microcyst), Ostreococcus 
tauri (ostreo), Phaeodactylum tricornutum (pt), Physcomitrella patens (physcomi), Phytophtora 
ramorum (phyr), Phytophtora sojae (phys), Streptomyces coelicolor (strepto), Tetrahymena 
thermophila (tetra), Thalassiosira pseudonana (thaps), Triticum aestivum (tri). Viridiplantae: Grünalgen 
und Pflanzen, RdA: Red Algea. 
 

 

Das Glutaredoxin (Grx) kann bei P. tricornutum und bei T. pseudonana in drei 

Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe mit zwei Cysteinen hat meistens die 

konservierte Region von CPYC (Buchanan und Balmer 2005) (siehe Abbildung 21). 

Bei P. tricornutum wären dies die Grxs (plastidär: 43497, periplastidär: 5649, 

cytosolisch: 16854) und bei T. pseudonana (plastidär: 270296, 3773 und 270291, 

cytosolisch: 270295). Die zweite Gruppe hat nur ein Cystein an der zweiten Position 

und mit der konservierten Region von CGFS (Buchanan und Balmer 2005) (siehe 

Abbildung 21). Bei P. tricornutum ist das die mitochondriale Grx (19158) und bei der 

T. pseudonana einmal die cytosolische (23837) und die plastidäre (270300) Grx. Die 

dritte Gruppe von plastidären Grxs hat in der konservierten Region keine Cysteine 

vorhanden, sondern jeweils durch Serine ersetzt (P. tricornutum 39133, T. 
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pseudonana 270299) (siehe Abbildung 21). Weiter C-terminal des konservierten 

Zentrums sind weitere Cysteine vorhanden, welche eventuell das alte 

Regulationszentrum ersetzt haben könnten (siehe Abbildung 21 (?)). Dies muß aber 

experimentell noch weiter untersucht werden.  

 
ptp_39133___IAANKKSNKVLIYTYG--LSPFSSEAVSMLE-ASG-YD-----YEKIELGAE 

*     * 

thp_270299__IVAAKKEKKALIYTYG--LSPFSSSAIELLD-SIG-YQ-----YTNIELGLE 
thp_270296__IIDFTSSNPVAMYSFT--TCPFCRKAKDYLD-ENS-IP-----YTTIELDLL 
thp_3733____IEEDINSAPCVMFTWE--PSPSCKQAIKYLD-IAG-AK-----YKIVRLDD- 
ptp_43497___AQTEIDTHAVVVFSKS--RCPFCLATKSLLN-DLK-VDG----VIVHELDQM 
thp_270291__AKAEIAANDVVVFSKS--YCPFCTSTKQLLN-KMN-ID-----AKVYELDNM 
ptc_16854___IQDEIQSHDIVVFSKS--YCPYCTTTKDLLRQKLPGVD-----VAVYELDRR 
thc_270295__ITSAIASNDVLIFSTT--YCTHCQQTKQLLT-RMN-VT-----PTVIELDRM 
ptpps_56497_VQQHISGSDAMVFAKS--YCPYCKATRSLLM-QLQEESKTSWTLDIVDLDLM 
ptm_37615___IKEHVDSNRVMLYMKGNPSMPMCGFSAKVVQ-VLQSEG-----VDFSSVNIL 
thc_23837___IDGHVKGNKVMLYMKGSPAQPMCGFSATVVQ-ILKSQG-----VDFASVNVL 
thp_270300__IQSLVDENPVLLFMKGSKLFPQCGFSNTACQ-ILQSYN-----IDFHTVDVL 

 
ptp_39133___WFLLGGK--ESVTRVALAKQVENGATSLPKIFIGGQCIGGCSELAGLVESKE 

?       ?      ? 

thp_270299__WFLLGPS--ESEIRMLLSQEVNDGATSLPKIFIGEECIGGYKELCAIVESGE 
thp_270296__PDNEG-----NEIRAQLGRLTRR--TSVPSIFIGGEYIGGCNDGPGLLPMAK 
thp_3733____PWSEG-----NPVRAELGKMVGR--SSVPCIFIGGKYVGGFDGGVGEE---- 
ptp_43497___--DDGA-----DVQAALATLTGQ--RTVPNVFVGGQHVGGNDDTQAAAASGK 
thp_270291__--DNGA-----DIQSALLDISGQ--RTVPNVFVKGKHLGGNDDTQAAARSGK 
ptc_16854___--PDGK-----TLQDELLTMTGQ--RTVPNVYVKGQHVGGNDDTQAAFRAGR 
thc_270295__--KNGLGAGEDSIALKLLHLYGQ--STVPNVFIKGQHIGTNDDVQAKARSGE 
ptpps_56497_PEDDGP-----FLQMELLIATNQ--KTVPSIFIGGEHVGGNLELQALYNSGN 
ptm_37615___--DYP------AIREGIKKFSEW--PTIPQLYVNGEFIGGCDIVLAMHESGE 
thc_23837___--DYP------EVREGVKKYAQW--PTIPQLYVEGEFVGGCDIIKDLHESGE 
thp_270300__--ADD------EVRQGVKVFSDW--PTIPQLYVCGEFIGGSDIMIEMYQSGE 

 

 
Abb. 21: Vergleich der Aminosäurensequenz von Glutaredoxin (Grx) von Phaeodactylum 
tricornutum und Thalassiosira pseudonana. Die konservierten Regionen des aktiven Zentrums 
sind grau unterlegt, die wichtigen Cysteine wurden gelb unterlegt. Die 2 Cysteinen Gruppe hat die 
mehr oder weniger konservierte Region von CPYC (mit roten Sternen markiert). Die 1 Cystein Gruppe 
hat die konservierte Region von CGFS. Die Grx aus P. tricornutum (pt) und T. pseudonana (th) sind 
entweder plastidär (p), mitochondrial (m), im periplasmatischen Raum lokalisiert (pps) oder cytosolisch 
(c). Die jeweilige Prot ID ist dahinter geschrieben.  
 

 

2.3.3 Peroxiredoxine 
 Bei der phylogenetischen Analyse der Peroxiredoxine (Prx) (siehe Abbildung 

22) gruppieren die plastidären Prxs von P. tricornutum (46206, 21736) und T. 

pseudonana (1936, 3114, 270374) als Outgroup zusammen. Diese fünf Prxs sind 

laut Aminosäuresequenz in die „1. Cystein“ Gruppe (Dietz et al. 2006a) einzuordnen 

(siehe Abbildung 23) und trennen sich sehr früh von den anderen Peroxiredoxinen. 

Der phylogenetischen Äste der plastidären Prxs trennt sich mit einem Bootstrap von 

von 100  und 96 von den anderen Prxs der Heterokonten, welche fast alle in die „II 
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Cystein“ Gruppe (Dietz et al. 2006a) einzuordnen sind (siehe Abbildung 22, 23). Das 

cytosolische Prx von T. pseudonana (270261) und das plastidäre Prx von P. 

tricornutum (56578) gruppieren untereinander mit einer Bootstrap Unterstützung von 

99, aber trennen sich von den anderen Prx. Vielleicht ist die plastidäre Präsequenz 

des Prx von P. tricornutum eine spätere Errungenschaft. Dies müsste aber weiter 

geklärt werden. Sie trennen sich aber von den anderen Prx der „II Cystein“ Gruppe 

mit einem Bootstrap Unterstützung von 100. Das cytosolische Prx (270271/270263) 

und das im CER lokalisierte Prx (11178) von T. pseudonana gruppieren zusammen 

mit einer Bootstrap Unterstützung von 77. Die doppelte Prot ID zeigt zwei 

Transkriptionsmöglichkeiten des Gens an, die von verschiedenen ESTs unterstützt 

werden. Das cytosolische und im CER lokalisierte Prx sind laut Vergleich der 

Aminosäuresequenz keiner bekannten Prx-Gruppe zuzuordnen (siehe Abbildung 23). 

Die im CER lokalisierte Prx (22388) von P. tricornutum  gruppiert mit Sequenzen von 

Bakterien zusammen mit einer Bootstrap Unterstützung von 100. Dieses Gen könnte 

durch einen horizontalen Gentransfer erworben worden sein. 

 Diese phylogenetische Analyse zeigt, dass die Prx zwar jeweils ihrer Cystein-

Gruppen Einteilung gruppieren, aber innerhalb des Astes nach ihrer 

phylogenetischen Abstammung angeordnet sind. 

Eine mitochondriale Prx (56580) von P. tricornutum lässt sich weder 

phylogenetisch, noch anhand der sowieso fehlenden Cysteine einordnen und wurde 

deshalb in der phylogenetischen Analyse nicht berücksichtigt. Dieses Prx hat im C-

terminalen letzten Drittel der Aminosäurensequenz ein zusätzliches Stopcodon. Die 

nachfolgenden Aminosäuren, mit einem darin enthaltenen Cystein, werden noch als 

Peroxiredoxin erkannt. Dieses Prx (56580) ähnelt am meisten der PRXlike5 Klasse 

von Homo sapiens. Es gibt bei Plasmodien in diesen Fällen die Möglichkeit, daß 

dieses Stopcodon als Tryptophan abgelesen wird (Moore et al. 2008), dieses ist aber 

bei Pflanzen noch nicht berichtet worden. Es wäre weiter möglich, dass das 

Stopcodon editiert wird. Dieses Phänomen ist bei mitochondrialen mRNA häufig und 

seltener bei plastidären mRNA beobachtet worden (Steinhauser et al. 1999), jedoch 

nicht bei mRNA kernkodierter Genen.  
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Abb. 22: Phylogenetische Analyse von Peroxiredoxin (Prx). Maximum Likelihood Baum mit 
angegebenen Boostrap Value über 50. Es wurden 45 Sequenzen mit 230 Aminosäurepositionen zur 
Berechnung verwendet. Die seitlichen Markierungen verdeutlichen das Verwandtschaftsfeld der 
Proteine. Die in Klammern angegebenen Nummern sind die Prot ID. Nicht in der phylogenetischen 
Analyse enthalten ist die mitochondriale ptPrx (56580), da nicht genügend annotierte ähnliche Prx 
Sequenzen existieren; es hat die nächste phylogenetische Verwandtschaft mit 
humanPRDX5(AFF04856) mit einer E-Value von 8e-14 (50 bis 80 Aminosäuren). Abkürzungen für die 
Organismen: Arabidopsis thaliana (at), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Cyanidioschyzon 
merolae (cyam), Galdieria sulphuraria (gald), Nodularia spumigena (nodularia), Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) (orja), Oryza sativa (orsa), Ostreococcus tauri (ostreo), Phaeodactylum tricornutum 
(pt), Rhodobacterales Bacterium (rhodobact), Saccharomyces cerevisae (sacch), Thalassiosira 
pseudonana (thaps), Thermus aquaticus (thermu), Tortula marginata (totula), Trichodesmium 
erythraeum (tricho), Trypanosoma cruzi (trypa). Viridiplantae: Grünalgen und Pflanzen, RdA: Red 
Algea. Bei den Sequenzen von A. thaliana sind teilweise die Cystein Gruppen Zugehörigkeit (Dietz et 
al. 2006a) angegeben, siehe dazu auch die Abbildung 23. 
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1. Cys   
ptm_38534_             -SLQKARPWYMSDAEGSNMADDNAVTLKDLFKKQTVALFGVPAPFTGTCSNEHYPGYKAL 
atIIF_NP_566268_       VSLQKARSWDEGVS-----SKFSTTPLSDIFKGKKVVIFGLPGAYTGVCSQQHVPSYKSH 
thc_36078_             VKVGDKIPSVVLKEGQADYEKPVDVNIGELIAGKKVALFAVPGAFTPGCSKSHLPSFITA 
ptp_14898_             --VGDTIPDVTLTELSSGEDKPVDVKIVDLIAGKKVAIFGVPGAFTPGCSKSHLPSFMEA 
atIIC_NP_176772_       --VGDVVPDGTISFFDEND-QLQTVSVHSIAAGKKVILFGVPGAFTPTCSMSHVPGFIGK 
atIID_NP_564763_       --VGDVVPDGTISFFDEND-QLQTVSVHSIAAGKKVILFGVPGAFTPTCSMSHVPGFIGK 
atIIB_NP_176773_       --VGDVVPDGTISFFDEND-QLQTASVHSLAAGKKVILFGVPGAFTPTCSMKHVPGFIEK 
atIIA_NP_176774_       --VGDFVPDGSISFFDDDD-QLQTVSVHSLAAGKKVILFGVPGAFPPTCSMNHVNGFIEK 
atIIE_NP_190864_       --VGDKLPDSTLSYLDPSTGDVKTVTVSSLTAGKKTILFAVPGAFTPTCSQKHVPGFVSK 
thp_3114_              --VGDTAPDFSLVDQNGK-----TFTRSKNK--KPLVVYFYPADSTPGCTVQAK-EFQKE 
thp_270374_            --VGDTAPDFSLVDQNGK-----TFTRSKNK--KPLVVYFYPADSTPGCTVQAK-EFQKE 
ptp_21736_             --VGETAPDFALTDQNGK-----VVKRSGIR--KPLVVYFYPADSTPGCTKQAT-AFNDK 
atQ_NP_189235_         --KGQAAPDFTLKDQNGK-----PVSLKKYKG-KPVVLYFYPADETPGCTKQAC-AFRDS 
thp_31169_             --LGSPAPSFTLPNSKGQ---QVTLDSLSSSG-KWTVLYFFPGAFTSGCTLEAR-KFQED 
ptp_12713_             --TGAKAPFFELPNSRGSG--STSLKNLINSG-KWTVLYFYPGAFSKGCTLEAR-GFQRD 
at2Cys_NP_187769_      --VGNKAPDFEAEAVFDQE--FIKVKLSDYIGKKYVILFFYPLDFTFVCPTEIT-AFSDR 
at2Cys_NP_568166_      --VGNKAPDFEAEAVFDQE--FIKVKLSEYIGKKYVILFFYPLDFTFVCPTEIT-AFSDR 
pter_22388_            VPEVTFLTRSRVESNDPNPFDWKLRTTDDYFKGKRVVVFAIPGAFTPTCSSTHLPGYEAA 
at1Cys_NP_175247_      --LGDTVPNLEVETTHDK------FKLHDYFANSWTVLFSHPGDFTPVCTTELG-AMAKY 
ther_11178_            --RLATIATASLWGAAAIP------FVSSVSVGDKLPSVELHSGFPPQKIDLATYTANKS 
thc_264670_            ------------------------MMNWAKSQKVGLSMLTFLGDPNSELTKALVSGRYLL 
                                                                                    
 
ptm_38534_             ADDFL-QAGVDRIVC-------------------YSVADPYAMDGWAKALKN-------- 

II Cys

atIIF_NP_566268_       IDKFK-AKGIDSVIC-------------------VSVNDPFAINGWAEKLG--------- 
thc_36078_             QKELR-EKGVDLTIC-------------------IATNDAYVMEAWGRTSGG-------- 
ptp_14898_             QEELK-GRGVDMTIC-------------------VATNDAYTMEAWGRTSGG-------- 
atIIC_NP_176772_       AEELK-SKGIDEIIC-------------------FSVNDPFVMKAWGKTYP--------- 
atIID_NP_564763_       AEELK-SKGIDEIIC-------------------FSVNDPFVMKAWGKTYQ--------- 
atIIB_NP_176773_       AEELK-SKGVDEIIC-------------------FSVNDPFVMKAWGKTYP--------- 
atIIA_NP_176774_       AEELK-SNGVDEIIC-------------------LSGDDPFMITACS------------- 
atIIE_NP_190864_       AGELR-SKGIDVIAC-------------------ISVNDAFVMEAWRKDLG--------- 
thp_3114_              IQAIR-KEFKADVVG-------------------ISGQGAESKQKFAQELG--------- 
thp_270374_            IQAIR-KEFKADVVELITLTDFLHFFVFYCSCVGISGQGAESKQKFAQELG--------- 
ptp_21736_             VKELR-AKYGADLVG-------------------ISGQDTASKQKFASELG--------- 
atQ_NP_189235_         YEKFK-KAG-AEVIG-------------------ISGDDSASHKAFASKYK--------- 
thp_31169_             VDKYH-ALN-SQIVG-------------------VSVDSVDKNSAFCREEK--------- 
ptp_12713_             IERYR-ALN-AQIVG-------------------VSVDPVEKNAQFCSAEG--------- 
at2Cys_NP_187769_      HSEFE-KLN-TEVLG-------------------VSVDSVFSHLAWVQTDRKSGGL---- 
at2Cys_NP_568166_      YEEFE-KLN-TEVLG-------------------VSVDSVFSHLAWVQTDRKSGGL---- 
pter_22388_            YDKIR-QQGVDDVYC-------------------LSVNDAFVMRQWGLHQGLTEDKTVGG 
at1Cys_NP_175247_      AHEFD-KRGVKLLG--------------------LSCDDVQSHKDWIKDIEAFNHG---- 
ther_11178_            VDALHTKAGIDEIII-------------------YCVNDGAVMSAWANDLGVDNYEAGN- 
thc_264670_            CEFCWDNCLVLNFSG--------------------------------------------- 
                                                                                    
 
ptm_38534_             -DAEKITFMADPDSLFAKAYGLDAAYDAVS--LGQRSIRFSMVVADGKVEAFHKVDDAVK 
atIIF_NP_566268_       -AKDAIEFYGDFDGKFHKSLGLDKDLSAAL--LGPRSERWSAYVEDGKVKAVN-VEEAPS 
thc_36078_             -ADAGIRFLSDANAELSRALGLSMENDVM-----VRTKRFSLIAEDGIVTHY-FSSADAS 
ptp_14898_             -SDVGIRFLADNSGTLTKELGLVMETPVG-----IRTKRFSLIAEDGKVTKY-FSSAKDS 
atIIC_NP_176772_       -ENKHVKFVADGSGEYTHLLGLELDLKDK--GLGIRSRRFALLLDNLKVTVANVESGGEF 
atIID_NP_564763_       -ENKHVKFVADGSGEYTHLLGLELDLKDK--GLGIRSRRFALLLDNLKVTVANVENGGEF 
atIIB_NP_176773_       -ENKHVKFVADGSGEYTHLLGLELDLKDK--GLGVRSRRFALLLDDLKVTVANVESGGEF 
atIIA_NP_176774_       -ENKHVKFVEDGSGEYIQLLGLELEVKDK--GLGVRSRGFALLLDNLKVIVVNVGSGGDC 
atIIE_NP_190864_       -INDEVMLLSDGNGEFTGKLGVELDLRDKPVGLGVRSRRYAILADDGVVKVLNLEEGGAF 
thp_3114_              ---LDFSILADEGDAVRSAFK--VPKAAFG----FLPGRVTYVLDKNGVCTSVYDNIAD- 
thp_270374_            ---LDFSILADEGDAVRSAFK--VPKAAFG----FLPGRVTYVLDKNGVCTSVYDNIAD- 
ptp_21736_             ---LTFSILADEGDKVRKEFN--VPRAAFG----LLPGRVTYVLDKKGVCQKVYNELAN- 
atQ_NP_189235_         ---LPYTLLSDEGNKVRKDWG--VPGDLFG----ALPGRQTYVLDKNGVVQLIYNNQFQ- 
thp_31169_             ---LDFFMLTDEGGSISKAYGSSLSIPGFG----TFSNRQTYIIDPQQNVRWVFVDVESH 
ptp_12713_             ---LDFYMLSDTGGRVSNLYGSALSVPGFG----MFSNRQTYIIDPEGNLRWVFTDVESR 
at2Cys_NP_187769_      -GDLNYPLISDVTKSISKSFGVLIHDQGIA----LRG---LFIIDKEGVIQHSTINNLG- 
at2Cys_NP_568166_      -GDLNYPLVSDITKSISKSFGVLIPDQGIA----LRG---LFIIDKEGVIQHSTINNLG- 
pter_22388_            LGFTKVKLIPDGAAAFTRGMGMSTLWDVER-GFGERSWRYSMVVNDGVIEKLFVEQPLLQ 
at1Cys_NP_175247_      -SKVNYPIIADPNKEIIPQLNMIDPIENGP-------SRALHIVGPDSKIKLSFLYPSTT 
ther_11178_            -DKGRLTFLGDPEGVLTRKLEMEMTHPGPIS--VGIIGRLNGEVKYVAVSEAEDDPAGDE 
thc_264670_            ---SNVCIIQDLELTHPGPVGVLGPGRCKR----FAMHVVDGVIKAVNVSESADDPTGDS 
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ptm_38534_             DAETLLADVKEWKDHQ---------------------------------------- 
2. Cys

atIIF_NP_566268_       DFKVTGAEVILGQI------------------------------------------ 
thc_36078_             DNTWAPNVLAAL-------------------------------------------- 
ptp_14898_             SDTWAPNVLSAL-------------------------------------------- 
atIIC_NP_176772_       TVSSAEDILKAL-------------------------------------------- 
atIID_NP_564763_       TVSSAEDILKAL-------------------------------------------- 
atIIB_NP_176773_       TVSSADDILKAL-------------------------------------------- 
atIIA_NP_176774_       SLFQLMKMTTTTMSNLPTDLLEEIISRVPRKYMRAVRLTCKRWNGMFKSQSFTKMH 
atIIE_NP_190864_       TNSSAEDMLKAL-------------------------------------------- 
thp_3114_              AASHIGAAKEALAAMKPAKKGGFEFSLPF--------------------------- 
thp_270374_            AASHIGAAKEALAAMKPAKKGGFEFSLPF--------------------------- 
ptp_21736_             AESHVDEAIEVLADLKQSQGPLAGFLG----------------------------- 
atQ_NP_189235_         PEKHIDETLKFLKAA----------------------------------------- 
thp_31169_             IPRHSAEVLEKLKELQAV-------------------------------------- 
ptp_12713_             IARHSVEVLEKLNELETVKA------------------------------------ 
at2Cys_NP_187769_      IGRSVDETMRTLQALQYIQENPDEVCPAGWKPGEKSMKPDPKLSKEYFSAI----- 
at2Cys_NP_568166_      IGRSVDETMRTLQALQYVQENPDEVCPAGWKPGEKSMKPDPKLSKEYFSAI----- 
pter_22388_            NSGPDPFEVSDADTMLAYLQQKTEL------------------------------- 
at1Cys_NP_175247_      GRNMDEVLRALDSLLMASKHNNKIATPVNWKPDQPVVISPAVSDEEAKKM------ 
ther_11178_            NPEKTLAPAILDAIVGLKDEL----------------------------------- 
thc_264670_            DPSASLADGIMATMK----------------------------------------- 
                                                                                

 
Abb. 23: Vergleich der Aminosäurensequenz von Peroxiredoxin (Prx) von Arabidopsis thaliana 
(at), Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana. Die konservierten Regionen des 
aktiven Zentrums mit den wichtigen Cysteinen wurden gelb unterlegt. Die „2 Cysteinen“ Gruppe hat 
die Cysteine an der „1. Cysteinen“ und „2. Cysteinen“ Stelle (rot markiert und eingekreist). Die „II 
Cysteinen“ Gruppe hat einmal das erste Cystein an der „1. Cystein“ Position und das zweite Cystein 
an der „II Cystein“ Position. Die zweite Gruppe wird auch „1 like 2 Cystein“ Gruppe genannt (Goyer et 
al. 2002). Die 2/II Einteilung erfolgte nach Dietz et al. (2006a) und die darin angegebenen Referenz 
Prx aus A. thaliana (at). Die Prx aus P. tricornutum (pt) und T. pseudonana (th) sind entweder 
plastidär (p), mitochondrial (m), im ER lokalisiert (er) oder cytosolisch (c). Die jeweilige Prot ID oder 
Accession Nummer ist dahinter geschrieben. 
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3. Diskussion 

 

3.1 Calvin Zyklus  
Durch die Genomanalyse nach Proteinen des Calvin Zyklus konnten in P. 

tricornutum und T. pseudonana alle Gene für die Proteine des Calvin Zyklus 

(reduktiver Pentose Phosphatweg, RPP) (Calvin et al. 1948) und des oxidativen 

Pentose Phosphatweg (OPP) identifiziert werden (siehe Anhang Tabelle 1 und 2). Im 

Gegensatz zu höheren Landpflanzen ist der plastidäre RPP und cytosolische OPP 

getrennt lokalisiert. Die experimentellen Ergebnisse von Michels et al. (2005) an 

Odontella sinensis konnten somit an den Diatomeen P. tricornutum und T. 

pseudonana bestätigt werden (Kroth et al. 2007). Es kann davon ausgegangen 

werden, daß der RPP und OPP generell in Diatomeen in verschiedenen 

Kompartimenten lokalisiert ist. Zumindest in P. tricornutum (9583) und T. 

pseudonana (3523) fehlt die SBPase in den Plastiden, ihre enzymatische Reaktion 

kann durch die TAL übernommen (siehe Abbildung 4 A, B) worden sein, oder durch 

eine von den plastidären FBPasen, wie es für eine cyanobakterielle FBPase gezeigt 

worden ist (Tamoi et al. 1996). Nur bei P. tricornutum ist eine Transkriptionsvariante 

(45333) des Gens für PGDH sehr wahrscheinlich im periplastidären Raum (pps) 

lokalisiert. Durch die enzymatische Reaktion würde dort neben der Regeneration von 

NADP zu NADPH auch CO2 freigesetzt. Dieses freigesetzte CO2 wird wahrscheinlich 

sofort wieder zu HCO3
- für die Kohlenstoffaufkonzentrierung gebunden (Kroth et al. 

2007, Roberts et al. 2007) oder diffundiert weiter ins Stroma in Richtung RUBISCO. 

Das regenerierte NADPH kann im pps für periplastidäre Proteine oder 

membrangebundene Translokatoren zur Verfügung stehen. Ein periplastidäres 

Protein, welches NADPH zur Reduktion benötigt, wäre die NTR. Wiederum nur in P. 

tricornutum ist ein cytosolisches Fusionsprotein GPDH-PGDH (54663) vorhanden, es 

ist fraglich ob die enzymatische Reaktion des Fusionsproteins in Verbindung mit der 

cytosolischen PGL (31882) schneller abläuft. Die PGDHs sind zumindest „plastidären 

Ursprungs“, d.h. die Gene müssten eher von aufgenommenen Cyanobakterien 

abstammen, als von der Wirtszelle. Es ist erkenntlich, daß die Gene dupliziert 

wurden, aber wann dies geschah, vor oder nach der sekundären Endocytobiosis ist 

unklar (siehe Abbildung 17). Ebenso haben die plastidären PGLs bei P. tricornutum 

und bei T. pseudonana sich früh von den cytosolischen PGLs im Rahmen der 

Endocytobiosis phylogenetisch getrennt. Bei P. tricornutum und bei T. pseudonana 
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sind in den Plastiden mehrere Isoformen der FBPase vorhanden (siehe Anhang 

Tabelle 1 und 2). Nur bei FBPC2 (42456) und FBPC3 (31451) der P. tricornutum 

kann die Enzymaktivität durch Reduktion der Cysteine gesteigert werden (siehe auch 

Kapitel 3). Die notwendigen Cysteine sind dafür vorhanden. Ob die FBPasen in P. 

tricornutum und T. pseudonana jeweils als Hetero- oder als Monotetramere 

vorliegen, muss noch geklärt werden. Diese verschiedenen Formen der 

Oligomerisierung der FBPasen untereinander sind ausschlaggebend, ob eine 

Regulation durch TrxF alle verschiedenen plastidären FBPasen in P. tricornutum 

gleichzeitig möglich ist oder nicht. Wenn die verschiedenen plastidären FBPasen in 

P. tricornutum ein Heterotetramer bilden, wären die FBPasen C1 und C4 über die 

Regulation der FBPasen C2 und C3 durch TrxF indirekt auch reguliert. Wenn die vier 

verschiedenen FBPasen jeweils nur Monotetramere bilden würden, wäre eine 

Regulation durch TrxF nur bei den Monotetrameren aus FBPC2 und FBPC3 möglich. 

Wie eine Regulation bei den Monotetrameren aus FBPC1 und FBPC4 möglich ist, 

müsste weiter geklärt werden. Eine andere Möglichkeit zur Regulierung des Calvin 

Zyklus ist die direkte Substrat- oder Produkthemmung der Enzyme durch die 

spezifischen Zucker. Spezifische Cofaktoren, wie Mg2+ für die FBPase, können bei 

zu hoher Konzentration das Protein wiederum hemmen (Han et al. 1975, Kelly et al. 

1982, Rakus et al. 2004). Die Gene für die FBPC2 (42456) und C3 (31451) in P. 

tricornutum sind wahrscheinlich durch Genduplikation entstanden. Die cytosolischen 

und plastidären FBPasen in P. tricornutum und T. pseudonana haben einen 

gemeinsamen genetischen Ursprung, welcher noch vor der ersten Endocytobiosis 

zurückgeht (siehe Abbildung 13). Die Gene für die FBPasen (sowie für die SBPase) 

können sogar eventuell von der ersten heterotrophen Wirtszelle abstammen (Reyes-

Prieto und Bhattacharya 2007). Einige der Enzyme des RPP sind allerdings durch 

Enzyme von Proteobakterien, bzw. von Eubakterien ersetzt worden (Martin et al. 

1997, 2000).  

Die plastidär kodierte RUBISCO ist das Schlüsselenzym für den Calvin Zyklus, 

welches die CO2-Fixierung an Ribulose-1,5-Bisphosphat katalysiert. Es gibt bis zu 

vier verschiedene Formen der RUBISCO (Tabita et al. 2008). Die Form I, welche sich 

aus 8 große und 8 kleine Untereinheiten (L8S8) zusammensetzt (Knight et al. 1990), 

kann in vier verschiedene Subgruppen (A bis D) eingeteilt werden. Landpflanzen 

haben eine RUBISCO in der Form IB, Diatomeen aber haben eine RUBISCO in der 

Form ID, welche sehr ähnlich zu der proteobakteriellen Form IC ist (Badger und Bek 
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2008, Wawrik et al. 2002). Das Proteobakterium (Rhodospirillum rubrum) hat keine 

RUBISCO Aktivase. Diese Ähnlichkeit der RUBISCO könnte unter anderem ein 

Grund sein, dass Diatomeen auch keine RUBISCO Aktivase haben. Die RUBISCO 

muss dann auf eine noch unbekannte Art reguliert werden. Bei P. tricornutum ist die 

diurnale Transkriptionsrate der RUBISCO evtl. eine Möglichkeit der Regulation 

(Wawrik et al. 2002).  

 

3.2 Regulationsfaktoren des Calvin Zyklus 
 Durch die Genomanalyse nach Proteinen des Ferredoxin/Thioredoxin System 

konnten in P. tricornutum und T. pseudonana Gene für Thioredoxine (Trx) F,M,Y,O 

und H identifiziert werden (siehe Anhang Tabelle1 und 2). Es konnten keine Trxs 

identifiziert werden, die dem Typ X entsprächen. Die TrxFs von P. tricornutum 

(46280) und T. pseudonana (270230) haben, im Vergleich zu TrxFs aus A. thaliana, 

kein glutathionylierbares Cystein C-terminal vorhanden (Michelet et al. 2005). 

Entweder dieser inhibierende Regulationsmechanismus am TrxF durch Glutathion ist 

in der evolutionären Linie der Grünalge und höheren Landpflanzen entwickelt worden 

oder die Diatomeen haben diesen Mechanismus verloren. Jedenfalls sind die TrxFs 

von P. tricornutum und T. pseudonana durch die jeweilige Ferredoxin-Thioredoxin 

Reduktase (FTR) reduzierbar und aktivierbar. Bei P. tricornutum sind zwei plastidäre 

FBPasen (FBPC2 42456, FBPC3 31451) vorhanden, die sehr wahrscheinlich 

regulative Zielproteine des TrxF sind. Bei T. pseudonana sind die beiden plastidären 

FBPasen (25437, 5601), aufgrund der fehlenden reduzierbaren Cysteine, 

wahrscheinlich durch TrxF nicht aktivierbar. Das TrxM aktiviert unter anderem im 

RPP die GAPDH bei höheren Landpflanzen. Bei GAPDHs von P. tricornutum (22122, 

51128, 51129) und bei T. pseudonana (270231) entsprechen der GAPDH-C 

Gruppierung mit eubakteriellen Ursprungs (Kroth et al. 2007), d.h. sie haben keine 

zur Reduzierung benötigten C-terminalen Cysteine (Liaud et al. 2000). Das TrxM 

kann somit nicht regulativ über die GAPDH im RPP wirken. Welche anderen 

Zielproteine das TrxM in den Diatomeen hat, muss noch weiter geklärt werden. Die 

NADPH abhängige Thioredoxin Reduktase (NTR) reduziert TrxH, welches wiederum 

die Peroxiredoxine (Prx) reduzieren kann (Dietz et al. 2006a). Die NTRs von P. 

tricornutum (51055, 56519) und T. pseudonana (270256, 40200, 39754) sind evolutiv 

zur ersten Endocytobiosis der heterotrophen Wirtszelle mit einem Cyanobakterium 

zurückzuführen (siehe Abbildung 20). Es ist aber unklar, ob die Gene von der ersten 
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Wirtszelle oder vom Cyanobakterium stammen, da in der phylogenetischen Analyse 

keine bakteriellen Sequenzen herangezogen wurden. Bis jetzt wurden NTRs und 

TrxHs in höheren Landpflanzen nur im Cytosol identifiziert. Bei P. tricornutum und T. 

pseudonana sind beide Proteintypen wahrscheinlich auch im periplastidären Raum 

(pps) vorhanden. Dieser Raum entspricht dem Cytosol der Rotalge, bevor sie von 

einer heterotrophen Wirtszelle endocytobiotisch aufgenommen wurde (Keeling et al.  

2004). Dies kann ein weiterer Hinweis in Diatomeen sein, neben der PGDH von P. 

tricornutum, dass im periplastidären Raum nicht nur Transportvorgänge (Gruber et al. 

2007) stattfinden, sondern auch ganze Stoffwechselwege ablaufen, ähnlich wie in 

den Glaucophyten und der Stärkesynthese (Gould et al. 2006a).  

 Das Glutaredoxin (Grx) wird entweder durch FTR und NTR oder durch die 

Glutathionredukatase reduziert und aktiviert. Die plastidären Glutaredoxine in 

höheren Pflanzen deglutationylieren unter anderem das glutathionylierte TrxF. 

Dieses „Fine Tuning“ System des Ferredoxin/Thioredoxin Systems fällt aber in P. 

tricornutum und in T. pseudonana weg. Außerdem konnte in höheren Landpflanzen 

eine Interaktion von Glutaredoxin und TrxH beobachtet werden, der genauere 

Zusammenhang ist aber noch unbekannt (Buchanan und Balmer 2005, Dietz et al. 

2006a). Glutathionylierung von Proteinen führt zur Inhibierung der Enzymaktivität, ob 

dies auch bei Enzymen des RPP (Triosephosphat Isomerase und Aldolasen, Ito et al.  

2003) von P. tricornutum  und T. pseudonana geschieht, ist noch nicht untersucht 

worden, bzw. es ist noch zu wenig über diesen Prozess bekannt (Kroth et al. 2007, 

Lemaire et al. 2007). Das zur Glutathionylierung von Proteinen notwendige 

Glutathion wird in P. tricornutum und T. pseudonana jeweils durch eine cytosolische 

Glutathion-Synthase (GS) synthetisiert und jeweils durch eine cytosolische 

Glutathionreduktase (GR) reduziert. In den Plastiden konnte keine GS und GR 

identifiziert werden. Damit plastidäre Proteine durch reduziertes Glutathion 

glutathionyliert werden, müsste reduziertes Glutathion durch die vier plastidären 

Membranen diffundieren oder transportiert werden. Bei A. thaliana konnte zumindest 

plastidäre Glutathion-Synthasen identifiziert werden (Wachter et al. 2005). 

Glutaredoxine können auch ROS (reactive oxygen species) in der Zelle inaktivieren 

(Dietz et al. 2006a). 

 Nur in T. pseudonana konnte ein kernkodiertes Gen für ein mögliches CP12 

(270287) Protein identifiziert werden (Boggetto et al. 2007) (siehe Anhang Tabelle 2), 

welches für die Redoxregulation der plastidären Glyceraldehyde-3-Phosphat 

 54



  Kapitel 1 

Dehydrogenase (GAPDH, 270231), bzw. auch für die Phosphoribulokinase (PRK, 

4376) zuständig sein könnte (Oesterhelt et al. 2007, Reyes-Prieto und Bhattacharya 

2007, Wedel et al. 1998). Der GAPDH-C fehlen aber die nötigen Cysteine für eine 

Regulation von Trx oder für eine Bindung des CP12 Proteins. Bei der Rotalge 

Galdieria sulphuraria, wie auch bei T. pseudonana sind bei dem CP12 Protein nur 

zwei der vier Cysteine vorhanden. Das CP12 Protein ist somit nicht mehr in der Lage 

intramolekulare Disulfidbrücken für die Selbst-Inaktivierung zu bilden (Oesterhelt et 

al. 2007), bzw. kann eine Komplexbindung mit nur einem Protein durchzuführen. Die 

PRK hat ein in vivo nicht vorliegendes Redoxpotential (Michels et al. 2005), aber hat 

Cysteine vorhanden, über die das CP12 Protein oligomerisieren könnte. Hier wäre 

eine Regulationsmöglichkeit vorhanden, ob dies aufgrund des Redoxpotentials der 

PRK stattfindet ist aber fraglich.  

 Peroxiredoxine (Prx) sind für die Reduktion und Inaktivierung der für die Zelle 

gefährlichen ROS (reactive oxygen species) zuständig (Dietz et al. 2006a). 

Peroxiredoxine haben im Gegensatz zu Glutathion und Ascorbat ein breiteres 

Spektrum von Peroxiden, wie H2O2, Alkylperoxide und Peroxinitrite. Somit werden 

Proteine und DNA in der Zelle vor oxygenen Schäden geschützt (Goyer et al. 2002, 

Winyard et al. 2005). Die plastidären Peroxiredoxine in P. tricornutum und T. 

pseudonana können mitunter durch das TrxY reduziert und aktiviert werden (Dietz et 

al. 2006a). Sie können der „1 Cystein“ Gruppe zugeordnet werden. Die 

Peroxiredoxine der „2 Cystein“ Gruppe fehlen in P. tricornutum und T. pseudonana, 

diese würden aber durch das Thioredoxin Typ X reduziert (Dietz et al. 2006a), 

welche in P. tricornutum und T. pseudonana auch nicht vorhanden sind. Die 

Peroxiredoxine der „2 Cystein“ Gruppe und die Thioredoxine Typ X kommen bei 

höheren Landpflanzen vor (Dietz et al. 2006a). Vielleicht sind diese Prx und Trx Typ 

X bei der Rotalgenlinie sekundär verloren gegangen. Dies könnte eine Erklärung 

sein, das bei P. tricornutum und T. pseudonana diese Protein-Gruppen nicht 

existieren.  

 Die RUBISCO Aktivase konnte bis jetzt weder in P. tricornutum noch in T. 

pseudonana per Genomanalyse identifiziert werden. Sie ist für eine Regulation der 

RUBISCO in höheren Landpflanzen notwendig (Zhang et al. 1999). Aktuell wird 

angenommen, dass die RUBISCO nicht regulierbar ist, experimentelle Daten dazu 

fehlen noch.  
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Kapitel 2 Identifizierung von möglichen Zielproteinen von Thioredoxin F in 
Phaeodactylum tricornutum 

 

1. Einleitung 

 Photoautotrophe Organismen (Landpflanzen, Moose, Algen) fixieren CO2 im 

Calvin Zyklus in den Plastiden und schleusen es so in den Kohlenstoffkreislauf ein 

(Calvin 1948). Im Chloroplasten ist an den Calvin Zyklus (reductive 

Pentosephosphate Pathway, RPP) noch ein weiterer Weg gekoppelt: der oxidative 

Pentosephosphatweg (OPP). Dieser OPP regeneriert verbrauchte NADPH unter 

Abspaltung eines CO2 und synthetisiert gleichzeitig Pentosephosphate (Ribulose-5-

Phosphat), welche für die Biosynthese von Aminosäuren, Nukleotiden und 

Fettsäuren verwendet werden. Obwohl beide Zyklen, der RPP und der OPP für das 

Überleben von phototrophen Organismen lebensnotwendig sind, dürfen sie nicht 

beide gleichzeitig ablaufen, ansonsten käme es zu einem gleichzeitigen Verbrauch 

von ATP ohne Nettofixierung von CO2 („futile cycle“). Um dies zu verhindern, werden 

der RPP und der OPP durch das Ferredoxin/Thioredoxin-System reguliert (Buchanan 

und Balmer 2005, Wilhelm 2006). In den Plastiden der Landpflanzen wird die 

Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (GPDH) als erstes Enzym der OPP durch ein 

Thioredoxin (Trx) im Licht reduziert und dadurch deaktiviert (Martin et al. 2000). Beim 

RPP werden durch das Trx die Enzyme Phosphoribulokinase (PRK), die 

Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), die Fruktose-1,6-

Bisphosphatase (FBPase) und die Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBPase) am 

Tage reduziert und dadurch aktiviert. Die RUBISCO Aktivase wird durch TrxF bei 

Licht ebenfalls reduziert und aktiviert. Die reduzierte Aktivase katalysiert die 

Aktivierung der RUBISCO unter Verbrauch von ATP (Lemaire et al. 2007, Portis 

2003). In P. tricornutum und T. pseudonana konnte bis jetzt kein Gen für die 

RUBISCO Aktivase identifiziert werden. Neben Proteinen der RPP und OPP werden 

noch andere Proteine durch Thioredoxin reguliert. So wird u.a. das plastidäre Enzym 

NADP-Malat Dehydrogenase (NADP-MDH) durch Thioredoxin aktiviert, welches 

unter Verbrauch von NADPH die Oxidation von Malat zu Oxalacetat katalysiert. 

Dieses Enzym ist in der oxidierten Form inaktiv (Lemaire et al. 2007). Ebenfalls in 

den Plastiden höherer Pflanzen wird die ATPase durch Thioredoxin aktiviert. Die 

ATPase synthetisiert ATP unter Einfluss eines pH Gradienten über die 

Thylakoidmembran, der bei Belichtung aufgebaut wird. Im Dunkeln fällt dieser pH 
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Gradient weg und die ATPase würde ATP wieder zu ADP spalten. Dies wird durch 

die Regulation durch das Thioredoxin verhindert (Nalin und McCarty 1984, Schwarz 

et al. 1997). Bei höheren Landpflanzen wird das Enzym Acetyl-CoA Carboxylase 

(ACCase), welches den ersten Schritt in der de novo Fettsäurenbiosynthese 

katalysiert, durch das Thioredoxin reguliert (Sasaki et al. 1997, Hunter und Ohlrogge 

1998, Kozaki et al. 2001). Bei der Stärkebiosynthese in höheren Landpflanzen wird 

das Enzym ADP-Glucose Pyrophosphorylase (AGPase) bei Licht durch Thioredoxin 

aktiviert (Geigenberger et al. 2005). Die Thioredoxine in Landpflanzen können in 

verschiedene Gruppen eingeteilt werden (siehe auch Kapitel 1). Die plastidären 

Thioredoxine sind Typ F, M, Y und X. Das Thioredoxin (Trx) Typ F reguliert u.a. die 

Fructose-1,6-Bisphosphatase (FBPase), die Glyceraldehyd-3-Phosphat 

Dehydrogenase (GAPDH) (Lemaire et al. 2007). Durch das TrxM und TrxF werden 

u.a. PRK, Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBPase), NADP-MDH, ATPase, 

RUBISCO Aktivase, ACCase und AGPase reduziert. Die GPDH wird nur durch TrxM 

reduziert (Lemaire et al. 2007). Die Peroxiredoxine (Prx), welche in der Zelle ROS 

(Reactive Oxygen Species) inaktivieren, können aufgrund der regulativ wichtigen 

Cysteine in verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Dietz et al. 2006a) (siehe auch 

Kapitel 1). Die „2-Cystein“ Prx werden durch das TrxX reguliert, während das Prx-Q 

durch das TrxY reduziert wird (Lemaire et al. 2007). Die Regulation der Zielproteine 

der Thioredoxine findet über die Reduzierung der Cysteine, bzw. deren SH-Gruppen, 

statt. Die Cysteine der Thioredoxine werden zuerst über die Reduktase reduziert, das 

so aktivierte Thioredoxin aktiviert anschließend ein Zielprotein (siehe auch Kapitel 1).  

Diatomeen besitzen die Gene für die plastidären Thioredoxine M und F. Die 

FBPase kann in Pflanzen nur eine spezifische Interaktion mit dem TrxF eingehen 

(Buchanan 1980, Jacquot et al. 1997). Die GAPDH wird in Pflanzen vor allem durch 

TrxM reduziert (Howard et al. 2008, Scheibe et al. 1996). Welche spezifischen 

Interaktionen mit Proteinen die TrxF und TrxM in P. tricornutum und T. pseudonana 

eingehen, weiß man noch nicht. Bei den Diatomeen P. tricornutum und T. 

pseudonana sind der reduktive und der oxidative Pentosephosphatweg räumlich 

voneinander getrennt (siehe Kapitel 1). Bei P. tricornutum, T. pseudonana und 

Odontella sinensis (Michels et al. 2005) ist in den Plastiden nur der RPP vorhanden. 

Die SBPase ist im Cytosol lokalisiert und vermutlich in den OPP physiologisch 

eingebunden. Die PRK besitzt zwar die für die Regulation durch Reduktion 

notwendigen Cysteine in der konservierten Region, allerdings ist das Redoxpotential 
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des Proteins zu positiven Werten hin verschoben, so dass es unter natürlichen 

Bedingungen stets aktiv ist (Michels et al. 2005). Die plastidäre GAPDH in 

Diatomeen unterscheidet sich von der GAPDH von höheren Landpflanzen und 

Grünalgen und wird als GAPC bezeichnet. Dieser GAPC fehlt die C-terminale 

Extension (CTE) des CP12 Proteins (Boggetto et al. 2007). Die GAPA aus höheren 

Pflanzen aggregiert mit der Phosphoribulokinase (PRK) zu einem Homotetramer. 

Solche Aggregate konnten in Odontella sinensis nicht nachgewiesen werden 

(Michels, unveröffentlicht). In P. tricornutum und T. pseudonana ist die FBPase 

bislang das einzige bekannte Enzym, das über TrxF reguliert werden kann. In T. 

pseudonana sind zwar zwei FBPasen in den Plastiden vorhanden, aber es fehlen die 

notwendigen hochkonservierten Cysteine (siehe Kapitel 1 und Kroth et al. 2007). 

Interessanterweise konnte im Genom der T. pseudonana ein Gen für ein CP12 

Protein gefunden werden (Boggetto et al. 2007). Bei P. tricornutum sind vier 

FBPasen vorhanden, von denen zwei Enzyme (FBPC2, FBPC3) die notwendigen 

Cysteine in der konservierten Region zur Reduzierung durch das Trx besitzen 

(Ruelland und Miginiac-Maslow 1999) (siehe Kapitel 1). Bei P. tricornutum könnte der 

RPP über Thioredoxin F durch die FBPasen reguliert werden, während bei T. 

pseudonana der RPP eventuell über eine Enzymkomplexbildung von PRK und CP12 

Protein reguliert werden kann. Daher ist es wichtig zu wissen, welche weiteren 

Zielenzyme das Trx im Plastid von P. tricornutum und T. pseudonana hat.  

 Thioredoxin ist ein kleines (12,5 kDa) ubiquitär vorkommendes Protein und 

besitzt vier α-Helices und fünf β-Sheets (Eklund et al. 1984, 1991, Qin et al. 1994, 

Capitani et al. 2000). Es besitzt in seinem aktiven Zentrum (WCGPCK) zwei 

Cysteine, über die es unter Dithiol-Disulfidbrückenbildung die Zielenzyme reduziert. 

Zuerst muß das Thioredoxin durch die Reduktase reduziert werden, bevor es die 

Zielenzyme reduzieren kann. Die Zielenzyme haben ebenfalls Cysteine, die in der 

korrekten sterischen Anordnung vorliegen (es muß ein Abstand der 

Sulfhydrylgruppen der Cysteine unter 10 Å vorhanden sein) (Buchanan 1991, 

Jacquot et al. 1997, Motohashi et al. 2001, Schürmann 1995) (siehe Abbildung 1). 

Bei der Dithiol-Disulfidbrückenbildung der Cysteine des TrxF und des Zielenzymes ist 

das jeweilige erste N-terminale Cystein im aktiven Zentrum, welches die erste 

Bindung eingeht (Brandes et al. 1993). Das zweite Cystein mit seiner 

Sulfhydrylgruppe geht auch eine Disulfidbindung mit dem ersten Cystein des TrxF 

ein.  
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Thioredoxin (Trx) Affinitätschromatographie nach 
Motohashi et al. (2001). Das erste Cystein mit seinem reduziertem Schwefelatom (SH) und das Serin 
mit seiner OH-Gruppe,welches durch eine Mutagenese-PCR von Cystein zu Serin mutiert wurde, 
binden die Zielproteine (Target Protein). Das modifizierte Trx ist selber an CNBr-aktivierte Sepharose 
(Amersham) gebunden laut Herstellerangaben. Um die Zielenzyme vom mutierten TrxF zu lösen, wird 
10 mM reduziertes DTT zu den an das mutierte Trx gebundene Proteinen gegeben. Für mehr Details 
siehe Material und Methoden.  
 

 

Diese erste Disulfidbindung wird durch das zweite Cystein des TrxF in der 

Disulfidbindung beeinflusst und so löst sich das Zielenzym vom TrxF wieder und ist 

an den beiden Cysteinen reduziert (Brandes et al. 1993, Hisabori et al. 2005), bzw. 

enzymatisch aktiv durch eine Konformationsänderung. Das TrxF ist danach oxidiert, 

(die SH-Gruppen der beiden Cysteine bilden untereinander eine Disulfidbrücke) und 

muß anschließend von der Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) wieder reduziert 

werden.  

Wenn das zweite Cystein im aktiven Zentrum (WCGPSK) des TrxF durch ein 

Serin ausgetauscht wird, kann es nicht mehr die lösende Eigenschaft übernehmen 

und das Zielenzym bleibt am TrxF gebunden. Erst wenn ein starkes Reduktionsmittel 
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dazugegeben wird, kann die Bindung gelöst werden (Verdoucq et al. 1999, 

Motohashi et al. 2001, Hisabori et al. 2005, Hosoya-Matsuda et al. 2005). Durch 

Bindung an eine solche Affinitätschromatographiesäule konnten RUBISCO Aktivase, 

GAPDH, Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase, ein „2-Cystein“ Prx und die kleine 

Untereinheit der RUBISCO isoliert und identifiziert werden (Motohashi et al. 2001). 

Wenn nun über eine solche Säule stromale oder cytosolische Proteine gegeben 

werden, kann jedes Protein an das mutierte TrxF binden, welche an der Oberfläche 

liegende Cysteine haben. Nach Auswaschen nicht gebundener Proteine von der 

Affinitätssäule, werden die spezifisch gebundenen Proteine wieder durch DTT vom 

TrxF gelöst (Motohashi et al. 2001, Hisabori et al. 2005, Hosoya-Matsuda et al. 

2005). Mit dieser Methode konnten viele bekannte Proteine aus dem RPP und OPP, 

aber auch viele neue Proteine identifiziert werden, welche als Zielproteine von Trx 

bislang unbekannt waren, z.B. das Peroxiredoxin Typ Q (Dietz et al. 2006a, 

Motohashi et al. 2001, Hisabori et al. 2005).  

 Bei dieser Methode können auch Proteine an die Trx-

Affinitätschromathographiesäule binden, welche entweder keine eigentlichen 

Zielenzyme des Trx in vivo sind oder cytosolische Proteine, welche keine 

eigentlichen Zielenzyme vom plastidären TrxF, sondern evtl. von TrxH sind. Daher ist 

es wichtig, im Einzelfall zu prüfen, ob die Enzyme tatsächlich redox-regulierbar sind.  

 

2. Ergebnisse 
 

2.1 Aufreinigung von Thioredoxin Typ F und Thioredoxin Typ M 

Die Gene der TrxF und TrxM aus P. tricornutum wurden in verschiedene 

Überexpressionsvektoren (pET23d(+), pQE30 und pTYB2) ligiert, und in 

verschiedenen E. coli Stämmen (BL21 (DE3), BL21 (DE3) Codonplus, M15[pREp4]) 

exprimiert. Dabei wurden die Proteine immer als Inclusionbodies in der Zelle 

abgelagert. Es stellte sich durch bioinformatischen Analysen heraus, daß für manche 

Nukleotidsequenzen von P. tricornutum nicht immer die benötigten tRNAs in der E. 

coli Zelle vorhanden waren (Codon-Usage). Durch fehlende tRNAs für „seltene“ 

Nukleotidsequenzen kann entweder die Translation abgebrochen werden oder das 

Protein wird falsch gefaltet, aufgrund falsch eingebauter Aminosäuren. Dies wird 

damit erklärt, dass der Translationskomplex am Anfang weniger stabil ist und durch 

selten verwendete Codons (low-usage codons) auseinander dissozieren kann 
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(Goldman et al. 1995). Wenn nun vor dem zu exprimierenden Protein für E. coli 

Zellen lesbare Nukleotidsequenzen (etwa 60 Nukleotide) N-terminal vorgesetzt 

werden, bleibt unter anderem der Translationskomplex stabil und das Protein wird in 

E. coli exprimiert (Goldman et al. 1995, Kleber-Janke und Becker 2000). Bei dem 

Vektor pET28a(+) kann N- und C-terminal dem Protein ein HIS-Tag angehängt 

werden. Die beiden Thioredoxine Typ F (Wildtyp und Mutante) und Typ M (Wildtyp) 

wurden N- und C-terminal mit einem HIS-Tag versehen (siehe Abbildung 2). Durch 

die Multiple Cloning Side wurden dem Protein bewusst zusätzliche 

Nukleotide/Aminosäuren angefügt, welche aber keine Codon-Usage Probleme in E. 

coli Stämmen verursachen.  

 

 
         1        10        20        30        40        50        60        70  
TrxF_CS_ MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMPPLTLSAVVDIGSESAFDQTIASAGG-SLVVVDYSTTWCGPSKVIAPKFEE 
TrxF     MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMPPLTLSAVVDIGSESAFDQTIASAGG-SLVVVDYSTTWCGPCKVIAPKFEE 
TrxM     MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMAVGKTGGKLIETVEEYTSIVLEMESQKPVMVFFTAPWCGPCRLSIPVVKD 
 
                80        90        100       110       120       130       140   
TrxF_CS_ LSEKYGDAVFLKVIGDASPDASKLMKREGVRSVPSFHYFKNGEKVDVVNGANAEAIEAA---------IAKH 
TrxF     LSEKYGDAVFLKVIGDASPDASKLMKREGVRSVPSFHYFKNGEKVDVVNGANAEAIEAA---------IAKH 
TrxM     VMKQF--AGQIEVVEVCTDDLPEVASDAGVVSIPTIQMYAKDELLDTIVGCVAKSVLAASVEKVLEETLSRH 
 
              150   
TrxF_CS_ GALEHHHHHH 
TrxF     GALEHHHHHH 
TrxM     GALEHHHHHH 
 
Abb. 2: Sequenzen von Vektorkonstrukten mit pET28d(+) und Thioredoxin Typ F (CS: Mutante), 
Wildtyp und Thioredoxin Typ M aus P. tricornutum. Kursiv: Multiple Cloning Site, Schwarz: HIS-
Tag, Grau: konserviertes aktives Zentrum, C: Cystein, S: Serin.  
 

 

Die Expression dieser veränderten Konstrukte ergaben im E. coli Stamm 

Rosetta (DE3) lösliche Proteine. Die Thioredoxine konnten anschließend mit Hilfe 

des HIS-Tags über eine Ni-NTA Säule aufgereinigt werden (siehe Abbildung 3). 

Danach wurden durch Zugabe von Ammoniumsulfat (0,5 M) so viele Proteine 

ausgefällt, bis auch das Thioredoxin ausfiel. Um das Thioredoxin von E. coli 

stammenden Proteinen zu reinigen, wurden sie über eine zweite Säule 

(hydrophobische Interaktionschromatographie, HIC) aufgereinigt. Bei der HIC können 

die hydrophoben Aminosäuren (Alanin, Glycin, Isoleucin, Leucin, Methionin, 

Phenylalanin und Prolin) der Proteine an die Säulenmatrix binden. Bei der 

Aufreinigung der Thioredoxine über die HIC wurde das Protokoll von Hisabori et al. 

(2005) dahingehend verändert, daß die Proteine mit 0,5 M (NH4)2SO4 vorher gefällt 
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wurden. Dadurch konnte die Proteinmenge von Trx wesentlich erhöht werden, da sie 

bei einer Konzentration von 1,0 M (NH4)2SO4 auch ausfielen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: SDS-Gele der Aufreinigung des TrxF (Mutante). Die erste Aufreinigung der verschiedenen 
Trx Typen (F Wildform, F Mutante, M Wildform) erfolgte über eine Ni-NTA Agarose (QIAGEN) (A), von 
Slot 1 bis 6 wurde der Durchfluss aufgetragen. Von Slot 7 bis 11 wurden Proteinfraktionen 
aufgetragen, die mit Waschpuffer gelöst wurden. Von Slot 12 bis 16 wurden Proteinfraktionen 
aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 50 mM Imidazol gelöst wurden. Von Slot 17 bis 21 wurden 
Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 150 mM Imidazol gelöst wurden. Von Slot 22 
bis 26 wurden Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 250 mM Imidazol gelöst 
wurden. Die zweite Aufreinigung der Thioredoxine erfolgte nach Motohashi et al. (2001) über eine 
Butyl 650M Säule (B), wobei leichte Modifikationsänderungen vorgenommen wurden (siehe Text). Von 
Slot 1 bis 6 wurde der Durchfluss aufgetragen. In Slot 7 wurde die Proteinfraktion aufgetragen, die mit 
Tris-Puffer mit 0,5 M (NH4)2SO4 gelöst wurden. Von Slot 8 bis 12 wurden Proteinfraktionen 
aufgetragen, die mit einem linearen Tris-Puffer Gradienten von 0,5 M bis 0 M (NH4)2SO4 gelöst 
wurden. Von Slot 13 bis 17 wurden Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Tris-Puffer ohne 
Ammoniumsulfat gelöst wurden. Von Slot 18 bis 24 wurden Proteinfraktionen aufgetragen, die mit dd. 
H2O gelöst wurden. In der Mitte der SDS-Gele ist die Proteingröße (kDa) angegeben.  
 

 

2.2 In vitro Reduktionstest 
 Thioredoxine werden in vivo durch die jeweilige Reduktase reduziert. In vitro 

können die Thioredoxine durch Reduktionsmittel, etwa durch DTT, reduziert werden. 

AMS (4-acetamido-4´-maleimidylstilbene-2,2´-disulfonic acid) kann an die 

Sulfhydrylgruppen reduzierter Cysteine von Proteinen binden (Kobayashi et al. 1997, 

Motohashi et al. 2001, Vestweber und Schatz 1988). Durch die Bindung des AMS an 
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die Cysteine des reduzierten Thioredoxin wird die Masse des Proteins erhöht, so 

dass es auf einem SDS-Gel von nicht reduzierten Thioredoxine unterschieden wird. 

Nur Cysteine, die einen Abstand in der Tertiärstruktur unter etwa 10 Å haben, können 

miteinander intramolekulare Disulfidbrücken bilden.  

 Die Reduktionsteste von TrxF (Wildtyp) und TrxM mit AMS zeigen, daß die 

beiden Trxs in E. coli richtig gefaltet wurden, da die Cysteine untereinander 

Disulfidbrücken bilden können. Des Weiteren benötigen TrxF und TrxM 

unterschiedliche Konzentrationen von DTT für eine vollständige Reduktion. TrxF 

kann mit 100 µM DTT vollständig reduziert werden, TrxM benötigt mindestens 500 

µM DTT, um vollständig reduziert zu werden (siehe Abbildung 4). Bei der Abbildung 

4A sind zwei Doppelbanden des TrxM bei 0 µM DTT zu sehen. Die obere Bande 

kann nicht erklärt werden, es sollte nur eine Bande des oxidierten TrxM zu sehen 

sein. Bei der DTT Konzentration von 500 µM sind zwei Banden zu sehen: die untere 

der beiden Banden ist das reduzierte TrxM (etwa 17 kDa), die obere Bande (etwa 20 

kDa) kann nicht erklärt werden. Die Bande des reduzierten TrxM ist schon bei der 

DTT Konzentration von 100 µM zu erkennen. Es lässt sich daraus vermuten, dass 

TrxF ein wesentlich niedrigeres Redoxpotential haben muß und wesentlich schneller 

reduziert wird als TrxM.  
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Abb. 4: In vitro Reduktion von TrxM (A) und TrxF (B). Reduktionslevel von TrxM (A) erkennbar auf 
Western-Blot gegen HIS-Tag und TrxF (B) auf SDS-Gel erkennbar. Beim Western-Blot (A) sind die 
beiden dickeren Banden bei 0 µM DTT leicht verschoben, weil beim Blotten das SDS-Gel ein wenig 
verrutschte. Das TrxF ist bei 100 µM DTT und TrxM erst bei 500 µM DTT vollständig reduziert. Der 
Reduktionsgrad der Thioredoxine wird mit Hilfe von AMS und der Änderung der Mobilität im SDS-Gel 
durchgeführt. 
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2.3 Affinitätschromatographie 

 Um mögliche Zielproteine des Thioredoxin zu identifizieren, wurden die 

Thioredoxine modifiziert. Im aktiven Zentrum (WCGPCK) wurde das zweite Cystein 

(C2) durch eine Mutagenese-PCR (einfache Punktmutation in der Nukleotidsequenz) 

in Serin umgewandelt, da die Zielproteine über das erste Cystein an das Thioredoxin 

binden und durch das zweite Cystein gelöst werden. Durch die Mutation können 

Proteine nach der Binding an Thioredoxin nicht mehr lösen. Für die 

Affinitätschromatographie wird zuerst das mutierte Trx über die NH-Gruppen der 

Aminosäuren unspezifisch an die Säule gebunden, dabei bleiben an der Matrix 

allerdings noch viele chemische Bindestellen frei, die mit Glycin deaktiviert werden 

müssen. Diese Deaktivierung durch Glycin ist im Protokoll von Hisabori et al. (2005) 

nicht enthalten. Es können somit nur noch Proteine an das mutierte Thioredoxin über 

das erste Cystein binden und nicht noch an die Säulenmatrix. Die gebundenen 

Proteine werden auf der Säule gewaschen und von nicht gebundenen, 

unspezifischen Proteinen gereinigt. Anschließend werden die gebundenen Proteine 

durch Reduktionsmittel gelöst und fraktioniert.  

 Die eluierten Proteine wurden zur Identifizierung über ein 2D-SDS-Gel zuerst 

durch isoelektrische Fokussierung und dann im SDS-Gel aufgetrennt (siehe 

Abbildung 5). Anschließend wurden die einzelnen Proteine isoliert und mit Trypsin im 

Gel verdaut. Trypsin schneidet Proteine nur an bestimmten Aminosäuresequenzen. 

Die Peptidfragmente wurden mit Carbamidomethyl stabilisiert. Die Größe der 

einzelnen individuellen Proteinfragmente wurde mittels Massen-Spektrographie 

(Mass Spec) im MALDI-TOF TOF bestimmt (durch Dr. Toru Hisabori (Tokyo Institute 

of Technology, Japan) und Dr. Naomi Hosoya-Matsuda (Kanagawa University 

Hiratsuka, Japan)). Jedes Protein hat nach der katalytischen Spaltung durch Trypsin 

ganz individuelle Mass Spec Größen. Identische Aminosäurensequenzen in 

verschiedenen Proteinfragmenten ergeben die gleiche Mass Spec Größen. Hier 

unterscheiden sich verschiedene Proteine mit gleichen oder ähnlichen 

Sequenzbereiche in der Gesamtzahl aller Proteinfragmente. Je mehr 

Proteinfragmente eines Proteins in ihren Größen bestimmt wurden, umso detaillierter 

lassen sich durch Berechnungsprogramme die gesammelten Proteine identifizieren.  
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Abb. 5: 2D-SDS-Gel eluierter Proteine. Die Zielproteine wurden nach der Trx-
Affinitätschromatographie auf ein 15% 2D-SDS-Gel aufgetragen. Die möglichen Zielenzyme sind 
durchnummeriert. Die mit Massen-Spektrographie bestimmten Größen der einzelnen 
Proteinfragmente sind unterhalb des Bildes aufgeführt. 
 

 

2.4 Identifizierung der eluierten Proteine 

 Es wurde die Software PeptideSearch (EMBL, Heidelberg, Deutschland) 

verwendet, um aus den massenspektrographisch ermittelten Größen der 

Peptidfragmente die wahrscheinlichsten Proteine aus P. tricornutum zu berechnen. 

Diese Software erlaubt die Integration der Proteinsequenzen von P. tricornutum in 

dem alle möglichen Fragmente anhand ihrer molekularen Masse identifiziert werden, 

die nach Verdau mit Trypsin entstehen könnten. Die Software berechnet die 

fraglichen Proteine zudem nach der im 2D Gel erkennbaren Größe. Die jeweilige 

Peptidgröße wurde in dem Berechnungsprogramm um etwa 5-10 kDa größer 

angegeben, um evtl. Degradationen der Proteine auf dem 2D-SDS Gel zu 

berücksichtigen. Es wurden sämtliche automatisch annotierten Leserahmen der JGI-

Gendatenbank, sowie der „BottomDrawer“ verwendet. Dieser „BottomDrawer“ enthält 

all die Nukleotidsequenzen, die bei der Genomsequenzierung vorerst keinem 
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Chromosom zuzuordnen waren. Die wahrscheinlichen Proteine wurden noch einmal 

gegengeprüft, indem das mögliche Protein mit dem Programm ProSpector MS-Digest 

(http://prospector.ucsf.edu/) theoretisch mit Trypsin verdaut und mit 

Carbamidomethyl stabilisiert wird, anschließend wurden die Massen der 

Proteinfragmente mit dem MALDI-TOF TOF (MALDI: Matrix-assisted laser 

desorption/ionization, TOF: Time of flight) ermittelt. Nur wenn die bei ProSpector 

berechneten Mass Spec Werte mit den Werten unter Abbildung 4 übereinstimmten, 

kann es in der Genomdatenbank identifiziert werden. Die so identifizierten Proteine 

wurden in Tabelle 4 aufgelistet.  

 
Tab. 1: Mögliche Zielproteine von TrxF ermittelt über die Peptidmasse nach Trypsin-Verdau. Es 
wurden die möglichen Zielproteine aus der Peptidmasse der jeweiligen Proteinfragmente berechnet. 
Alle aufgelisteten Proteine weisen Cysteine auf. Die Proteingröße stimmt nicht immer überein mit der 
Größe auf dem 2D-SDS Gel überein. Die Protein ID ist von JGI vorgegeben, bei mehreren 
Transkriptionsmöglichkeiten eines Gens, wird für jedes Protein eine Prot ID vergeben. *) Dieses 
hypothetische Protein ist nicht eindeutig zuzuordnen, die Scores bei NCBI GenDatenbank sind zu 
unsicher. 
 

Spot Protein Hits of 
Mass Spec Data Prot ID Name 

kDa 
(mature 
protein) 

predicted 
Location 

1 1 

813.52 
841.50 
946.48 

1027.56 
1239.71 
1319.76 
1437.81 
3185.14 

56583 Hypothetical 
protein* 28,44 plastidic 

1 2 1027.56/1027.56 
1437.81/1437.81 1681/1880 

     NAD-dependent 
glycerol-3-phosphate 
              DH 
        (EC 1.1.1.8) 

46,33 / 
35,83 cytosolic 

2 1 1068.51 
2221.95 45368 

Tyrosyl-tRNA 
Synthetase 
(EC 6.1.1.1) 

86,54 cytosolic 

2 2 1784.79 48155 Methyltransferase 42,58 cytosolic 

4 1 

1427.76 
1810.91 
1826.95 
2254.12 

1883 gag-pol 
Polyproteine 219,22 cytosol 

4 2 

852.48 
911.44 

2240.13 
2254.12 

AAF07201 RUBISCO  
small Subunit 15,97 plastidic 

5 1 2705.39 36403 Myosin-like (class 
II, heavy chain)  14,85 plastidic 

6 1 
2150.48/               
             /2172.46 
             /3209.49 

56585/56587 
Thiopurine S-

Methyltransferase 
(EC 2.1.1.67) 

15,52 / 
24,71 cytosol 

 

 Dazu werden auch die Werte angegeben, welche vom Protein bei ProSpector 

mindestens einen bis mehrere Hits ergaben. Alle Proteine weisen in ihrer 

Aminosäuresequenz Cysteine auf. Allerdings weist nur die NAD-abhängige Glycerol-
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3-Phosphat Cysteine mit einem Aminosäureabstand von 22 (Position 152 und 174) 

bis 23 (Position 320 und 344) Aminosäuren auf.  

 Bei den anschließenden Abbildungen werden die Sequenzen der Proteine aus 

P. tricornutum mit den ähnlichsten Proteinsequenzen verglichen, die beim Vergleich 

mit der NCBI Gendatenbank die größte Sequenzhomologie aufwiesen. Die 

prozentuale Identität mit anderen Proteinen ist einmal im Anhang (Tabelle 1) 

angegeben oder in den folgenden Bilduntertiteln. Die Cysteine sind gelb unterlegt.  

 
                         1        10        20        30        40        50        60 
pt_1681_                 MGIADRTGAGKVSRDNDAGTTTWLMWAGMAAVSFASGLAYATYLLRLRDRERLRQACSRI 
pt_1880_                 ------------------------------------------------------------ 
tetra_XP_001032725_      ------------------------------------------------------------ 
                                                                                      
 
                                  70        80        90        100       110       120 
pt_1681_                 QKHLVPGQRVSLGPLHMRKPQKKQTVVVVGAGSYGTAMAYAAAVN-GHKVLLYMRDAEQC 
pt_1880_                 -------------------------------------MAYAAAVN-GHKVLLYMRDAEQC 
tetra_XP_001032725_      -------------------MKRFTKVAILGNGAFGTALAHAASFNPYNKVMMYARDPEVA 
                                                              *A AA *N * KV*MY*RD*E * 
 
                                  130       140       150       160       170       180 
pt_1681_                 KSINEKGYNPKYLSQYPLNPSGHDNPAIRGICTTDELAQAMKVTNVVVILALPCQLTPVW 
pt_1880_                 KSINEKGYNPKYLSQYPLNPSGHDNPAIRGICTTDELAQAMKVTNVVVILALPCQLTPVW 
tetra_XP_001032725_      QHINDKKRNPKFFSDIELN----------GNITASSSFKEVVQDAAFILSCIPTQQTMVV 
                         Q IN*K  NPK**S * LN          G *T    *  *    **IL **PTQ T*** 
 
                                  190       200       210       220       230       240 
pt_1681_                 VEQHNTIIPENTLLCSTAKGLYLPTKQLIGHAILDSLNRASQPICFLSGPSFAEEIMRGY 
pt_1880_                 VEQHNTIIPENTLLCSTAKGLYLPTKQLIGHAILDSLNRASQPICFLSGPSFAEEIMRGY 
tetra_XP_001032725_      LRENREHINLETPFVSCSKGMLVESEKFISEAVN-EMFEGKLKYCVLSGPSFAKEILQNM 
                         L      I   T***S  KG*** *  *I  A*   *  *   *C*LSGPSFA EI*  * 
 
                                  250       260       270       280       290       300 
pt_1681_                 PTAVVVASDQLYLAVQVQKLLSNASSFRVYTSQDPIGVQLGGALKNPLAVGAGMIAGMGF 
pt_1880_                 PTAVVVASDQLYLAVQVQKLLSNASSFRVYTSQDPIGVQLGGALKNPLAVGAGMIAGMGF 
tetra_XP_001032725_      PTLVVVASNDIKNAQVVQESLSHG-AFKVYTNDDVIGVEIAGALKNVFAIGAGFIEGSDF 
                         PT*VVVAS  *  AQ VQ  LS *  F*VYT* D*IGV **GALKNV*A*GAG*I G  F 
 
                                  310       320       330       340       350       360 
pt_1681_                 GSNTLSACVTRASRELCDLCVAMGGRPETVDGLSGIGDLMLTCFSSQSRNQRCGQRLMKG 
pt_1880_                 GSNTLSACVTRASRELCDLCVAMGGRPETVDGLSGIGDLMLTCFSSQSRNQRCGQRLMKG 
tetra_XP_001032725_      GINTTTAFIVRGTAEIQKFAKTYGARDETFYGLAGIGDLMLTSFGSLSRNRTCGYRLGKG 
                         G NT *A** R** EI  **  *G*R ET* GL GIGDLMLT F S SRN TCGYRL*KG 
 
                                  370       380       390       400       410       420 
pt_1681_                 EGVKDIEKDFT--VEGVATADVAVAYADMCGLACPIFRTVHALIHKLISPEEAIRDLMGR 
pt_1880_                 EGVKDIEKDFT--VEGVATADVAVAYADMCGLACPIFRTVHALIHKLISPEEAIRDLMGR 
tetra_XP_001032725_      ESLEDIVKSSTGVVEGIPTLDVVYKYAKKNNLDMPITFTIYDLLHGQISLQSAVKRLMTV 
                         E * DI K  T  VEG*PT*DV*Y YA    L *PI  T*  L*H  IS*  A** LM   
 
                                  430       440       450       460       470       480 
pt_1681_                 PLN-------------------LEASRANLEAK--------------------------- 
pt_1880_                 PLN-------------------LEASRANLEAK--------------------------- 
tetra_XP_001032725_      NLEKADKQNEDISHESNLQKTIQEQNSQNLTVKVIGGDNNLSKNKHRKLQSSLLPPSKMM 
                          L                     E *  NL *K                            
 
                                  490       500       510       520       530       540 
pt_1681_                 ------------------------------------------------------------ 
pt_1880_                 ------------------------------------------------------------ 
tetra_XP_001032725_      CIIFPVIADENLDPDDLNKKINYGVTDNISKMDAKMVKIIQSKMNLENMKKKQMQYQQGV 
                                                                                      

 
Abb. 6: Vergleich der Aminosäurensequenz der NAD-abhängige Glycerol-3-Phosphat 
Dehydrogenase von Phaeodactylum tricornutum (pt) und Tetrahymena thermophila (tetra). 
Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: hydrophil (NQST), Blau: basisch (HKR), Rot: sauer 
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(DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen Gruppe. Grau: Aminosäuresequenz, die den Werten der 
Mass Spec Analyse entsprechen. Die Prot IDs sind hinter den Proteinen angegeben. Bei pt sind zwei 
Prot IDs angegeben, weil das Gen für die NAD-abhängige Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase zwei 
verschiedene Transkriptionsmöglichkeiten hat. Das Protein (1681) hat keine Präsequenz. Beide NAD-
abhängige Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenasen haben eine Proteinidentität von 41% zum 
Vergleichsprotein. 
 
                      1        10        20        30        40        50        60 
pt_45368_             MSSGLKRVKTARFSVWEVAEGAKLASATFPSTTMATEAKKVDPVKKVDPPAGAVAKKGSS 
trypa_XP_817411_      ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
                               70        80        90        100       110       120 
pt_45368_             VKKPEPKPTRPWTEPLQQDFDRIFSVGEECISGPELQTLLTAKGRGSESTGFNLYDGFEP 
trypa_XP_817411_      -----MTAQKPTEMTTEERYALVRSVGEECIQEEELLNLITKK------PNIRCYDGFEP 
                           * ***P        *  * SVGEECI*  EL  L*T K        * *YDGFEP 
 
                               130       140       150       160       170       180 
pt_45368_             SGRMHIAQGVFKAMNVNKCTYEGTNATFVFWVADWFALMNDKMGGDLEKIRTVGHYLIEV 
trypa_XP_817411_      SGRMHIAQGVFKAVNVNKCTQSG--CEFVFWVADWFALMNDKMCGELEKIRIVGQYLIEV 
                      SGRMHIAQGVFKAMNVNKCT  G  * FVFWVADWFALMNDKM*G*LEKIR VG YLIEV 
 
                               190       200       210       220       230       240 
pt_45368_             WKAAGMDLSNVVFKWASEEITTHADKYWPTMLDVARRFNVTRIKKCCQIMGRLEGSLTAA 
trypa_XP_817411_      WKAAGMNMEKVIFLWSSDEITRNANSYWKTVLDIGRRNTIARIKKCCTIMGKQEGTLTAA 
                      WKAAGM *  V*F W SEEIT  A  YW T*LD**RR ** RIKKCC*IMGR EG*LTAA 
 
                               250       260       270       280       290       300 
pt_45368_             QILYPLMQCTDVFFLKADICQLGVDQRKVNMLAREYCDAAGIKHKPIILSHHMLYGLKAG 
trypa_XP_817411_      QILYPLMQCADIFFLKADICQLGLDQRKVNMLAREYCDLIGRKLKPVILSHHMLSGLKEG 
                      QILYPLMQC D*FFLKADICQLG*DQRKVNMLAREYCD**G K KP*ILSHHML GLK G 
 
                               310       320       330       340       350       360 
pt_45368_             QEKMSKSDPDSAVFMEDSAADVERKIMNAYCPIVAEVAAGATDGEPLDAGKESMHLKGDG 
trypa_XP_817411_      QPKMSKSDPDSAIFMEDTREDVERKIRHAYCPRLRQKKAEVPEDGAPVSSEE-------- 
                      Q KMSKSDPDSA*FMED*  DVERKI  AYCP *    A * *  **    *         
 
                               370       380       390       400       410       420 
pt_45368_             LKNPCLDYIENIIFSPPGATFSAGSTTFQDYGAVRDAFLSKQISEDELKRGLIIELNRLL 
trypa_XP_817411_      -KNPVLDYFQHVIYSRPAASTTINGTLYKTYEELEEAFVDGTITEELLKDALALELNALL 
                       KNP*LDY*  *I*S P*A* **  T *  Y  * *AF*  *ISE* LK *L*IELN LL 
 
                               430       440       450       460       470       480 
pt_45368_             EPVRSHFDTNENAKNLLSLVQQYKKESASSITEKVVRRLNLVELKKVPAGAHLVFAPLPS 
trypa_XP_817411_      EPVRHHFACDPHAAGLLEKVKSFRKGGQTPPLTDIG---PFEQSETPLAVVWLPTVIKLS 
                      EPVR HF     A  LL  V ***K   * *   **    *     **A** L* ** *S 
 
                               490       500       510       520       530       540 
pt_45368_             GSPTLQSAMDVFTLLQAAEDRPCVLLLSDWTARVCNSCDADLKVIAAYHSVFVASLKALK 
trypa_XP_817411_      VNVAVAISDAVKAFLEQHSDGEVVLLLPEWTAFSCGEVTGEEKNISAALELNLALLQATY 
                      *** *     V  *L    D  *VLLL *WTA  C  * ** K I A*  * *A L A   
 
                               550       560       570       580       590       600 
pt_45368_             PRLMENVQVLLQSDAILADPSNYWISVINVGRHFMLDDIMGPSMKDSEGVGRVIGRLMQV 
trypa_XP_817411_      LR-KEWVRVVRQSQLILDNPNDYWVAAINAGRRNMLQYLG-DVCGEFKAAGDLVAALMYV 
                      *R  E V V* QS *IL  P* YW* *IN*GR* ML  **   * *  **G *** LM*V 
 
                               610       620       630       640       650       660 
pt_45368_             ADAAGVEPASIAMADSEDTKIEGNLVTEFFGKKLPSLSAPSVSFRTLPSLRLQPERESDA 
trypa_XP_817411_      ADVAMLKATHIISAPHERG--YHEVVKKFFDGRVTAIPAREG--------TVPPLHRPEA 
                      ADAA** *  I* A  E       *V  FF  **  * A  *         * P *  *A 
 
                               670       680       690       700       710       720 
pt_45368_             LRNENDEYFLLDDPKISGKSKLKKAFCEPGNVTFCPPIALADMFALKGAKGVLEIHRSPE 
trypa_XP_817411_      LVAGADDVLFLDDTDMDTRRKIKKAYCAPN---EAANPVLSIAAWLLRERGTLTVERAAE 
                      L    D****LDD  *  * K*KKA*C P     ** **L  ***L   *G L * R *E 
 
                               730       740       750       760       770       780 
pt_45368_             NGGDHIYESVTELEKDFADGSLHPSDLKTAAIAVMGTVMEELAAGLKADGDAIKAGKTLK 
trypa_XP_817411_      NGGNVAYTSEARLRDDAQSGTLHPADLKAAVTKPLLEVCAVSKAVLSS-AEGKKLSQTLR 
                      NGG  *Y S   L  D*  G*LHP DLK A*  *** V*    A*L   *** K*  TL* 
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                               790 
pt_45368_             AFQKKAAKQKK 
trypa_XP_817411_      QAEKTLSKRSK 
                       * K * K  K 

 
Abb. 7: Vergleich der Aminosäurensequenz der Tyrosyl-tRNA Synthetase von Phaeodactylum 
tricornutum und Trypanosoma cruzi (trypa). Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: 
hydrophil (NQST), Blau: basisch (HKR), Rot: sauer (DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen 
Gruppe, Grau: Aminosäuresequenz, die die den Werten der Mass Spec Analyse entsprechen. Die 
Prot IDs sind hinter den Proteinen angegeben. Die Tyrosyl-tRNA Synthetase von P. tricornutum hat 
eine Proteinidentität von 33% zum Protein von T. cruzi.  
 

 
                        1        10        20        30        40        50        60 
pt_48155_               MQDLLEEAEGTFATESTVKELRCPFVLELWDEARAVRWDYADGERVYYRPKQRSGVVRKR 
frankia_YP_480878_      -------------------------------------------MKINRLELGREGTGIDR 
                                                                    **      R G *  R 
 
                                 70        80        90        100       110       120 
pt_48155_               RRPVEDFNVDHSLYKPDSWSILVDGRVKPKSLTDCSKLLPLTASFGSLLVRVVPDTASFR 
frankia_YP_480878_      ENVVGHFSARARTY-------------------DMSSSWCTDDELGAVIVRVAN------ 
                          *V  F**    Y                   D*S  **    *G *IVRVA        
 
                                 130       140       150       160       170       180 
pt_48155_               HWAVAWSGPTDRVLEIGCSTGQTSRAFWKARVSSWVGMDTSSDMVQRTRIALQQQDTATG 
frankia_YP_480878_      ------AGPTDRVLDVACGTGLVSRLFHG-RVGAVIGVDITEDMAAQARPHLDELVISPA 
                               GPTDRVL***C TG  SR*F   RV  **G*D   DM*   R* L         
 
                                 190       200       210       220       230       240 
pt_48155_               SARANYRVCHCDALLHPNQAELEARQFGPPTLVFVDIGGNRNLSGVVLMLDWVLTRSVGV 
frankia_YP_480878_      EELP-WPNASFDVVVCRQGVQFMRLPDAVREMVRVLRPGGRLILINLCAYGPDDRDEYFE 
                           * *  * *D***  * * *     **  *V V  *G R * * **** *     **  
 
                                 250       260       270       280       290       300 
pt_48155_               EKRSSGERQPTRLVLVKSQALARALSLFHTDNNRTLPESPNENLASQEFCRRWFEDQLRQ 
frankia_YP_480878_      VLR---LRNPVRRHFFLPEDMAKLVASSGCTDLRTER------YVSIEDVDVWSDNGAID 
                               R*P R  **    *A **        RT        **S E *  W *  *   
 
                                 310       320       330       340       350       360 
pt_48155_               AQTATLPRHPLQASLVYSPISATQPICRYHNYSTCQKVETCPLDHRHCHLCQRPGHIALR 
frankia_YP_480878_      ESAREAIREVYRS--------ASPEFSRLHSVHQRNGLFVDHMLFVIASGCKPGGDVA-- 
                         *   **R **          A*  * R*H** * * *    *      *C  *G *A   
 
                                 370 
pt_48155_               CPVLRADIVKPFLQK 
frankia_YP_480878_      --------------- 
                                        

 

 
Abb. 8: Vergleich der Aminosäurensequenz der Methyltransferase aus Phaeodactylum 
tricornutum (pt) und Frankia sp. (frankia). Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: 
hydrophil (NQST), Blau: basisch (HKR), Rot: sauer (DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen 
Gruppe, Grau: Aminosäuresequenz, die die den Werten der Mass Spec Analyse entsprechen. Die 
Prot IDs sind hinter den Proteinen angegeben. Die Methyltransferase von P. tricornutum hat eine 
Proteinidentität von 43% zum Protein von Frankia sp.  
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                  1        10        20        30        40        50        60 
pt_1883_          -------MARVRKATGPTRKGATETVPEERVEEETPFEAVESPSKDSDNETQPSSMGDDN 
pt_ACA60881_      MRRPRKVTPAVPAPAAATDSPADAASASKEDEEFGGFDSSDGEEPSGTAPPSPASSDDEG 
                          * V  * **T  **    *    EE  **   *          *  *  D * 
 
                           70        80        90        100       110       120 
pt_1883_          DSQ------------------------SEIESYKIDTDIDFKYNPNFFEDKKALESVLRN 
pt_ACA60881_      DGKKTAKPLARSKNTSDEVSVIEKSVIDAEPHLSKDSDGLDSVPRQDRVERKALMVVLRD 
                  D                               *  D*D*   *      *KKAL**VLR  
 
                           130       140       150       160       170       180 
pt_1883_          TMGFGDIHVKSLQNEGLKTANDFLLISMSDINDLCDKLLFATVYRARLRAFATWLRSQPD 
pt_ACA60881_      VICVPLSVAAAMLNNGIKSSDDFRLLTKEDINDLCMRLKMGSMHTKRILVFAKWMHHAPN 
                   ****   *  * N G*K*  DF+L**  DINDLC *L ****   R* *FA W**  P  
 
                           190       200       210       220       230       240 
pt_1883_          NINITQEWTIPVMQLEMQMKAQASPFGTSETN-KTDKSVSSLVPDPFDGTQKKWLAFRYS 
pt_ACA60881_      SVDVAKEFTASVLRFEMMTRAAASYDNVTTTAAKAEKSATSLLPEPFDGSQKKWLTFRYG 
                  ** *  E*T* V* *EM  *A AS*   * T  K *KS**SL*P*PFDG*QKKWL*FRY  
 
                           250       260       270       280       290       300 
pt_1883_          FEAWAGASGQSFDACISHDSERYSRSEPTATYNDINDEPDSFKYDWNVKSVRNSNIFFML 
pt_ACA60881_      FEAWAGASGSTFTACIAHHSDRYSKADPTGPHTSPRDVSDLFALSPVVNITRNATIFYTL 
                  *********.:* ***:*.*:***:::**..:.. .* .* *  .  *: .**:.**: * 
 
                           310       320       330       340       350       360 
pt_1883_          KSLTSGGDAWGLIEPYEVSKNGRHAWIALCAFYEGASQVGLTTEEARTTILTSKYTGQSR 
pt_ACA60881_      MSLTSAGDAWGLVEPHEHTKDGRSAWISLCAFYEGTSQVGLTTEQARATVMESVYTGLSK 
                   SLTS*GDAWGL*EP E *K GR AWI LCAFYEG SQVGLTTE AR T** S YTG S* 
 
                           370       380       390       400       410       420 
pt_1883_          NFTFTKYVQKHLTGNNILARNKEAYTDSQKTNFFLRGIVDPELMAFKAAAEANLNEWKFE 
pt_ACA60881_      QFSFTKYVARHISANNALLRNKEGYSDAQKTNFFLKGITDPALLPYKATAEARLDDWNFN 
                  *F*FTKYV *H***NN*L*RNKE*Y*D QKTNFFL*GI DP L***KA AEA L *W F  
 
                           430       440       450       460       470       480 
pt_1883_          RVVTYMRTQAAKLTSKDGKDSRNIRQATGLSKNRNNKNNRRKRSEYQSQGKGNKESGKGN 
pt_ACA60881_      RVVNYMRTSATKLSSKDRSDSRNVRQTKTTGRATGNQRGNDNKRRGSSNRPSNKGAEKPS 
                  RVV*YMRT*A KL*SKD  DSRN*RQ     *   N      *  **S*   NK   K** 
 
                           490       500       510       520       530       540 
pt_1883_          NAPSTQLRKDIWDELSPEIKDAIKAAKRRASTDPRTAKRAKTSSTDNSNASVESYSPDLR 
pt_ACA60881_      RPHKHVLPPELWEALTPAIRESILSAKRSIAPPGREAKRAKSSDTDNSSSTVESYSQLPS 
                   *    L  **W* L*P I** I  AKR *   *R AKRAK*S TDNS* *VESYS  *  
 
                           550       560       570       580       590       600 
pt_1883_          S---MSTEIFKADDDKDLASGQPEAKDTPLHLELEDTLKKPTYGAGTLFGRSADRVSFNR 
pt_ACA60881_      SKKPIRKHTCEDHVQVDSSTPETLLRDAPTDISPHVTTKKVTFGAGVLFGRYANRVSLNR 
                  S   *    *      D   *   **D P  * *    KK*T*GAG LFGR A RVS*NR 
 
                           610       620       630       640       650       660 
pt_1883_          MVCSSEENKVTPWRMSELRLADATIRRICKNRTRNPTGRSTWGEAAIDTGADTICIGSGY 
pt_ACA60881_      MVRSGSHFDQAPWRKSDFRLNDATLVRIRQNRSRGTKTPTNYGEAVIDTGADTVCVGAGY 
                  MV S       PWR S**RL DAT* RI  NR*R     ***GEA*IDTGADT*C*G GY 
 
                           670       680       690       700       710       720 
pt_1883_          TVLAHTGRYVSLRGFHDSGDTLDRIPVVTAATAYDYDDGTTVILVFHEALNLGPTQSTSL 
pt_ACA60881_      SVLSYTGRSVSLRGFHDDGETFERIPVVTAATAYDYDDGTTVILIFHEALNLGPTQTTSL 
                  *VL  TGR VSLRGFHD G*T**RIPVVTAATAYDYDDGTTVILIFHEALNLGPTQ*TSL 
 
                           730       740       750       760       770       780 
pt_1883_          INLNQIRHAGHQTDDIPKFLSQGKSLHGIETIDGDYIPFELKGRTSLLYSRVPTRHELEN 
pt_ACA60881_      INLNQIRHAGHQTDDIPKFLSQGKSLHGIETLDGDYIPFELKGRASLLYSRVPTQHELDN 
                  INLNQIRHAGHQTDDIPKFLSQGKSLHGIET*DGDYIPFELKGR SLLYSRVPT HEL*N 
 
                           790       800       810       810       820       830 
pt_1883_          CLHIDLTSDQPWDPNSKDWEDNEQRYTRHDRQRNARYTATDNADEENFYHGYFSLPDSKE 
pt_ACA60881_      CQHIDLTCDQPWDPNSKDWEENEAKYTRHDRSRRACYTDSVPVDILPDWP---PLPVSPG 
                  C HIDLT DQPWDPNSKDWE*NE *YTRHDR*R A YT *  *D    *     LP S   
 
                           840       850       860       870       880       890 
pt_1883_          FPVLPANNNVMNPHDVVREIKYATARVSKSSPRDLDVDRDKLRRILGHVPMEVVDRTLEA 
pt_ACA60881_      SVVPDFHNRVMNPRDIVREIKYATIGASISSPRVLDVDRDKLRRILGHVPMEVVERTLTA 
                   *V* * N VMNP*D*VREIKYAT* *S SSPR LDVDRDKLRRILGHVPMEVV*RTL A 
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                           900       910       920       930       940       950 
pt_1883_          TTQLAERSGKMPLHRRFKTKFEQLRYRRLKCTLYSDTFKSTVKSSRGHTHTQGFVCGDSY 
pt_ACA60881_      TTQLAERTGEMPLHRRYKTKFEQLRYRRLKCTLYSDTFKSSIKSSRGHTHTQGFVCGDSY 
                  TTQLAER*G MPLHRR*KTKFEQLRYRRLKCTLYSDTFKS**KSSRGHTHTQGFVCGDSY 
 
                           960       970       980       990       1000      1010 
pt_1883_          FVYHFLMKAESEADQGLASIIQDIGIPAQIHTDNAKVETLSKWKKITSGHWIKVTVTEPY 
pt_ACA60881_      FIYHYLMKAESAADQGLAEFIHNIGIPAQLHTDNAKVETLSKWKKLTSSHWIKTTVTEPY 
                  F*YH*LMKAES ADQGLA *I  IGIPAQ*HTDNAKVETLSKWKK*TS HWIK TVTEPY 
 
                           1020      1030      1040      1050      1060      1070 
pt_1883_          SPWQNRCEHEFGAVRIQTRLVMETTQCPEQLWDYAITYVVIVRNNTARKALNWQTPLTVM 
pt_ACA60881_      SPWQNRCEHEFGAARIHTRLVLETTKCPEQLWDYALAYVIFVRNHTARKALAWITPITAM 
                  SPWQNRCEHEFGA*RI TRLV*ETT CPEQLWDYA* YV**VRN TARKAL W TP*T*M 
 
                           1080      1090      1100      1110      1120      1130 
pt_1883_          TGDTSDISELLDFEFYEPVQYFDNPEIKFPQAKAKVGRWLGIATNVGQAMCYYVLTDKGT 
pt_ACA60881_      TGDTHDISEILVFEFFEPVQYFDNPDVKFPQNKAKVGRWLGIATNVGQALCYHILTDKGT 
                  TGDT DISE*L FEF*EPVQYFDNP**KFPQ KAKVGRWLGIATNVGQA*CY *LTDKGT 
 
                           1140      1150      1160      1170      1180      1190 
pt_1883_          VIARSTVTPLHKVDSTALQTSLTAFDAMIRDIYQPTDFAHSTKKQAASLRRDEAMKVARK 
pt_ACA60881_      VITRSTVTPLQNLDSSALQTALATFDATIREIYQPSDFALGNKIKAPAFRRDEAMKVARR 
                  VI RSTVTPL  *DS*ALQT L  FDA IR*IYQP*DFA  *K  A* *RRDEAMKVAR* 
 
                           1200      1210      1220      1230      1240      1250 
pt_1883_          TGEPEDPGVRNRHVLYDLNEGADHDQVEPGLSVDDYYGNDDEKESGSSDLLVGSEVLLTK 
pt_ACA60881_      SDDPGDGNTRNRHVLYDLNEGDDHIQLDPGLTVDDFFENDSPDQDPTS-LIIGTDVLLTS 
                  * *P D*  RNRHVLYDLNEG DH QL*PGL*VDD** ND     * S L**G**VLL*  
 
                           1260      1270      1280      1290      1300      1310 
pt_1883_          GGIQHLGKVTKRDKNGQPKGSNETTNYVVEFNDGTEEIHGYNALLDAVYKQVDDDGNEWY 
pt_ACA60881_      GAVQRQGRVTKRDRDGTPVPNDDPGNFVVEFDDGTEEVHGYQALLDAVYKQVDDDGNEWY 
                  G**Q  G*VTK*D* G*P **    N*VVEF DGTEE*HGY*ALLDAVYKQVDDDGNEWY 
 
                           1320      1330      1340      1350      1360      1370 
pt_1883_          TFEDIVDHQRRPRGGRGRTKGWFLRVKWANGEYTWEPLTSLKESNPYPVAKYAADNELMS 
pt_ACA60881_      TFDDIVDHQKRPRGGRGRTRGWFLRVKWANGEFTWEPLTSLKESNPYPVAKYAADHDLLS 
                  TFDDIVDHQKRPRGGRGRT*GWFLRVKWANGE*TWEPLTSLKESNPYPVAKYAAD *LLS 
 
                           1380      1390      1400      1410      1420      1430 
pt_1883_          EKAFSYWAPSVLTKADRWIRAARTRKKKNRYKYGIEVPRNVAHAYELDKQNGNHLWAEAI 
pt_ACA60881_      EHAFSYWAPTVLKKADRWIRAAKTRKKKNRYKYGIEVPRNVPHAYELDKQNGNHLWRDAI 
                  EHAFSYWAP*VL KADRWIRAAKTRKKKNRYKYGIEVPRNV*HAYELDKQNGNHLW *AI 
 
                           1440      1450      1460      1470      1480      1490 
pt_1883_          QKEMGTLQKMETFTILSKGERAPKDYKRIPMWIIFDVKMDFRRKARLVAGGHVTDPPTDD 
pt_ACA60881_      RKEMDTLESMKTFTIKDKGERAPSDYKRIPMWIIFDVKMDFRRKARLVAGGHVTDPPDED 
                   KEMDTL  M TFTI  KGERAP DYKRIPMWIIFDVKMDFRRKARLVAGGHVTDPP ED 
 
                           1500      1510      1520      1530      1540      1550 
pt_1883_          TYSSVASRESVRLGFLLASLNNLDLVSVDIGNAYVNADCREKVYAIAGPEFEEFEGRTVI 
pt_ACA60881_      TYSSVASRESVRLGFLLASLNNLDLVSVDIGNAYVNADCREKVFSIAGPEFGEHEGKVVL 
                  TYSSVASRESVRLGFLLASLNNLDLVSVDIGNAYVNADCREKVF IAGPEF E EG*VVL 
 
                           1560      1570      1580      1590      1600      1610 
pt_1883_          IAKALYGLKSSGAAWHSHLAQSLRTMGFVSSKADPDMWYRAAKRKDESEYYEYIISYVDD 
pt_ACA60881_      IAKALYGLKSSGAAWHSHLAQNLRFLGFVSSKADPDMWFRKAQRLDKTEYYEYIISYVDD 
                  IAKALYGLKSSGAAWHSHLAQNLR *GFVSSKADPDMW*R A R D *EYYEYIISYVDD 
 
                           1620      1630      1640      1650      1660      1670 
pt_1883_          LTVVSENTRAILEMLKNIPYTLKGGSAPETFLGATIGTYTFKDGTSAWYMSAQQYLTNAI 
pt_ACA60881_      LTIVSADTKAILKALENIPYTLKGGSAPRTFLGATTGVHTFNDGTKAWYMSAKQYLTNAI 
                  LT*VS  TKAIL *L NIPYTLKGGSAP TFLGAT G  TF DGT AWYMSA QYLTNAI 
 
                           1680      1690      1700      1710      1720      1730 
pt_1883_          KNIEETLGLKLSTSNRIVTPLIPGYHPEVDTSAFLDDDRANFYMSLIGILLWTSELGRID 
pt_ACA60881_      LNIEQTLGEKLPSSSRIVTPLPHGYHPELDTSGYLTDDRTNYYMSLIGILLWTSELGRID 
                   NIE TLG KL *S*RIVTPLP GYHPE*DTS**L DDR N*YMSLIGILLWTSELGRID 
 
                           1740      1750      1760      1770      1780      1790 
pt_1883_          ITQEVGLMSRFNAKPREGHYNAVLRMFSYLKRHLNSKLVCDPKMREFSQVKFSDPMWKEQ 
pt_ACA60881_      ITQEVGLMSRFNARPRIGHYNAVLRMFGYLKRHLNSKLVCDPHTRDFSHINFVNPSWKEQ 
                  ITQEVGLMSRFNA*PR GHYNAVLRMF YLKRHLNSKLVCDPH R*FS * F  P WKEQ 
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                           1800      1810      1820      1830      1840      1850 
pt_1883_          YPNAVEELPPAMPKPMGRSVQITVFVDAAHADCHVTRRSTTGILIFINGTPIRWYSKRQN 
pt_ACA60881_      YPDAQEELPPDMPPPLGRAVQVSVFVDAAHADCHVTRRSTTGILAFINGTPIRWYSKRQN 
                  YP A EELPP MP P*GR VQ**VFVDAAHADCHVTRRSTTGIL*FINGTPIRWYSKRQN 
 
                           1860      1870      1880      1890      1900      1910 
pt_1883_          TVEGSTYGSEFVAMRIASEMIIALRYNLRVLGVPLCGPANVFCDNMSVVTSSTIPSSVLK 
pt_ACA60881_      TVEASTYGSEFVAMRIASEMIITLRYNLRVLGIPIDGPANVFCDNMSVVTSATIPSSVLK 
                  TVE*STYGSEFVAMRIASEMII LRYNLRVLG*P* GPANVFCDNMSVVTSATIPSSVLK 
 
                           1920      1930      1940      1950      1960 
pt_1883_          KKHNAISYHKVRECIASGTMRLAHEPTGSNLSDMLTKCLSGPQHKFLISHILF 
pt_ACA60881_      KKHNAISYHKVRESIASGAMRIAHEPTGSNLADTLTKCLPGPQHKFLVRHILY 
                  KKHNAISYHKVRE IASG MRIAHEPTGSNL D LTKCL GPQHKFL*RHIL* 

 

 
Abb. 9: Vergleich der Aminosäurensequenz der gagpol Polyproteine aus Phaeodactylum 
tricornutum (pt). Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: hydrophil (NQST), Blau: basisch 
(HKR), Rot: sauer (DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen Gruppe, Grau: Aminosäuresequenz, 
die den Werten der Mass Spec Analyse entsprechen. Die Prot IDs sind hinter den Proteinen 
angegeben. Zwischen beiden Proteinen besteht eine 66%iger Identität.  
 

 
                                   1        10        20        30        40        50 
Saccharina_japonica_BAF80876_      ------MEEGVKVWAAGG--PELWRKGSVSKRVPEAG-----------KK 
human_Q7Z406_                      MAAVTMSVPGRKAPPRPGPVPEAAQPFLFTPRGPSAGGGPGSGTSPQVEW 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   ---MTPSERTVESATDEQTRAAAFRARVEAQCEAVRDEARRATEKAKELF 
                                                                                      
 
                                            60        70        80        90        100 
Saccharina_japonica_BAF80876_      TAR--ITVVLDEGGTAEFVVSDEQDECADVKLRNVAG----------QAS 
human_Q7Z406_                      TARRLVWVPSELHGFEAAALRDEGEEEAEVELAESGRRLRLPRDQIQRMN 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   ERYDSSGATASEERATQMETRPEAPPATPVERSGVARSMSADAEELVRAL 
                                                                                      
 
                                            110       120       130       140       150 
Saccharina_japonica_BAF80876_      TLEGLGAEDLTSLTHLHEPTILYSLNQRYQSDLIYTGVGPILLAVNPFKR 
human_Q7Z406_                      PPKFSKAEDMAELTCLNEASVLHNLRERYYSGLIYTYSGLFCVVINPYKQ 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------MDTVTRLFFLLSLVLLHEASQAFLGQMATRHGAMGRSIS---- 
ostreo_CAL50197_                   LQSRREREEQETTAERVGSDNDVASPDPLNYGFEQAQLRAELEKVRGEVI 
                                           ** T *  **S   *  *  * *G       A *  *      
 
                                            160       170       180       190       200 
Saccharina_japonica_BAF80876_      VQLYTDEILAAYRQDGERRHYDPEYDGTLAPHVYAIADKAYRNMTAPSNE 
human_Q7Z406_                      LPIYTEAIVEMYR--GKKRHEVP-------PHVYAVTEGAYRSMLQ---- 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   VERLKLEALKRETKDALTARVVVTSNDEDKDVENKINSTRTRLSLLEDEE 
                                                                                      
 
                                            210       220       230       240       250 
Saccharina_japonica_BAF80876_      YEHRSQSILVSGESGAGKTETCKIIVKYLAILGS----KTGSTELGTIEQ 
human_Q7Z406_                      -DREDQSILCTGESGAGKTENTKKVIQYLAHVASSPKGRKEPGVPGELER 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          ------------------------------------------------HM 
ostreo_CAL50197_                   ARLAENLEYQRKNSACVRKACQEEEKRLRKHLDEVRAEVENETAHMQKLK 
                                                                                      
 
                                            260       270       280       290       300 
Saccharina_japonica_BAF80876_      QVLESNPILEAFGNARTVRNDNSSRFGKYIQIIFDGYGKLTGAQIKTFLL 
human_Q7Z406_                      QLLQANPILEAFGNAKTVKNDNSSRFGKFIRINFDVAGYIVGANIETYLL 
guill_ENSG00000196535_             ------------------------------------------------MV 
pt_36403_                          STMADQPKLGRFDSSIETSNDDS-----------DGDNHRNKKLTELLEH 
ostreo_CAL50197_                   SDTQVAANILEEHESYIEKVRSELEELERAVESKSAMLRELDGDQSTLEQ 
                                   S     * **    S*                   *  *     *  LE  
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                                            310       320       330       340       350 
Saccharina_japonica_BAF80876_      EKVRVVKHSAMERNYHIFYMLAAGASAEQRESWAMGDLEGHQFTSQSGCY 
human_Q7Z406_                      EKSRAIRQAKDECSFHIFYQLLGGAGEQLKADLLLEPCSHYRFLTNGPSS 
guill_ENSG00000196535_             DKSLVSRQEAKIRELETRLEFER--------------------------- 
pt_36403_                          TRGQLLESQSNVTSMEAQLKELNG-------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   ELEEVRAQLDQQRELGTQLLEQEQQ------------------------- 
                                       *  *  *   *  QL E                             
 
                                            360       370       380       390       400 
Saccharina_japonica_BAF80876_      DRRDGVLDSDLYAELIEAFSVMGFEENGKANIFRMVAAVLALGDVDFVER 
human_Q7Z406_                      SPGQ---ERELFQETLESLRVLGFSHEEIISMLRMVSAVLQFGNIALKR- 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   -------------------------------------------------- 
                                                                                      
 
                                            410       420       430       440       450 
Saccharina_japonica_BAF80876_      PDAGDEERLTDLSEPSRPRLEAAARLLDVSPERILTALTSRKINAGISNQ 
human_Q7Z406_                      -----ERNTDQATMPDNTAAQKLCRLLGLGVTDFSRALLTPRIKVGR-DY 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   -------------------------------------------------- 
                                                                                      
 
                                            460       470       480       490       500 
Saccharina_japonica_BAF80876_      VTIYLTQEQSGHARDALAKAVYAAMFEWVVGRTNECIEAKQAEAVSEDRI 
human_Q7Z406_                      VQKAQTKEQADFALEALAKATYERLFRWLVLRLNRALDRSPRQGAS---- 
guill_ENSG00000196535_             --------------------TQVKRLESLASRLKENMEK----------- 
pt_36403_                          -------------------KVPDLEFKITEMRVKLSEEQRARKTAES--- 
ostreo_CAL50197_                   -----------------ARDTAEKATEALKTEVEQLKEEKIRCEADIE-- 
                                                        **    *    V    E **R  A*     
 
                                            510       520       530       540       550 
Saccharina_japonica_BAF80876_      FIGLLDIFGFEIFTNNYFEQFLINYANEVLQQQFNNFVFRQEQEEYEREK 
human_Q7Z406_                      FLGILDIAGFEIFQLNSFEQLCINYTNEKLQQLFNHTMFVLEQEEYQREG 
guill_ENSG00000196535_             ------------------------LTEERDQRIAAENREKEQNKRLQR-- 
pt_36403_                          ------------------ALDALKASNEQLTATLNEERIEKLNDAEQVK- 
ostreo_CAL50197_                   ------------------------KSQEALAEAVQLLQLAKETAEREMSW 
                                                            S*E*L   **   * K *    *   
 
                                            560       570       580       590       600 
Saccharina_japonica_BAF80876_      IEWNFIEFPDNKD-CIELIDK--KPNGIIPTLDEQCLLGKSTDDRFAREM 
human_Q7Z406_                      IPWTFLDFGLDLQPCIDLIERPANPPGLLALLDEECWFPKATDKSFVEKV 
guill_ENSG00000196535_             -----------------------------QLRDTKEEMGELARKEAEASR 
pt_36403_                          -----------------------------KERESIRYMVQASVKLARTRI 
ostreo_CAL50197_                   NMMN------------------------AMTPQSSCQVSRLRSDIFDSAH 
                                                                    S   *  *   ** *   
 
                                            610       620       630       640       650 
Saccharina_japonica_BAF80876_      YKKCEGHDRFQLAPKMRVEHKICVRHYAGKVVYSTEGIVEKNRDTLQQ-- 
human_Q7Z406_                      AQEQGGHPKFQRPRHLRDQADFSVLHYAGKVDYKANEWLMKNMDPLNDNV 
guill_ENSG00000196535_             KKHELGRS------------------------------------------ 
pt_36403_                          KNKFMDGKTAIHTVFSPKDQPLC--------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   NTPHESPIMDVRGRRLFDDSPTPASEEEKAYYRLMMIEKAAKDADVRRAA 
                                    *    *   **    * D*P *                            
 
                                            660       670       680       690       700 
Saccharina_japonica_BAF80876_      -----------------------------------EGTEFERNIWRKFWE 
human_Q7Z406_                      AALLHQSTDRLTAEIWKDVEGIVGLEQVSSLGDGPPGGRPRRGMFRTVGQ 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   SETAAQNAEIRLRRMVDFMNRVGRSPSSTACSTPSRPASPLCMDYPIYQC 
                                                                                      
 
                                            710       720       730       740       750 
Saccharina_japonica_BAF80876_      PSERVLGRF----------------------------------------- 
human_Q7Z406_                      LYKESLSRLMATLSNTNPSFVRCIVPNHEKRAGKLEPRLVLDQLRCNGVL 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   SQTASVINSLESLRTQLNFRAKQSDAQSEQKASWRAASTPREELRSKLDQ 
                                                                                      
 
                                            760       770       780       790       800 
Saccharina_japonica_BAF80876_      -------------------------------------------------- 
human_Q7Z406_                      EGIRICRQGFPNRILFQEFRQRYEILTPNAIPKGFMDGKQACEKMIQALE 
guill_ENSG00000196535_             -------------------------------------------------- 
pt_36403_                          -------------------------------------------------- 
ostreo_CAL50197_                   LVAEIRRAR----------------------------------------- 
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Abb. 10: Vergleich der Aminosäurensequenz des Myosins-ähnlichen Protein aus 
Phaeodactylum tricornutum (pt), Diatomee Saccharina japonica (Saccharina_japonica), 
Homo sapiens (human), Rotalge Guillardia theta (guill) und Grünalge Ostreococcus tauri 
(ostreo). Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: hydrophil (NQST), Blau: basisch (HKR), 
Rot: sauer (DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen Gruppe, Grau: Aminosäuresequenz, die den 
Werten der Mass Spec Analyse entsprechen. DICK: vorhergesagtes Signalpeptid durch SignalP´s 
Hidden Moarkov Modelle, UNTERSTRICHEN: geschätztes Transitpeptiddomäne, KURSIV: reifes 
Protein. Die Prot IDs sind hinter den Proteinen angegeben. Ein Alignemt ohne Gaps würde eine noch 
geringere Homologie innerhalb der Sequenzen ergeben. Das Myosin-ähnliche Protein von P. 
tricornutum hat zum Myosin von O. tauri eine 35%ige Identität.  
 

 
                           1        10        20        30        40        50 
pt_56585_                  -------------MRCSKVWCCMCATSMSSAWNDRYNAVAYGTNDKASDS 
pt_56587_                  MFLLPCATIFSFIMSSAQFWNDRYENAEVFAYGTEPNDFLKASIDSKTIN 
myxococcus_YP_632497_      -------------MAEQPPDAAAQWDARFSHPAYVYGTQPNDFLVEMASR 
                                        M    *            *   *   *           
 
                                    60        70        80        90        100 
pt_56585_                  KTNGASCCAGGRN--------AVAKGNVVAVDNAAG---------ARKTH 
pt_56587_                  LPQGASCLCLAEGEGRNAVFLAKQGFNVVAVDNAEAGARKTEHLAQRNRV 
myxococcus_YP_632497_      LPPGGRVLSLGEGEGRNAVYLASLGHAVTAVDASSVGLQKAKQLADERGV 
                              GA ** **  EGRNAVFLA     V AVD   *G* K   LA      
 
                                    110       120       130       140       150 
pt_56585_                  ARNRVKVTVADADYGKSRYDVGCHVRR------------------MDKAK 
pt_56587_                  KVQTIVADLADLEYGKSRYDFIVGIFCHVPPPIRQRMLDEIPKALKPKGY 
myxococcus_YP_632497_      NIETRVSDLAHFTFAPEAWDAAIVIFCHLPPALRRRVHGALVKSLRPGGL 
                                   *A * **   *D*** *  H*PP**R R*   **K *   *  
 
                                    160       170       180       190       200 
pt_56585_                  KGYACYT---DKYNTGGSMSAKSMG--------------MRRN---VRDV 
pt_56587_                  ALFECYTPDQLKYNTGGPPSPEPMFSAKLLEESMGMQLEIRRNEELVRDV 
myxococcus_YP_632497_      VLLEAYTPAQLGFRTGGPPVEELLYTAEALREDFAG-LELPVLRELTREV 
                            ** *YTP Q  * TGG *    ***A *L E *** LE*    EL RDV 
 
                                    210       220 
pt_56585_                  VG--YHTGGAVVGKR------ 
pt_56587_                  VEGEYHTGEGAVVQFIGQKRP 
myxococcus_YP_632497_      REGTLHTGRAAVVQLVGRKAT 
                             G *HTG *AVV  ** K   

 

 
Abb. 11: Vergleich der Aminosäurensequenz der Thiopurin S-Methyltransferase aus 
Phaeodactylum tricornutum (pt) und Proteobakterium Myxococcus xanthus (myxococcus). 
Schwarz: hydrophobisch (ACFGILMPVWY), Grün: hydrophil (NQST), Blau: basisch (HKR), Rot: sauer 
(DE), Cystein: C. *: Aminosäure der gleichen Gruppe, Grau: Aminosäuresequenz, die den Werten der 
Mass Spec Analyse entsprechen. Die Prot IDs sind hinter den Proteinen angegeben. Die S-
Methyltransferase von P. tricornutum hat eine 43%ige Identität zum Protein von M. xanthus.  
 

 

 Im ersten Spot (siehe Abbildung 4) sind laut Massen-Spektrographie (Mass 

Spec) zwei Proteine vorhanden (siehe Tabelle 1). Das Protein ist im 2D-SDS Gel 

etwa 30 kDa groß, wie auch das hypothetische Protein. Dieses reife Protein hat die 

zum 2D-SDS Gel passende Größe (etwa 30 kDa) und erfüllt die meisten Mass Spec 

Werte, zusätzlich ist das Protein auch plastidär. Bei dem Sequenzvergleich mit 

anderen Proteinen in der NCBI-Gendatenbank konnte es nicht eindeutig mit anderen 
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Proteinen zugeordnet werden. Die Protein Scores waren zu unsicher. Das zweite 

Protein, die NAD-abhängige Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase (EC 1.1.1.8) ist 

als mögliches Zielprotein der plastidären TrxF aufgrund der Lokalisation 

auszuschließen. Es hat als reifes Protein eine Größe von etwa 46 und 35 kDa (die 

zwei verschiedenen Größen beziehen sich auf die zwei verschiedenen 

Transkriptionsmöglichkeiten des Gens, siehe Tabelle 1 und Abbildung 6) und stimmt 

mit der ermittelten Größe (etwa 30 kDa) auf dem 2D-SDS Gel nicht überein (siehe 

Abbildung 5). Zusätzlich ist der Mass Spec Wert schon von dem hypothetischen 

Protein (siehe Tabelle 1) erfüllt. Diese NAD-abhängige Glycerol-3-Phosphate 

Dehydrogenase ist an der Glycerophospholipid Biosynthese beteiligt und katalysiert 

die Reduktion von Dihydroxyaceton Phosphat zu sn-Glycerol-3-Phosphat, in 

Chlamydomonas reinhardtii ist dieses Protein plastidär (Klöck und Kreuzberg 1989). 

Dieses Protein hat zwei Cysteingruppen (siehe Abbildung 6), dies entspräche der 

regulativen Cysteineinheit der FBPasen (C2, C3).  

 Im zweiten Spot wurden zwei Proteine identifiziert. Das erste cytosolische 

Protein, die Tyrosyl-tRNA Synthetase (TyrRS, EC 1.1.1.8) bindet an das 3´ Ende der 

tRNA Tyrosin. Die TyrRS ist spezifisch für Tyrosin und verantwortlich für die 

Genauigkeit der Protein Synthese. TyrRS bindet das Tyrosin an die tRNA in zwei 

Schritten: der erste Schritt wird aus Tyrosin und ATP Tyrosyladenylat (Tyr-AMP) 

synthetisiert und an das Enzym gebunden. Im zweiten enzymatischen Schritt wird 

das Tyrosin vom Tyrosyladenylat auf das 3´ Ende der tRNA übertragen und AMP 

wird wieder frei (Garcia et al. 1990). Die Größe des Proteins von etwa 86 kDa stimmt 

nicht mit der Größe des Proteinspots auf dem 2D-SDS Gel (etwa 40 kDa) überein 

(siehe Abbildung 5, 7 und Tabelle 1). Durch diesen Größenunterschied fällt dieses 

cytosolische Protein als mögliches Zielprotein weg. Das zweite cytosolische Protein, 

die Methyltransferase überträgt Methylgruppen auf Proteine, es hat zum 2D-SDS Gel 

die passendere Größe mit etwa 42 kDa (siehe Abbildung 5 und Tabelle 1).  

Im vierten Spot sind zwei Proteine vorhanden, welche jeweils verschiedene 

Mass Spec Werte aufweisen (siehe Abbildung 5 und Tabelle 1). Dies bedeutet, daß 

beide Proteine gleichzeitig in diesem Spot vorhanden sein können. Das erste 

Protein, die gag-pol Polymerase (etwa 219 kDa) ist eine Kombination aus zwei 

Proteinen, welche als Gene in allen Retroelementen zu finden sind (Gao et al. 2003). 

Das gag Gen liegt am 5´ Ende und kodiert strukturelle Proteine für die Form des 

Virus (Retroviren) oder für Virus ähnliche (Retrotransposons). Das am 3´ Ende 
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liegende pol Gen kodiert meistens Enzyme wie die Reverse Transkriptase. Es kommt 

sehr häufig vor, das die gag und pol Gene voneinander nicht getrennt sind, daher 

auch die theoretisch hohe Proteinmasse. Im gag Gen ist häufig ein Zink-Finger zu 

identifizieren und im pol Gen ist häufig eine Ähnlichkeit zu Proteasen zu erkennen 

(Gao et al. 2003). Die gag-pol Polymerase fällt als mögliches Zielprotein des 

Thioredoxin Typ F weg, weil es cytosolisch und viel zu groß gegenüber der 

Proteingröße auf dem Gel ist (siehe Abbildung 5, 9 und Tabelle 1). Das zweite 

Protein im vierten Spot ist die RUBISCO small Subunit mit etwa 15 kDa. Diese Größe 

stimmt mit der Größe des Proteins auf dem 2D-SDS Gel überein (siehe Abbildung 5). 

Die RUBISCO ist das am häufigsten vorkommende Protein in den Chloroplasten 

höherer Landpflanzen (Orellana und Perry 1992, 1995). Es wurde aber schon 

häufiger Untereinheiten der RUBISCO an Trx-Affinitätschromatographiesäulen 

gebunden (Buchanan und Balmer 2005, Motohashi et al. 2001). Es kann sein, daß 

die auf dem Plastidengenom kodierten Untereinheiten der RUBISCO von TrxF in vivo 

im Stroma der Plastiden direkt reguliert werden. Hierzu bedarf es aber weiterer 

Analysen.  

 Im fünften Spot kann ein plastidäres Protein identifiziert werden, welches 

ähnlich zum Myosin (class II heavy chain) ist, in der Grünlage Ostreococcus tauri und 

der Rotalge Guillardia theta sind auch Myosin-ähnliche Proteine zu identifizieren 

(siehe Abbildung 10). Die Aminosäuresequenz des Proteins clustert beim Blasten in 

der NCBI-Proteindatenbank nur mit Myosin. Außerdem clustert die 

Aminosäuresequenz dieses Proteins in der Nähe der Sequenz des Myosinkopfes 

vom nicht-muskulären Myosin Class II aus Homo sapiens. Das plastidäre Myosin-

ähnliche Protein wurde auf membranständige Bereiche mit bioinformatischen 

TMHMM Vorhersagen getestet (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) (Krogh et 

al. 2001, Sonnhammer et al. 1998), aber es konnten keine membranintegrierten 

Bereiche identifiziert werden. Der Mass Spec Wert des Myosin-ähnlichen Proteins ist 

im Signal- und Transitpeptidbereichs (siehe Abbildung 10).  

 Im sechsten Spot gibt es nur ein Protein, Thiopurin S-Methyltransferase (EC 

2.1.1.67), die eine passende Größe wie im 2D-SDS Gel aufweist (siehe Abbildung 5 

und Tabelle 1). Thiopurine S-Methyltransferase (TPMT) sind cytosolische Proteine, 

welche die S-Methylierung von aromatischen und heterocyclischen Gruppen 

katalysieren. Zwar stimmen nur zwei Werte mit den Mass Spec Werten von diesem 

Protein überein, aber es konnten mit MS-FIT (http://prospector.ucsf.edu/cgi-
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bin/msform.cgi?form=msfitstandard) gegen NCBI Proteindatenbank keine anderen 

Proteine gefunden werden, so daß die Thiopurin S-Methyltransferase von P. 

tricornutum als Kandidat für eine Regulierung über cytosolische Thioredoxine gelten 

kann. 

 

3. Diskussion 

 

3.1 In vitro Reduktionstest 
 Das mittlere Redoxpotential ist unter anderem ein Maß dafür, wie schnell ein 

Protein reduziert werden kann. Je tiefer der mV-Wert ist, umso langsamer ist die 

Geschwindigkeit, bzw. um so höher muss die Konzentration des Reduktionsmittel 

(reduziertes DTT) sein. Bei A. thaliana wurden die mittleren Redoxpotentiale von 

TrxF und TrxM ermittelt (Collin et al. 2003). Dabei konnte gezeigt werden, daß das 

mittlere Redoxpotential von TrxF bei -351 mV und TrxM bei ungefähr -360 mV liegt. 

In P. tricornutum kann das TrxF durch wesentlich geringere Konzentrationen an 

Reduktionsmittel als TrxM vollständig reduziert werden. Für den RPP in höheren 

Landpflanzen ist das Thioredoxin ein wichtiges Regulationsprotein, da es bei Licht 

die Proteine reduziert und aktiviert, bzw. die durch Trx regulierbare GPDH des OPP 

deaktiviert. Das TrxM reduziert in A. thaliana die NADP-abhängige Malat 

Dehydrogenase (MDH), bzw. auch die GAPDH (Lemaire et al. 2007). Es wurde bis 

jetzt in Hinblick auf das Redoxpotential noch kein Vergleich von TrxF und TrxM aus 

P. tricornutum durchgeführt. Es kann für die Regulation des RPP in P. tricornutum 

sehr wichtig sein, daß die Thioredoxine unterschiedlich von der 

Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase (FTR) reduziert werden können. In der RPP von 

P. tricornutum sind wahrscheinlich nur noch die FBPasen (C2 42456, C3 31451) als 

einzige regulierbare Proteine vorhanden.  

 Neben der einfachen Reduzierung des Thioredoxins durch DTT, kann das 

mittlere Redoxpotential durch definierte Verhältnisse von oxidiertem und reduziertem 

DTT bei verschiedenen pH Werten ermittelt werden. Ähnlich wie es zum Beispiel 

Michels et al. (2005) das mittlere Redoxpotential von der PRK aus O. sinensis 

ermittelt hat.  

 

3.2 Sequenzanalyse der Zielproteine 

 77



  Kapitel 2 

 Auf dem 2D-SDS-Gel (siehe Abbildung 5) sind mindestens 10 Proteine zu 

erkennen. Von diesen Proteinen konnten nur von 6 Proteinen Mass Spec Werte 

ermittelt werden (siehe Abbildung 5). Aus diesen Daten wurden bioinformatisch 

mittels PeptideSearch die möglichsten Proteine berechnet. Zur Berechnung lagen 

automatisch ermittelte Proteinsequenzen vor. So war darin auch die Präsequenz des 

Myosin-ähnlichen Proteins schon in den Proteinsequenzen enthalten, die einen Hit 

für die Mass Spec Werte ergab. Während des Transports der plastidären Proteine 

durch die vier Plastidenmembranen, werden die Präsequenzen abgetrennt. Im 

Stroma liegen dann die reifen Proteine ohne Präsequenz vor. Dies zeigt die Grenzen 

der Methode auf, wenn von Mass Spec Werten aus, Zielproteine ermittelt werden. 

Besser wäre eine N-terminale Ansequenzierung der Proteine, um dann die 

Zielproteine zu identifizieren. Trotzdem sind wahrscheinlich neue und unbekannte 

mögliche Zielproteine von TrxF in den Plastiden (RUBISCO sSU, hypothetisches 

Protein) und von Trx im Cytosol (Methyltransferase, Thiopurin S-Methyltransferase) 

gesammelt und identifiziert worden. Dabei muß aber berücksichtigt werden, daß alle 

Proteine an das mutierte TrxF der Affinitätschromatographiesäule binden können, die 

mindestens ein Cystein an der Proteinoberfläche haben. So auch das Myosin-

ähnliche Protein, welches am C-terminalen Ende nur ein einziges Cystein aufweist. 

Die Myosin Proteine kommen bei vielen Organismen vor und lassen sich zurzeit in 18 

verschiedene Gruppen einteilen (Thompson und Langford 2002). Jedes Myosin der 

18 Gruppen (Furusawa et al. 2000) besitzt eine schwere Kette (heavy chain) mit 

einem in der Sequenz konservierten Kopfbereich, der generell N-terminal vorliegt. Es 

folgt dann eine alpha-helikale light-chain-binding Region mit einem C-terminalen 

Schwanz. Die Gruppen I und II sind evolutionär die ältesten Gruppen. Von der 

Gruppe II stammt wahrscheinlich die Gruppe XI ab (Thompson und Langford 2002), 

Gruppe XI ist auch in A. thaliana zu finden (Holweg und Nick 2004). Myosin 

übernimmt in der Zelle viele verschiedene Funktionen wie Cytokinese und 

Organellentransport, ebenso ist es für die Zellpolarisation (Yin et al. 2000) und Signal 

Transduktion (Bähler 2000) zuständig. Die Myosine der Gruppe I haben die Funktion 

als endocytische und exocytische Membranaustauscher, die Gruppe II ist eine 

Komponente des Kontraktilen Ringes für die Zellteilung und das Sarkomer in 

Muskelzellen. Myosin der Gruppe III ist in photorezeptorischen Zellen der Retina 

lokalisiert und übernimmt die Signal Transduktion (Montell und Rubin 1988). Die 

Myosine der Gruppen V und XI bewegen die Organellen in Tieren und Pflanzen. Die 
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Gruppe VI bewegt die Aktinfilamente (Wells et al. 1999). In Pflanzen sind nur die 

Gruppen VIII, XI und XIII gefunden worden (Holweg und Nick 2004). Die Funktion der 

anderen Gruppen ist bislang unbekannt (Thompson und Langford 2002). Bei 

Chromalveolaten, worunter auch T. pseudonana und P. tricornutum gehören, 

konnten neue Myosin Gruppen (XXII, XXIII und XXIV) eingeteilt werden (Foth et al. 

2006). Plastidäre Myosin-ähnliche Proteine wie in P. tricornutum können auch in der 

Rotalge Guillardia theta gefunden werden; nur Myosine in Pflanzen, die an 

Chloroplasten außen assoziiert sind. Auf jeden Fall ist dieses plastidäre Protein kein 

mögliches Zielprotein, welches von Thioredoxin reguliert wird, da nur ein einziges 

Cystein am C-terminalen Ende vorhanden ist. Die genaue physiologische Funktion 

dieses Myosin-ähnlichen Proteins muß noch geklärt werden.  

Die unspezifisch gebundenen Proteine müssen von den möglichen 

Zielproteinen aussortiert werden. Die möglichen Zielproteine müssen mindesten zwei 

Cysteine in der Aminosäuresequenz haben, welche in der Tertiärstruktur des 

Proteins einen Abstand unter 10 Å haben, damit sie eine intramolekulare 

Disulfidbrücke bilden können, die zur Regulation durch Thioredoxine notwendig ist. 

Um die möglichen Zielproteine als tatsächliche Zielproteine von Thioredoxin zu 

bestätigen, müssten diese Proteine rekombinant exprimiert und enzymatisch mit 

Thioredoxin getestet werden.  

 Bis jetzt ist nur theoretisch bekannt, daß die plastidären FBPasen (C2 42456, 

C3 31451) in P. tricornutum durch das TrxF reduziert werden können (Michels et al. 

2005), da sie die notwendigen Cysteine vorhanden haben (siehe Kapitel 1 und 3) im 

Vergleich zur FBPase aus Pisum sativum (Ruelland und Miginiac-Maslow 1999). Die 

beiden anderen FBPasen (C1 42886, C4 54279) in P. tricornutum weisen an den 

entsprechenden Stellen keine Cysteine auf (siehe Kapitel 1). Diese vier plastidären 

FBPasen haben als reife Proteine eine Größe von 35 bis 38 kDa. Wie in Kapitel 3 

beschrieben, könnten die plastidären FBPasen wahrscheinlich an den Thylakoiden 

assoziiert sein, wie auch andere Calvin Zyklus Proteine (Adler et al. 1993, Süss et al. 

1993, Teige et al. 1998). Es wurden alle vier plastidären FBPasen auf 

membranständige Bereiche mit TMHMM Vorhersagen getestet 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), aber es konnten keine Bereiche 

identifiziert werden, die in der Membran als Anker dienen könnten, somit sollten alle 

vier Proteine löslich sein. Im Enzymassay (siehe Kapitel 3) konnten keine oder nur 

sehr schwache Enzymaktivitäten der FBPasen im Gesamtextrakt aus P. tricornutum 
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gemessen werden, wenn der Extrakt vorher zentrifugiert wurde. Im nicht-

zentrifugierten Gesamtzellextrakt konnte eine bis zu 80% höhere Gesamtaktivität 

festgestellt werden. Der Gesamtzellextrakt von P. tricornutum wurde vor der Zugabe 

auf die Trx-Affinitätschromatographie zentrifugiert. Dies könnte erklären, daß keine 

FBPasen auf dem 2D-SDS Gel zu identifizieren sind.  

 Trx-Affinitätschromatographie ist eine probate Methode, um neue Zielproteine 

identifizieren zu können (Buchanan und Balmer 2005, Hisabori et al. 2005). Durch 

diese Methode wurden Proteingruppen (Peroxiredoxine, Acetyl CoA Carboxylase, 

RUBISCO Aktivase) als Zielproteine von Thioredoxin ermittelt, von denen man vorher 

nicht gewusst hatte, dass sie Trx-Zielproteine sind (Hisabori et al. 2005). Sehr häufig 

werden dabei die am Thioredoxin gebundenen Proteine als Zielproteine identifiziert 

und betitelt, ohne enzymatische Untersuchungen durchgeführt zu haben. Dies wird 

auch von Hisabori et al. (2005) erwähnt. Wenn bei einer FBPase-

Affinitätschromatographie ausschließlich Thioredoxin Typ F gesammelt wurde (Buc 

et al. 1984), kann bei einer bekannten Proteininteraktion zwischen FBPase und 

Thioredoxin auf enzymatische Messungen abgesehen werden. Um aber in 

Diatomeen, hier P. tricornutum, einen ersten Einblick in die Redoxregulation von 

Proteinen durch Trx zu bekommen, ist eine Affinitätschromatographie ein guter 

Einstieg.  
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Kapitel 3 Regulation der Calvin Zyklus Enzyme über Transkriptionslevel und 
Aktivitäten der Fruktose-1,6-Bisphosphatasen von Phaeodactylum 

tricornutum  
 

1. Einleitung 

 Die Fruktose-1,6-Bisphosphatasen (FBPase, EC 3.1.3.11) höherer 

Pflanzen ist ein Homotetramer mit vier Untereinheiten von etwa je 40 kDa (Marcus 

und Harrisch 1990). Die zwei plastidäre FBPasen (FBPC2 42456, FBPC3 31451) von 

Phaeodactylum tricornutum besitzen 2 Cysteine (Cys 153 und Cys 173, 

Nummerierung entsprechend der Sequenz der FBPase von Pisum sativum) mit 

einem Abstand von etwa 20 Aminosäuren, im Gegensatz zur cytosolischen FBPase. 

Durch gerichtete Mutagenese (Jacqout et al. 1995, 1997) und durch 

kristallographische Analyse (Villeret et al. 1995, Chiadmi et al. 1999) konnte gezeigt 

werden, daß genau diese beiden Cysteine die regulatorische Einheit für eine 

Reduktion über das Thioredoxin Typ F (TrxF) sind (Sahrawy et al. 1997). Die 

cytosolische und die plastidären FBPasen sind durch verschiedene Systeme strikt 

reguliert (Martin et al. 2000). So wird die cytosolische FBPase durch AMP und durch 

Fruktose-2,6-Bisphosphat (F2,6BP) allosterisch gehemmt (Stitt 1990a, 1990b), kann 

aber durch Trx nicht aktiviert werden. Die plastidären FBPasen sind nicht sensitiv 

gegen AMP und F2,6BP, können aber redoxreguliert werden (Martin et al. 2000). So 

ist es möglich die cytosolische und die plastidäre FBPase hinsichtlich der 

enzymatischen Aktivität bei verschiedenen pH-Werten, Mg2+-Konzentrationen und 

verschiedene Substratkonzentrationen zu unterscheiden. So zeigte die cytosolische 

FBPase bei alkalischen pH-Werten eine enzymatische Reaktion, aber nicht bei 

neutralem pH-Wert (Gomori 1943, Nel und Terblanche 1992). Die cytosolischen und 

die plastidären Formen der FBPasen kann man durch Ionen-Austausch 

Chromatographie, aber nicht durch Größenausschlußchromatographie trennen 

(Martin et al. 2000). Die vier plastidären FBPasen von P. tricornutum können in zwei 

Gruppen unterteilt werden. Die Enzyme der ersten Gruppe (FBPC1 42886, FBPC4 

54279) besitzen keine Cysteine in der konservierten Region. FBPasen der zweiten 

Gruppe (FBPC2 42456, FBPC3 31451) besitzen in der konservierten Region zwei 

Cysteine, welche durch Thioredoxin Typ F (TrxF) reduziert und aktiviert werden 

können (siehe Kapitel 1).  

 81



  Kapitel 3 

Die enzymatischen Aktivitäten der FBPasen und anderer Calvin Zyklus 

Enzyme sind nicht nur auf Proteinebene reguliert, auch die Transkriptionsraten sind 

in Pflanzen teilweise lichtabhängig reguliert. So hat der Promotor für die RUBISCO 

eine Bindestelle für die Transkriptionsfaktoren GT-1 (Lam und Chua 1990, Sarokin 

und Chua 1992) und GT-2 (Gilmartin et al. 1992). Diese Faktoren sind für die 

Lichtsensivität des Promotors verantwortlich. Bei Hafer und Reis konnten im 

Promotor für das Gen der FBPase auch eine DNA Bindestelle für den GT-1 

Transkriptionsfaktor gefunden werden (Lloyd et al. 1991b). So ist die FBPase 

zumindest bei höheren Landpflanzen in der Transkriptionsrate lichtreguliert. Auch 

andere Enzyme des Calvin Zyklus sind in der Transkriptionsrate durch das Licht 

reguliert. So sind die kleine kernkodierte Untereinheit von der RUBISCO (DeRocher 

et al. 1993, Fritz et al. 1993, Wolter et al. 1988), die große Untereinheit der auf dem 

Plastidengenom kodierte RUBISCO in P. tricornutum (Wawrik et al. 2002), die 

kernkodierten GAPDH-A bei Mais (Quigley et al. 1988) und bei Arabidopsis thaliana 

(Shih et al. 1992), die kernkodierten SBPase und FBPase von Weizen (Raines et al. 

1988, 1992), die kernkodierten Aldolasen von Reis (Tsutsumi et al. 1994) und von 

der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii (Pelzer-Reith et al. 1995) und die PRK von 

Weizen (Lloyd et al. 1991a) in der Transkriptionsrate lichtreguliert. Wie Martin et al. 

(2000) beschreibt, ist nur sehr wenig über die Transkriptionsraten von Enzymen aus 

dem Calvin Zyklus bekannt, bzw. untersucht worden. Durch die Transkriptionsmenge 

von Genen des Calvin Zyklus und durch die anschließende Translation der mRNA, 

kann unter anderem die Menge des jeweiligen Enzyms reguliert werden. Mit Hilfe der 

quantitativen RealTime-PCR (qPCR) kann man schon mit sehr niedriger mRNA, bzw. 

cDNA Konzentration Transkripte verschiedener Gene erkennen. Durch die von Pfaffl 

et al. (2001, 2002) entwickelte mathematische Berechnung der mRNA Konzentration, 

ist es einfacher geworden, die Daten der qPCR genauer auszuwerten.  
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2. Ergebnisse  

 

2.1 Überexpression von FBPC3 

 Die Gene der Fructose-1,6-Bisphosphatasen (FBPC1-C4) aus P. tricornutum 

wurden in verschiedene Überexpressionsvektoren (pET23d(+), pQE30, pTYB2, 

pET32a(+)) ligiert, und in verschiedenen E. coli Stämmen (BL21 (DE3), BL21GOLD 

(DE3), Rosetta (DE3), Rosetta-gami, M15[pREp4]) exprimiert. Bei dem Vektor pET32 

ist ein Thioredoxin von Arabidopsis thaliana an der Multiple Cloning Site angefügt, 

damit das angehängte Protein löslich wird. Dieses Thioredoxin wird durch 

enzymatischen Verdau mit Enterokinasen anschließend abgetrennt. Dieser 

enzymatischer Verdau fragmentierte aber gleichzeitig auch die FBPC3. Bei der 

Expression der FBPasen wurden die Proteine immer als Inclusionbodies in der Zelle 

abgelagert. Die Expression wurde durch Unterschiede in der Codon-usage zwischen 

P. tricornutum und E. coli erschwert. Es stellte sich heraus, daß für manche Codons 

von P. tricornutum nicht immer die benötigten tRNAs in der E. coli Zelle vorhanden 

waren. Durch fehlende tRNAs für „seltene“ Codons kann entweder die Translation 

abgebrochen werden oder das Protein wird falsch gefaltet. Dies wird damit erklärt, 

dass der Translationskomplex am Anfang weniger stabil ist und durch selten 

verwendete Codons (low-usage codons) auseinander dissoziieren kann (Goldman et 

al. 1995). Wenn nun vor dem zu exprimierenden Protein für E. coli Zellen lesbare 

Nukleotidsequenzen (etwa 60 Nukleotide) N-terminal vorgesetzt werden, bleibt unter 

anderem der Translationskomplex stabil und das Protein wird in E. coli exprimiert 

(Goldman et al. 1995, Kleber-Janke und Becker 2000). Außerdem können G/C-

reiche Nucleotidregionen am 5´ Ende des Gens eines rekombinanten Proteins eine 

Expression in E. coli verhindern, während A/T-reiche Nucleotidsequenzen am 5´ 

Ende eine Expression in E. coli begünstigen (Tang et al. 2000). Bei dem Vektor 

pET28a(+) kann N- und C-terminal dem Protein ein HIS-Tag angehängt werden. 

Durch die Multiple Cloning Side wurden dem Protein bewusst zusätzliche 

Nukleotide/Aminosäuren angefügt, welche aber keine Codon-Usage Probleme in E. 

coli Stämmen verursachen. Das rekombinante Protein Fruktose-1,6-Bisphosphatase 

C3 (FBPC3, 31451) im Vektor pET28d(+) mit N- und C-terminalen HIS Tag (40,64 

kDa) ließ sich ausschließlich mit der Antarctic Express RIL E. coli (Stratagene) nach 

Herstellerangaben überexprimieren (siehe Abbildung 2 und 3). Etwa nur 30% der 
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FBPC3 waren löslich, die anderen FBPasen (C1, C2, C4) lagerten sich immer als 

Inclusionbodies in der Zelle ab. 

 
1        10        20        30        40        50        60        70        80        90 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFELRRQACGRTSLKRFMTEVSLLNPEIEELTTLFGAIETACKAIANLVKRSQLPS 
 
         100       110       120       130       140       150       160       170       180 
SDTLGLQGEINVQGEDQKKLDVIANDILKRALRFTGRLGVLASEEEDTPVDLMPRDPSTKKVLIDEGEKYVAVFDPLDGSSNVDADIPTG 
 
         190       200       210       220       230       240       250       260       270 
TIIGIYEHDETCKIDPDALDEDRTEQENLCLANTLQPGTNLVAAAYCLYSSSTFLVLTLGAGTYGFTLDETIGEFVLSHPNIKIPECSSI 
 
         280       290       300       310       320       330       340       350       360 
MSFNEANTPSWDRPLQDTFAKWRTGTGKSGKKFSSRYIGSMVGDVHRTLLYGGVFGYPGDKKNPNGKLRLLYEGAPMSFIMEQAGGLSTT 
 
         370       380       390       400 
GTQRVMEISPDTVHQRVPIIMGSRQDVEEVMDAYKLEHHHHHH 

 
Abb. 2: Aminosäuresequenz der rekombinanten FBPC3 (31451) von P. tricornutum im Vektor 
pET28d(+). Die regulativen Cysteine sind gelb unterlegt. KURSIV: Multiple Cloning Site, Schwarz: 
HIS-Tag, NORMALDRUCK: reifes Protein. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Aufreinigung vom rekombinanten FBPC3 (31451) über eine Ni-NTA Agarose Säule 
(QIAGEN). Die Fruktose-1,6-Bisphosphatase C3 (40,64 kDa) wurde mit Imidazol (mM) von der 
Nickelsäule gelöst. Von Slot 1 bis 4 wurde der Durchfluss aufgetragen. Von Slot 5 bis 9 wurden 
Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Waschpuffer gelöst wurden. Von Slot 10 bis 14 wurden 
Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 50 mM Imidazol gelöst wurden. Von Slot 15 
bis 19 wurden Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 150 mM Imidazol gelöst 
wurden, hier eluierte das rekombinante FBPC3 (grauer Pfeil). Von Slot 20 bis 24 wurden 
Proteinfraktionen aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 250 mM Imidazol gelöst wurden. Im Slot 25 
wurde die Proteinfraktion aufgetragen, die mit Elutionspuffer und 500 mM Imidazol gelöst wurde. In 
der Mitte ist die Proteingröße (kDa) angegeben.  
 

 

Die lösliche, rekombinante FBPC3 wurde über eine Ni-NTA Säule 

aufgereinigt. Es konnten etwa 25 mg FBPC3 aus 24 Liter E. coli Kultur in LB-Medium 

aufgereinigt und aufkonzentriert werden.  
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2.2 In vitro Reduktion 

 In den Plastiden wird die FBPase durch das Thioredoxin F reduziert (Martin et 

al. 2000). In vitro kann die FBPase durch reduziertes DTT reduziert werden. Durch 

die Chemikalie AMS (4-acetamido-4´-maleimidylstilbene-2,2´-disulfonic acid), welche 

sich an die reduzierten Cysteine bindet, kann die reduzierte FBPase im reduzierten 

Zustand „fixiert“ werden, da AMS nach der chemischen Bindung nicht mehr löslich 

ist. AMS kann sich an reduzierte Cysteine binden, wenn sie zueinander einen 

Abstand von etwa 10 Å haben (Motohashi et al. 2001, 2003). Wenn sich AMS an das 

Protein bindet, wird das Protein schwerer (pro gebundenes AMS an das Protein etwa 

0,5 kDa, es bindet nur ein AMS pro Cystein). Die Cysteine der Thioredoxine, bzw. 

auch der plastidären FBPasen weisen genau diesen Abstand in der Tertiärstruktur 

auf. Bei der in vitro Reduktion der rekombinanten FBPC3 mit reduziertem DTT und 

anschließender Fusion mit ASM lässt sich erkennen, dass das Protein erst bei 500 

µM DTT vollständig reduziert vorliegt (siehe Abbildung 4). Dadurch laufen reduzierte 

und oxidierte Proteine in zwei Banden untereinander. Die FBPC3 ist zumindest als 

Monomer diesbezüglich wohl korrekt gefaltet.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4: In vitro Reduktion von der rekombinanten FBPC3. Reduktionslevel von FBPC3 erkennbar 
auf SDS-Gel (oben) und auf Western-Blot gegen HIS Tag (unten). FBPC3 ist bei 500 µM DTT 
vollständig reduziert. Unter der reduzierten Proteinbande ist eine weitere Bande zu sehen, welche evtl. 
von leicht degradierten FBPC3 stammt. Beim Übergang von 100 zu 500 µM DTT nimmt die Bande der 
oxidierten FBPase drastisch ab und die Bande des reduzierten Proteins nimmt stark zu. 
 

 

2.3 Enzymassay von Gesamtzellextrakt aus Phaeodactylum tricornutum 

 Die Plastiden, wie auch die Mitochondrien von P. tricornutum lassen sich beim 

Aufbrechen der Zellen sehr schlecht isolieren. Daher wurde für die enzymatischen 

Assays der Gesamtextrakt der P. tricornutum untersucht und so in Kauf genommen, 

daß im Enzymassay die cytosolische FBPase (23247) durch ihre enzymatische 

Reaktion die ermittelten Aktivitäten der plastidären FBPasen (C1 42886, C2 42456, 
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C3 31451, C4 54279) beeinflusst. Der pH-Wert spielt bei der in vitro Aktivierung der 

plastidären FBPasen durch TrxF eine besondere Rolle. Deswegen wurde zur 

Reduzierung der plastidären FBPasen von P. tricornutum der pH-Wert in den 

Präinkubationsansätzen bei 7,5 gewählt. Damit der Cofaktor Mg2+ nicht inhibierend 

wirkt, wurde in den Präinkubationsansätzen eine Mg2+ Konzentration von nur 2,5 mM 

gewählt. Da das Substrat (Fruktose-1,6-Bisphosphat) eine Verunreinigung bis zu 4% 

von anderen Fruktosen beinhaltete, wurde in den Präinkubationsansätzen kein 

Substrat zur Aktivierung dazugegeben. Diese anderen Fruktosen können durch die 

gekoppelte Enzyme (PGI, Phosphoglucose Isomerase, GPDH Glucose-6-Phosphat 

Dehydrogenase) im Reaktionsansatz enzymatisch umgesetzt werden (siehe 

Abbildung 5). Die Temperatur spielt ebenfalls eine Rolle für die Enzymaktivität der 

cytosolischen und der plastidären FBPasen. Die cytosolische FBPase verträgt keine 

tiefen Temperaturen zwischen 0°C und 12°C, wenn anschließend bei 22°C ein 

Enzymassay gemessen wird. Nur wenn vor der Messung die cytosolische FBPase 

mindestens 40 Minuten sich auf etwa Raumtemperatur (RT) einstellen konnte, war 

eine normale Enzymaktivität wieder erreicht. In diesem Ansatz wird das durch die 

FBPase umgesetzte Fruktose-6-Phosphat zuerst durch die PGI in Glukose-6-

Phosphat isomerisiert. Durch die Anwesenheit von NADP+ kann die GPDH Glukose-

6-Phosphat in Gluconat-6-Phosphat katalytisch umsetzen. Die Reduktion der NADP+ 

zu NADPH verhält sich stöchiometrisch 1:1 mit der Dephosphorylierung von 

Fruktose-1,6-Bisphosphat zu Fruktose-6-P.  

 In dem Gesamtzellextrakt von P. tricornutum werden alle fünf vorhandenen 

FBPasen gemessen, die cytosolische FBPase (23247), die zwei plastidären 

FBPasen (C1 42886, C4 54279) und die zwei anderen plastidären FBPasen (C2 

42456, C3 31451), welche jeweils zwei Cysteine in ihren regulativen Zentren haben 

(siehe Kapitel 1). Die FBPasen im Gesamtzellextrakt haben schon eine 

Grundaktivität (siehe Abbildung 6), diese kann eventuell zum einem daher kommen, 

da noch Fruktose-1,6-Bisphosphat, Fruktose-6-Phosphat oder Glucose-6-Phosphat 

im Extrakt vorhanden war, zum anderem FBPase oder die gekoppelten Enzyme (PGI 

und GPDH) die Fructose-6-Phosphat oder Glucose-6-Phosphat verwerteten. 

Wenn der Zellextrakt zentrifugiert oder über eine Sephadex G25 Säule (Amersham) 

entsalzt wurde, war keine Enzymaktivität der FBPasen von P. tricornutum im 

Überstand oder im Durchfluss mehr zu messen (siehe Abbildung 10). Es wurden alle 

FBPasen auf Löslichkeit mit bioinformatischen TMHMM Vorhersagen getestet 
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) (Krogh et al. 2001, Sonnhammer et al. 

1998), aber es konnten keine membranintegrierten Bereiche identifiziert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 5: Reaktionsschema des Enzymassays mit der Fructose-1,6-Bisposphatase. Bei der 
enzymatischen Reaktion der FBPase von Fructose-1,6-Bisphosphat zu Fructose-6-Bisphosphatwird 
nach zwei weiteren enzymatischen Reaktionen NADP+ zu NADPH reduziert. Dies kann zeitgleich bei 
340 nm im Photometer gemessen werden (Kelly et al. 1982, Nishizawa et al. 1982). FBP Fructose-
1,6-Bisphosphatase, PGI Glucose-6-phosphate Isomerase, GPDH Glucose-6-phosphate 
Dehydrogenase.  
 

 

Die Aktivität der FBPasen nimmt mit zunehmender Substratkonzentration ab (siehe 

Abbildung 6), dies deutet auf eine Hemmung des Produktes hin. Die höchste Aktivität 

haben die FBPasen zusammen bei 200 µM Substrat (siehe Abbildung 6 und 7) und 

pH 8,0 (siehe Abbildung 9). Bei pH 7 ist ein 20%iger und pH 9 sogar ein 40%iger 

Aktivitätsverlust zu beobachten.  

Bei der Aktivitätskurve der FBPasen auf Fructose-1,6-Bisphosphat nach 

Lineweaver/Burk kann Vmax und der KM aus der Geradengleichung (siehe Abbildung 

7) errechnet werden. Der y-Achsenabschnitt ist 1/Vmax mit 1044,2 daraus ergibt sich 

dann Vmax mit etwa 0,0010 µmol/(min*mg Gesamtzellproteine). KM ist der 

Schnittpunkt der Geraden bei der x-Achse mit -1/KM, dies ergibt dann ein KM von 

10,77 µM Substrat, bzw. Vmax/2 bei etwa 0,005 µmol/(min*mg Gesamtzellproteine). 

Bei der Aktivitätskurve (Abbildung 6) ist eine leichte sigmoide Steigung zu erkennen, 

dies kann auf allosterische Enzyme hindeuten. Die gesamten FBPasen haben eine 

optimale Enzymaktivität bei 10 mM Mg2+ und pH 8,0 (Abbildung 8). Außerdem kann 

die Aktivität der FBPasen im Gesamtzellextrakt von P. tricornutum durch reduziertes 

DTT gesteigert oder durch oxidiertes DTT minimiert werden (siehe Abbildung 10). 
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Abb. 6: Enzymatische Aktivität der FBPasen im Gesamtzellextrakt von Phaeodactylum 
tricornutum. Die niedrigen Aktivitätseinheiten resultieren aus der Berechnung der Aktivität, bezogen 
auf die Gesamtproteinkonzentration. Jede Messung wurde dreimal wiederholt (n=3), die Balken sind 
Standardabweichungen.  
 

 

Die Behandlung erfolgte mit 50 mM DTT. Dies deutet darauf hin, daß einige 

FBPasen reduzierbar sind, wahrscheinlich die vorhergesagten FBPC2 und FBPC3. 

Bei der rekombinanten FBPC3 konnte dies durch die in vitro Reduktion gut gezeigt 

werden (Abbildung 4). 
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Abb. 7: Enzymatische Umsetzung von Fruktose-1,6-Bisphosphat durch Fruktose-1,6-
Bisphosphatasen aus dem Gesamtzellextrakt von Phaeodactylum tricornutum als 
Lineweaver/Burk Berechnung (siehe Abb. 6). Jede Messung wurde dreimal wiederholt (n=3).  
 

 

Wurden die FBPasen (C1, C2, C3, C4 und die cytosolische FBPase) nicht mit 

DTT reduziert, (Abbildung 10), war ein Aktivitätsverlust von fast 90% zu beobachten. 

Die plastidären FBPasen können durch Ca2+ inhibiert werden (Charles und Halliwell 

1980), ähnlichen inhibierenden Effekt konnte auch bei dem Gesamtzellextrakt 

gemessen werden (Abbildung 10). Dort fiel die Aktivität um fast 60% ab, wenn die 

FBPasen mit 20 mM Ca2+ und gleichzeitig mit 50 mM reduziertem DTT behandelt 

wurden. Wenn der Überstand des Gesamtzellextraktes nach einer 20 minütigen 

Zentrifugation (20000 x g) mit 50 mM reduziertes DTT inkubiert und die 

Enzymaktivität gemessen wurde, fiel die Gesamtaktivität um etwa 80% ab (Abbildung 

10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 8: Enzymatische Umsetzung von Fructose-1,6-Bisphosphat durch die FBPasen aus dem 
Gesamtzellextrakt von Phaeodactylum tricornutum bei verschiedenen Mg2+ Konzentrationen. 
Jede Messung wurde dreimal wiederholt (n=3), die Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. 
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Abb. 9: Effekt der Enzymaktivität der Fruktose-1,6-Bisphosphatasen aus dem 
Gesamtzellextrakt von Phaeodactylum tricornutum auf verschiedene pH Werte. Jede Messung 
wurde dreimal wiederholt (n=3), die Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 10: Effekt der Enzymaktivität der Fruktose-1,6-Bisphosphatasen (FBPase) aus dem 
Gesamtzellextrakt von Phaeodactylum tricornutum auf reduziertes und oxidiertes DTT, auf den 
Inhibitor Ca2+ für plastidäre FBPasen und aus dem Überstand von zentrifugierten 
Gesamtzellextrakt. Jede Messung wurde dreimal wiederholt (n=3), bzw. sechsmal (n=6) bei der 
Behandlung mit reduziertem DTT. Die Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. 
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2.4 Gentranskription Analyse der Calvin Zyklus Enzyme mit der Real-Time 
PCR 

Proteine können unter anderem über die Transkriptionsrate des jeweiligen Gens 

reguliert werden (Martin et al. 2000). Um diesen möglichen Regulationsmechanismus 

von Enzymen in P. tricornutum zu untersuchen, wurden die mRNA bei verschieden 

Tageszeiten aus der P. tricornutum isoliert und per Transkriptase in cDNA 

umgeschrieben. Liegt für ein Gen viel cDNA vor, wurde die mRNA viel transkribiert. 

Damit verschiedene Gene in der Transkriptionsrate miteinander verglichen werden 

können, werden sie zu einer Transkriptionsrate eines Haushaltsgens (endogene 

Kontrolle) verrechnet. Siaut et al. (2007) konnte zeigen, daß die endogene Kontrolle 

RPS (Ribosomales Bindeprotein) aufgrund der konstanten Transkriptionsrate (siehe 

Abbildung 14) als Haushaltsgen besonders gut eignet als Referenz-Gen zur 

Berechnung herangezogen zu werden. Es wurden die veröffentlichten Primer 

benutzt. Die Primer für die Real-Time PCR wurden auf ihre Efficiency getestet und 

nach Pfaffl (2001) ausgewertet (Tabelle 1). Die dazugehörenden Primer sind in 

Material und Methoden aufgeführt.  

 

 
Tab. 1: Werte der Efficiency Berechnungen nach Pfaffl (2001). Die Protein Identitätsnummer (Prot 

ID) wird in der Tabelle angegeben; Prot IDs, welche mit Schrägstrich (/) angeben sind, haben 

verschiedene Splicevarianten der transkribierten mRNA.  

 

Gen Prot ID Efficiency   Gen Prot ID Efficiency 
 
FBPase 23247  1,878    PGL 31882  1,957 
 
FBPC1 42886  1,969    PGDH 54663  1,999 
 
FBPC2 42456  2,173    TKL 22135  2,140 
 
FBPC3 31451  2,036    FTR 50907  2,131 
 
FBPC4 54279  2,315    Trx F 46280  2,060 
 
TKL 50819  1,980    Trx M 51357  1,912 
 
TAL 20779  1,823    NTR 51055  1,950 
 
TAL 50313  2,245    Trx H 56471  2,155 
 
SBPase 9583  2,202    Trx H 48539  1,935 
 
TAL 28222  2,176    RPS 10847  1,968 
 
GPDH 54663  2,265    GAPDH 51128/51129 1,903 
 
GPDH 22916  2,369 
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Die obigen Efficiency Werte (Tabelle 1) wurden zur Berechnung der 

Transkriptionsraten der zu untersuchenden Gene nach Pfaffl et al. (2002) 

herangezogen.  

Es wurden P. tricornutum Kulturen zu Datenerhebung gewählt, welche einen 

Tag- und Nacht Rhythmus von 16 zu 8 Stunden hatten. Es wurden zwei Werte bei 

Dunkelheit (4 Stunden vor Belichtung und 5 Minuten vor Belichtung) und zwei Werte 

bei Belichtung (4 Stunden und 8 Stunden seit Belichtungsbeginn) erhoben. Es 

wurden Proben aus drei unabhängig gewachsenen Kulturen herangezogen und 

gemessen. Die Werte bei 8 Uhr (5 min vor Belichtung) wurden zur Berechnung nach 

Pfaffl (2001) als Referenzwert 1 gesetzt und alle anderen Daten beziehen sich in 

ihrer Relation (relative Real-Time PCR) auf diesen Wert. Die Fehlerbalken in den 

einzelnen Diagrammen (siehe Abbildung 11, 12, 13, 14) sind Standardabweichung 

aus den drei berechneten Transkriptionswerten. Es wurden ausgesuchte Gene von 

dem reduktiven Pentose Phosphatweges (RPP) (FBPC1: 42886, C2: 42456, C3: 

31451, C4: 54278, TKL: 50819, TAL: 20779, 50313) und von dem oxidativen 

Pentose Phosphatweges (OPP) (SBPase: 9583, TAL: 28222, GPDH: 22916, 54663, 

PGL: 31882, PGDH: 54663, 45333/26934, TKL: 22135) auf ihre Transkriptionsrate 

hin untersucht.  

Aus Abbildung 11 ist keine allgemeine regelmäßige Zunahme oder Abnahme 

der Transkriptionsraten der plastidären Enzyme des RPP zu erkennen in Bezug auf 

Belichtung (weißer Balken) oder Dunkelheit (schwarzer Balken). Die cytosolische 

FBPase (23247) wurde als Vergleich zu den plastidären FBPasen in ihrer 

Transkriptionsrate zusätzlich untersucht.  
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Abb. 11: Relative Genexpression von Calvin Zyklus Enzymen aus dem RPP analysiert mit der 
RT-PCR. Es wurden drei unabhängige Proben (n=3) bei verschiedenen Tag- (Zeitachse weiß) und 
Nacht-Zeiten (Zeitachse schwarz) geerntet. Die Probe um 8 Uhr morgens wurde als Referenzwert auf 
eins gesetzt und alle anderen Proben in ihrer relativen Expressionsrate beziehen sich auf den 
Referenzwert (Pfaffl 2001, Pfaffl et al. 2002). Die cytosolische FBPase gehört zur Glukoneogenese 
und wurde als Kontrast zu den plastidären FBPase mitbearbeitet. Die Fehlerbalken sind 
Standartabweichungen.  
 

 

Einige transkribierte Gene haben sehr große Standardfehlerbalken. Um 12 Uhr sind 

die Transkriptionsvarianzen der Gene am unregelmäßigsten, so ergeben sich hohe 

Fehlerbalken (siehe Abbildungen 9). Um 4 Uhr haben nur die Gene der FBPC2 

(42456), der FBPC4 (54279) und der Transketolase (TKL, 50819) kleine 

Fehlerbalken. Diese Gene haben eine höhere Transkriptionsrate als um 8 Uhr. Um 

12 Uhr haben nur die Gene der FBPase (23247) und FBPC1 (42886) einen kleinen 

Fehlerbalken. Diese Gene haben eine höhere Transkriptionsrate als um 8 Uhr. Um 

16 Uhr haben die Gentranskriptionsraten der FBPC2 (42456), FBPC3 (31451), 

FBPC4 (54279) und der (TKL, 50819) kleine Fehlerbalken. Die meisten Gene haben 

eine kleinere Transkriptionsrate als um 8 Uhr, abgesehen von der TKL. Dieses Gen 

für die plastidäre TKL hat um 4 Uhr und um 16 Uhr die höchste Transkriptionsrate.  

Bei den cytosolischen Enzymen des OPP (siehe Abbildung 12) ist keine 

gleichmäßige Zu- oder Abnahme der Transkriptionsraten in Bezug auf Belichtung 

(weißer Balken) oder Dunkelheit (schwarzer Balken) zu erkennen. Um 12 Uhr sind 

die Transkriptionsvarianzen der Gene am unregelmäßigsten und ergeben daher sehr 
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hohe Fehlerbalken (siehe Abbildungen 12). Um 4 Uhr haben die Transkriptionsraten 

der Gene der Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBPase, 9583), der TAL (28222), 

der Phosphogluconat Lactonase (PGL, 31882), der Gluconat-6-Phosphat-

Dehydrogenase (GPDH, 54663) und der TKL (22135) kleine Standardfehler. Nur die 

SBPase hat eine kleinere Transkription als um 8 Uhr, die anderen Gene haben eine 

leicht höhere Transkriptionsrate als um 8 Uhr. Um 12 Uhr haben die 

Transkriptionsraten der Gene der SBPase, der PGL und der TKL kleine 

Standardfehler. Alle drei Gene haben eine 2 bis 3 fache höhere Transkriptionsrate 

als um 8 Uhr. Um 16 Uhr haben die Transkriptionsraten der Gene der SBPase, der 

GPDH (22916), der PGL und der 6-Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase (PGDH, 

45333/26934) kleine Fehlerbalken. Die Transkriptionsraten dieser Gene sinken 

gegenüber den Transkriptionsraten um 12 Uhr und sind teilweise unterhalb der Rate 

von 8 Uhr. Das Gen für die PGDH (45333/26934) kann mit zwei verschiedenen 

Möglichkeiten transkribiert werden. Einmal kann die PGDH (26934) im Cytosol 

lokalisiert sein oder im periplastidären Raum (pps, periplastidic space) (45333). Da 

die Primer für die Real-Time PCR in der Nukleotidsequenz des reifen Proteins 

ansetzen, kann zwischen beiden Formen hier nicht unterschieden werden. Um 12 

Uhr ist die Standardabweichung aller Transkriptionswerte am größten, ähnlich wie 

bei den Transkriptionsraten der Gene des RPP (siehe Abbildung 11). 

Bei den Enzymen Ferredoxin/Thioredoxin-Systems ist keine gleichmäßige Zu- 

oder Abnahme der Transkriptionsraten in Bezug auf Belichtung oder Dunkelheit zu 

erkennen (Abbildung 13). Um 12 Uhr sind die Transkriptionsvarianzen der Gene am 

unregelmäßigsten und ergeben daher sehr hohe Fehlerbalken (Abbildung 13). Um 4 

Uhr haben die Transkriptionsraten der Gene der Thioredoxin Typ M (TrxM, 51357), 

der NADP abhängige Thioredoxin Reduktase (NTR, 51055), der cytosolischen Trx 

Typ H (TrxH, 56471) und der vermutlich periplastidären TrxH (48539) (Kapitel 1) 

kleine Standardfehler (Abbildung 13). 
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Abb. 12: Relative Genexpression von Calvin Zyklus Enzymen aus dem OPP analysiert mit der 
RT-PCR. Es wurden drei unabhängige Proben (n=3) bei verschiedenen Tag- (Zeitachse weiß) und 
Nacht-Zeiten (Zeitachse schwarz) geerntet. Die Probe um 8 Uhr morgens wurde als Referenzwert auf 
eins gesetzt und alle anderen Proben in ihrer relativen Expressionsrate beziehen sich auf den 
Referenzwert (Pfaffl 2001, Pfaffl et al. 2002). Die Fehlerbalken sind Standartabweichungen.  
 

 

Nur die NTR und die periplastidäre TrxH haben eine kleinere Transkriptionsrate als 

um 8 Uhr. Um 12 Uhr haben nur die Gene der NTR und der periplastidären TrxH eine 

Transkriptionsrate mit kleinem Standardfehler. Die NTR hat eine 2 fach höhere 

Transkriptionsrate als um 8 Uhr, die periplastidäre TrxH hat eine kaum höhere 

Transkriptionsrate als um 8 Uhr. Um 16 Uhr haben die Transkriptionsraten der Gene 

der Ferredoxin Thioredoxin Reduktase (FTR, 50907), der NTR und der beiden TrxHs 

kleine Standardfehler. Die FTR hat eine ähnliche Transkriptionsrate wie um 8 Uhr, 

die periplastidäre TrxH hat eine Transkriptionsrate unterhalb von der von 4 Uhr.  
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Abb. 13: Relative Genexpression von Thioredoxinen und deren Reduktasen analysiert mit der 
RT-PCR. Es wurden drei unabhängige Proben (n=3) bei verschiedenen Tag- (Zeitachse weiß) und 
Nacht-Zeiten (Zeitachse schwarz) geerntet. Die Probe um 8 Uhr morgens wurde als Referenzwert auf 
eins gesetzt und alle anderen Proben in ihrer relativen Expressionsrate beziehen sich auf den 
Referenzwert (Pfaffl 2001, Pfaffl et al. 2002). Die Fehlerbalken sind Standartabweichungen.  
 

 

Da die einzelnen Transkriptionsraten der Genen, aufgeschlüsselt nach Uhrzeiten, 

keine eindeutige Tendenz zeigen, ob sie in der Dunkelheit oder bei Licht höhere oder 

niedrigere Transkriptionsraten haben, wurden von den gesamten Genen die 

Mittelwerte der Ct Werte berechnet, ohne mit den Transkriptionsraten der endogenen 

Kontrolle verrechnet zu werden (Abbildung 15). Bei dieser Aufschlüsselung der 

Transkriptionsraten der Genen der RPP und OPP Enzymen und der 

Ferredoxin/Thioredoxin-Systeme nach maximalen und minimalen 

Transkriptionswerten (Abbildung 15), sind diese Enzyme in ihrer Ct Value wesentlich 

höher (über 25), als ihre Referenz-Gene RPS (Siaut et al. 2007) und GAPDH. Nach 

der Definition von Siaut et al. (2007) sind Gene schwach exprimiert, wenn ihre Ct 

Werte über 25 liegen. Stark exprimierte Gene haben einen Ct Werte unter 25.  
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Abb. 14: Expressionslevel von Haushaltsgenen RPS (10847) und GAPDH (51128/51129). Die 
GAPDH wird mit doppelter ID angegeben, weil die Primer cDNA zweier verschiedene Gene 
amplifizieren können. Es wurden drei unabhängige Proben (n=3) bei verschiedenen Tag- (Zeitachse 
weiß) und Nacht-Zeiten (Zeitachse schwarz) geerntet. Alle Gene wurden mit RPS (Siaut et al. 2007) 
als endogene Kontrolle in der relativen Expression berechnet (Pfaffl 2001, Pfaffl et al. 2002). Die 
Fehlerbalken sind Standartabweichungen.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 15: Expressionslevels der RPP und OPP Gene, sowie der Thioredoxine und Thioredoxin 
Reduktasen. Es sind die Ct Werte der Gentranskription von allen erhobenen Zeitpunkten angegeben, 
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welche alle auf den gleichen thrashhold sich beziehen. Sie wurden alle zusammen genommen und 
der Mittelwert (Mean CT) aufgetragen. Die maximale (Max CT) und die minimale (Min CT) 
Transkriptionsrate (keine Fehlerbalken) wurden ebenso aufgetragen. Die rote Linie ist die Trennung 
zwischen stark exprimierten Gene (<25 Ct Value) und schwach exprimierten Gene (>25 Ct Value) 
(Siaut et al. 2007).  
 

 

Haushaltsgene haben nur eine kleine Varianz in ihrer Transkriptionsrate (siehe 

Abbildung 15) (Siaut et al. 2007), wenn die zu untersuchenden Gene ähnliche 

Varianzen in der Transkriptionsrate wie die Haushaltsgene haben, werden sie eher 

gleichmäßig transkribiert. Eine große Ct Wert Differenz in der Transkriptionsrate 

deutet auf regulierte Transkription des Gens hin. Bei den Genen der RPP und OPP 

Enzymen sind die Varianzen der Transkription ähnlich klein wie die der endogenen 

Kontrollen (siehe Abbildung 15). Außerdem sind die Transkriptionsraten der Gene 

der RPP und OPP Enzyme über eine Ct Value von 25, d.h. sie sind schwach 

transkribierte Gene. Die Gene der Thioredoxine und deren Reduktasen sind nach 

Siaut et al. (2007) stark transkribiert. Ebenso sind ihre Varianzen der Transkription 

ähnlich klein, wie die der Haushaltsgene, d.h. sie sind auch konstitutiv transkribiert. 

 

3. Diskussion 

 

3.1 Enzymassay 
Obwohl die rekombinante FBPC3 in vitro reduziert werden konnte, war das 

Protein enzymatisch nicht aktiv. Dies könnte zuerst an einer falschen Faltung des 

Proteins liegen, aber die Cysteine der regulatorischen Einheit waren in der 

Tertiärstruktur im richtigen Abstand zueinander, da sie eine intramolekulare 

Disulfidbrücke bilden konnten. Auffällig war aber auch, dass nicht nur die FBPC3 

Inclusionbodies bildete, sondern auch die anderen plastidären FBPasen (C1: 42886, 

C2: 42456, C4: 54279) komplett nur als Inclusionbodies in der Zelle ausfielen. Kann 

dies eventuell ein Hinweis darauf sein, daß die FBPasen mit anderen Calvin Zyklus 

Proteine stabile Komplexe bilden (Süss et al. 1993)? Häufig haben die Enzyme des 

Calvin Zyklus membranintegrierte Bereiche im Thylakoid (Teige et al. 1998).  

Die FBPase liegt bei Pflanzen als Homotetramer (Marcus und Harrisch 1990) vor. Es 

kann sein, daß die vier plastidären FBPC1-C4 unter sich ein Heterotetramer bilden, 

so wie die GAPDH-A und GAPDH-B untereinander ein A2BB2-Heterotetramer bilden 

können (Martin et al. 2000). Der Enzymassay von dem Gesamtzellextrakt aus P. 

tricornutum gibt nicht die einzelnen Werte der jeweiligen FBPase aus dem Plastiden 
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wieder. Außerdem kann in diesen Messungen die cytosolische FBPase auch 

enzymatisch mitreagieren. Von der cytosolischen FBPase abgesehen, ist aber das 

enzymatische Zusammenwirken der vier plastidären FBPasen in dem Stroma 

wichtig. So können sich die zwei Gruppen (Gruppe 1: C2 und C3 gegen Gruppe 2: 

C1 und C4) der FBPasen gegenseitig in ihrer Aktivität ergänzen. Gruppe 1 ist wohl 

reduzierbar, zumindest die FBPC3 (Abbildung 3), und kann theoretisch durch das 

TrxF reduziert und aktiviert werden. Die plastidären FBPasen werden hauptsächlich 

durch TrxF reduziert (Hermoso et al. 1999, Martin et al. 2000), aber nur schlecht 

durch TrxM (Nishizawa und Buchanan 1981). So bindet bei einer FBPase-

Affinitätschromatographie Säule nur TrxF (Buc et al. 1984). Die FBPasen der Gruppe 

2 können nicht durch Trx reduziert werden, da ihnen die notwendigen Cysteine 

fehlen (Kapitel 1). Dass die beiden Gruppen eine unterschiedliche Reaktion auf 

Reduktionsmittel haben, zeigt Abbildung 8. Durch Reduktionsmittel kann die 

Gesamtaktivität um mehr als 70% gegenüber oxidierten FBPasen angehoben 

werden. Ein Indiz für die Aktivierbarkeit der FBPase Gruppe 1 durch Thioredoxin ist 

u.a. durch den in vitro Reduktionstest von der rekombinanten FBPC3 gezeigt 

worden. Die Art von Reduzierung (durch TrxF oder durch DTT) der FBPasen zeigt 

den Unterschied zwischen der plastidären, aktivierbaren FBPase und der 

cytosolischen und nicht durch DTT oder TrxF aktivierbaren FBPase (Nel und 

Terblanche 1992). Wenn der Gesamtzellextrakt nicht mit Reduktionsmitteln 

behandelt wird, ist die Aktivität bezogen zu der reduzierten Probe um mehr als 85% 

geringer. Eine gewisse Grundaktivität ist auch bei oxidierten FBPasen vorhanden 

(Jacquot et al. 1997). Wenn die FBPasen mit dem zweiwertigen Ion Ca  inkubiert 

werden, sinkt die Enzymaktivität um fast 60% gegenüber den reduzierten FBPasen. 

Ebenfalls vollständig inhibierend wirkt bei den plastidären FBPasen in Spinat das 

Ca  schon mit einer Konzentration von 500 µM (Charles und Halliwell 1980). Dies 

zeigt, dass in dem Enzymassay auch wirklich die plastidären FBPasen gemessen 

wurden (Kelly et al. 1982). Dass Ca  die FBPase so stark inhibieren kann, wird 

dadurch erklärt, daß das freie Ca  in den Chloroplasten ebenfalls einen regulativen 

Einfluss auf die FBPase in Abhängigkeit der Belichtung hat (Nel und Terblanche 

1992). Bei der plastidären FBPase konnte gezeigt werden, daß sie nicht durch 2 mM 

AMP inhibiert werden wie die cytosolischen FBPasen in Pflanzen (Buchanan et al. 

1971, Preiss et al. 1967, Tejwani 1983), sondern eher nur durch das 

Ferredoxin/Thioredoxin System reguliert werden (Buchanan et al. 1979, Marcus et al. 

2+

2+

2+

2+
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1988, Martin et al. 2000). Auch der Cofaktor Mg  kann bei zu hoher Konzentration in 

vitro inhibierend auf die FBPase wirken, normalerweise bewirkt der Cofaktor eine 

Konformationsänderung bei der FBPase, so dass sich das Substrat besser an das 

Enzym anlagern kann (Meunier et al. 1981). Ein zu großer Temperaturunterschied 

während der enzymatischen Messung wirkt sich auf die cytosolische FBPase 

inhibierend aus. Der plastidären FBPase scheint ein großer Temperaturunterschied 

keine Rolle zu spielen (Weeden und Buchanan 1983). Um den enzymatischen 

Umsatz der FBPasen zu ermitteln, wurde die Reduktion von NADP  zu NADPH 

photospektrometrisch gemessen (Kelly et al. 1982, Nishizawa et al. 1982) (Abbildung 

5). 

2+

+

Nach Zentrifugation des Gesamtzellextrakts konnte im Überstand nur noch 

eine 20%ige Aktivität gemessen werden. Dies bedeutet, daß die vermeintlich 

löslichen FBPasen sich dann größtenteils im Pellet befinden. Entweder können die 

FBPasen in den Plastiden mit anderen Proteinen des Calvin Zyklus Komplexe 

gebildet haben (Süss et al. 1993) oder sie binden komplexiert über ein anderes 

Protein an die Thylakoidmembran (Teige et al. 1998). Der optimale pH Wert von 8,0 

(Abbildung 7) liegt im gleichen Bereich wie bei plastidären FBPasen aus anderen 

getesteten Organismen, diversen Algen (Chlamydomonas reinhardtii) und aus 

Spinacia oleracea (Fujita und Freese 1979, Nel und Terblanche 1992, Nishizawa und 

Buchanan 1981). Es konnte gezeigt werden, daß das reduzierte TrxF von Spinat die 

beste Aktivierungsrate bei pH 7,5 hat und die Aktivierungsrate schon bei pH 8,0 

wieder abnimmt (Nel und Terblanche 1992). Deswegen wurde zur Reduzierung der 

plastidären FBPasen von P. tricornutum der pH-Wert in der Präinkubationsansätzen 

bei 7,5 gewählt. Der KM von den vier plastidären FBPasen aus P. tricornutum mit    

10 µM entspricht in etwa der KM von 6 µM bei einer vollständig reduzierten 

plastidären FBPase aus Spinacia oleracea (Cadet und Meunier 1988, Gontero et al. 

1984a, 1984b). Mit den plastidären FBPasen, besonders der durch 

Ferredoxin/Thioredoxin System regulierten, konnte gezeigt werden, daß eine in vitro 

Aktivierung durch DTT (Pradel et al. 1981), Mg2+ und Fruktose-1,6-Biphosphat nicht 

so effektiv ist, als eine Aktivierung durch TrxF (Gontero et al. 1984a und 1984b). Die 

in vitro Aktivierung der FBPase nur durch DTT ist recht langsam, wenn nun 

gleichzeitig Mg2+ und das Substrat (falls Ca2+ gleichzeitig anwesend ist) 

dazugegeben wird, verkürzt sich die Aktivierungszeit der FBPase mit DTT (Nel und 

Terblanche 1992). Das Substrat (Fruktose-1,6-Bisphosphat) selber ist in zu hoher 
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Konzentration von etwa 2 mM für die cytosolische FBPase inhibierend (Taketa und 

Pogell 1965), nicht aber für plastidäre FBPasen (Zimmermann et al. 1976).  

 Insgesamt sollte die Enzymkinetik der plastidären FBPasen aus 

aufgereinigten Plastiden (Murata et al. 1979) von P. tricornutum wiederholt werden. 

Vielleicht sind dann die einzelnen plastidären FBPasen über eine Ionen-Austausch 

Chromatographie zu trennen (Martin et al. 2000).  

 

3.2 Transkriptionsraten der Enzyme von RPP und OPP und der Thioredoxine 
 Von wichtigen Enzymen des reduktiven Pentose Phosphatweges (FBPase, 

TKL und TAL) und des oxidativen Pentose Phosphatweges (SBPase, TAL, GPDH, 

PGL, PGDH und TKL) von der Phaeodactylum tricornutum wurde die 

Transkriptionsrate  des jeweiligen Gens untersucht. Hier fällt auf, daß die Enzymgene 

keine Änderung in der Transkriptionsrate haben, wenn P. tricornutum belichtet wird 

oder nicht. Die SBPase von Thalassiosira pseudonana hatte auch bei anderen 

Kulturbedingungen mit Starklicht und Schwachlicht, sowie bei verschiedenen 

Stickstoff-Ressourcen keine signifikante Transkriptionsänderung (Parker und 

Armbrust 2005). Die hohen Fehlerbalken der Standardabweichung sind bei den 

Werten von 12 Uhr am größten. Dies deutet auf große Transkriptionsratenänderung 

im Kern hin. Dagegen hat die endogene Kontrolle, die RPS, bei diesen Zeiten sehr 

niedrige Schwankungen (Siaut et al. 2007). Ähnlich hohe Schwankungen in der 

Transkriptionsrate, wie die Enzyme der RPP und OPP, hat die große Untereinheit der 

RUBISCO von P. tricornutum (Wawrik et al. 2002); hier ist aber klar zu erkennen, 

daß die RUBISCO in ihrer Transkriptionsrate lichtgesteuert ist. Im Übergang vom 

Dunkeln zur Lichtphase nimmt die Transkriptionsrate zu und fällt dann wieder ab. Im 

Gegensatz zu den kernkodierten Genen der RPP und OPP, ist die RUBISCO auf 

dem Plastidengenom kodiert. Dieses Plastidengenom stammt von dem 

aufgenommenen Cyanobakterium in der ersten Endocytobiose ab. Es muß weiter 

untersucht werden, ob 4 Stunden nach Belichtungsanfang eine Ummodifizierung der 

Transkriptionsraten der verschiedenen benötigten Gene stattfindet. Die Enzyme der 

OPP und RPP werden durch verschiedene Systeme (siehe Kapitel 1) teilweise 

reguliert. Die FBPasen der RPP können teilweise durch die TrxF, evtl. auch durch 

TrxM reguliert werden. Es wurde deshalb auch die Transkriptionsraten der TrxF und 

M und deren Reduktase untersucht, ebenfalls wurden zwei TrxH (eine cytosolische 

und eine im pps, siehe Kapitel 1) und deren Reduktase als Kontrolle zur plastidären 
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Trx-System untersucht. Es konnte auch hier festgestellt werden, daß diese 

Regulatorenzyme eine konstante Transkriptionsrate haben, egal ob sie im Cytosol 

oder im Plastid lokalisiert sind.  

 Bei der Auftragung der Transkriptionsraten der Enzyme des RPP und OPP, 

sowie der Regulatorproteine nach den Ct Werten (Siaut et al. 2007), verrechnet mit 

den Efficiency Werten (Pfaffl 2001, Pfaffl et al. 2002) (siehe Abbildung 13) lässt sich 

klar ablesen, daß die Calvin Zyklus Enzyme in Hinblick zu den endogenen Kontrollen 

(RPS, bzw. GAPDH) ähnlich kleine Transkriptionsraten haben. Dies bedeutet, daß 

die RPP und OPP Enzyme wie die Haushaltsgene konstant und lichtunabhängig 

transkribiert werden. Dies bestätigt nun auch die Ergebnisse von Parker und 

Armbrust (2005) mit der SBPase aus Thalassiosira pseudonana. Dort wurde aber 

noch angenommen, daß die SBPase im Plastid lokalisiert ist und physiologisch zur 

RPP, und nicht zur OPP gehört (siehe Kapitel 1). Durch die endocytobiotische 

Aufnahme eines Cyanobakterium in einer heterotrophe Wirtszelle (Keeling 2004, 

Keeling et al. 2004), wurden viele Gene vom cyanobakteriellen Genom in den 

Genom des Wirtszellenkerns transferiert (Martin und Schnarrenberger 1997). Einige 

plastidäre Gene (GAPDH, FBA, TPI, FBPase und SBPase), die ursprünglich von 

dem aufgenommenen Cyanobakterium stammen, wurden durch die Wirtszelle ersetzt 

(Bhattacharya et al. 2007, Keeling 2004, Keeling et al. 2004). Die „neuen“ Calvin 

Zyklus Enzyme sind wie die cytosolischen Iso-Enzyme kaum noch in der 

Transkriptionsrate lichtgesteuert, sondern nur noch über anaerobe Bedingungen 

(Kennedy et al. 1992, Martin et al. 2000, Sachs 1994).  

 Im Allgemeinen läßt sich aussagen, daß die Enzyme des Calvin Zyklus 

nicht auf der Ebene der Gene durch die Transkriptionsrate reguliert werden, sondern 

eher auf der Ebene der Proteine. Dies zeigt sich auch, daß einmal die FBPC3 durch 

DTT reduziert werden kann, bzw. der FBPase Assay in der Aktivität ebenfalls durch 

DTT an Aktivität zunimmt. Oesterhelt et al. (2007) diskutieren sogar, daß die 

plastidären FBPasen nachts nicht vollständig ihre Aktivität verlieren dürfen, weil sonst 

dem OPP wichtige Triosezucker fehlen. Bei P. tricornutum und T. pseudonana ist der 

cytosolische OPP auch auf Triosezucker aus dem Plastid angewiesen.  
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Der reduktive Pentose Phosphatweg (reductive Pentose Phosphate Pathway, 

RPP) ist in den Plastiden und der oxidativer Pentose Phosphatweg (oxidative 

Pentose Phosphate Pathway, OPP) im Cytosol bei Phaeodactylum tricornutum und 

Thalassiosira pseudonana lokalisiert (siehe Kapitel 1), sehr wahrscheinlich auch bei 

Odontella sinensis (Michels et al. 2005). Diese räumliche Anordnung, bzw. Trennung 

des RPP und OPP unterscheidet sich zu Landpflanzen (Martin et al. 2000). Der 

physiologische Vorteil dieser Aufteilung in den Diatomeen kann der Substrat- und 

Produkt-Gradient von Triosephosphatzucker (D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-PGA) 

sein, da dadurch nur eine geringe Produkthemmung im Stroma an der RUBISCO 

(Portis et al. 1986, Portis 1990) vorliegen kann. Dieser Triosephosphatzucker wird 

sofort über die 4 plastidären Hüllmembranen mittels Triosephosphat-Translokator 

nach außen ins Cytosol geschleust (Eicks et al. 2002, Wilhelm et al. 2006, Wittpoth 

et al. 1998). Die RUBISCO ist für den gesamten Calvin Zyklus das wichtigste Enzym 

und macht bis zu 50% der im Stroma vorkommenden Enzyme aus (Kapralov und 

Filatov 2007). Durch die hohe Proteinkonzentration wird die langsame kinetische 

Reaktion der RUBISCO ausgeglichen (Roy und Andrews 2000). Es fixiert stromales 

CO2 (Read et al. 1994), aber nur wenn es in ausreichender Konzentration gegenüber 

O2 vorliegt (Roy und Andrews 2000). Um eine optimale Carboxylierungsrate von 

RUBISCO in den Diatomeen-Plastiden zu erhalten, müssen alle inhibierenden 

Faktoren, wie 3-PGA, minimiert sein und eine hohe CO2-Konzentration vorliegen 

(Roberts et al. 2007). Trotzdem kann die Oxygenase Aktivität der RUBISCO nicht 

gänzlich verhindert werden (Roberts et al. 2007). Die Diatomeen assimilieren das 

gelöste CO2 aus dem Wasser. Das Kohlendioxid hat in Wasser einen geringen 

Diffusionskoeffizient, welches sich auf die Aufnahme in die Diatomeen auswirkt 

(Roberts et al. 2007). Daher sind in den Diatomeen verschiedene 

Aufkonzentrierungsreaktionen (Kohlenstoff Konzentrationsmechanismen, C 

concentrating mechanisms, CCM) des CO2 vorhanden, um eine kontinuierlich hohe 

CO2-Konzentration um die RUBISCO zu erreichen (Kroth et al. 2007, Roberts et al. 

2007). So können Diatomeen aktiv CO2 und HCO3
- aufnehmen (Giordano et al. 

2005) und in der Zelle akkumulieren (Rotatore und Colman 1992). In Diatomeen 

existiert u.a. die β-Carboanhydrase (β-CA) (Tanaka et al. 2005), welche CO2 in 

HCO3
- umwandelt und im CCM involviert sind (Satoh et al. 2001). Nur eine β-
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Carboanhydrase ist in den Plastiden von P. tricornutum lokalisiert (Satoh et al. 2001), 

in T. pseudonana fehlt sie (Kroth et al. 2007). Neben der β-CA sind noch α-CA 

vorhanden, welche alle eine Präsequenz haben. Teilweisen sind sie u.a. im 

periplastidären Raum lokalisiert (Szabo und Colman 2007). Der periplastidäre Raum 

(periplastidic space, pps) ist zwischen der zweiten und dritten plastidären Membran 

lokalisiert (Kroth 2002) und ist das ehemalige Cytosol der in der zweiten 

Endocytobiose aufgenommene Rotalge durch eine eukaryotische Wirtszelle (Keeling 

et al. 2004). Wenn Fusionsproteine zwischen Präsequenzen (Signal- und 

Transitpeptid eines Proteins) und eGFP punktförmige Fluoreszenzen im, bzw. an den 

Plastiden erzeugen, werden als „blob like structure“ bezeichnet (Kilian und Kroth 

2005). Diese „blob like structures“ könnten auch im periplastidären Raum lokalisiert 

sein (Gould et al. 2006b).  

Im Gegensatz zu T. pseudonana, konnte nur in P. tricornutum eine PGDH (6-

Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase) auf dem Genom identifiziert werden (siehe 

Kapitel 1). Bei der enzymatischen Reaktion dieses Enzyms würde im pps CO2 

freigesetzt. Dieses CO2 könnte dann durch eine α-CA in HCO3
- umwandelt und so 

kann der Kohlenstoff durch einen CCM aufkonzentriert werden. Im Cytosol würde 

das durch die PGDH im OPP freigesetzte CO2 frei diffundieren und evtl. durch CA in 

HCO3
- umwandelt. So könnten alle enzymatisch freigesetzten CO2 wieder recycelt 

werden. Die Diatomeen wenden verschiedene Mechanismen an, um das CO2 und 

HCO3
- in der Zelle in einer hohen Konzentration vorhanden zu haben. Dies könnte 

evtl. auch ein evolutiver Grund sein, weswegen der RPP (CO2 fixierender Teil) und 

OPP (CO2 abgebender Teil) getrennt lokalisiert sind. Die Carboanhydrasen können 

wahrscheinlich durch Thioredoxin reguliert werden (Marchand et al. 2006). Dies 

würde indirekt über die CO2 Konzentration die RUBISCO und dadurch auch den 

gesamten Calvin Zyklus in der Aktivität regulieren können.  

Ob der RPP und OPP gleichzeitig ablaufen, bzw. reguliert werden, konnte in 

dieser Arbeit nur teilweise nachgewiesen werden (Kapitel 1). Es sind viele 

Regulatorprotein-Systeme vorhanden, wie sie auch in höheren Pflanzen vorkommen 

zum Beispiel Ferredoxin/Thioredoxin-System, Glutaredoxine und Glutathion. Diese 

sind in beiden Diatomeen T. pseudonana und P. tricornutum vorhanden. In P. 

tricornutum sind neben zwei vermutlich durch Thioredoxin F regulierbaren (Jacquot 

et al. 1997, Hermoso et al. 1999) plastidären FBPasen noch zwei nicht regulierbare 

plastidäre FBPasen (siehe Kapitel 1) vorhanden (in T. pseudonana sind nur zwei 
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vermutlich nicht-regulierbar plastidäre FBPasen vorhanden). Nur in T. pseudonana, 

aber nicht in P. tricornutum, konnte noch zusätzlich ein Gen für ein CP12 ähnliches 

Protein identifiziert werden (Boggetto et al. 2007). Das CP12 Protein kann nur in 

einem Arm Disulfidbrücken bilden (siehe Kapitel 1) und scheint dadurch enzymatisch 

nicht zu funktionieren. In den Diatomeen T. pseudonana und P. tricornutum sind die 

PRK, GAPDH durch das Thioredoxin F oder Thioredoxin M nicht aktivierbar. Dadurch 

ist der plastidäre RPP in beiden Diatomeen wahrscheinlich nur teilweise regulierbar, 

bzw. im Dunkeln deaktivierbar, das Ferredoxin/Thioredoxin-System scheint zur 

Regulierung des Calvin Zyklus eine untergeordnete Rolle zu spielen (Wilhelm et al. 

2006). Die FBPasen in der Erbse und der Rotalge Galdieria sulphuraria haben auch 

im oxidierten Zustand noch eine sehr geringe Grundaktivität (Jacquot et al. 1997, 

Reichert et al. 2003). Eine komplette Deaktivierung des RPP im Plastid hätte zur 

Folge, daß keine Triosephosphatzucker in das Cytosol transportiert werden können 

(Oesterhelt et al. 2007). Ob im Dunkeln der plastidäre RPP in den Diatomeen P. 

tricornutum und T. pseudonana, bzw. auch in O. sinensis eine gewisse Grundaktivität 

besitzt, müsste weiter untersucht werden. Eine Regulation des RPP über die 

Gentranskription konnte nicht bestätigt werden. Zwar ist die Gentranskription der 

RUBISCO bei P. tricornutum diurnal gesteuert (Wawrik et al. 2002), die restlichen 

kernkodierten Gene der RPP und auch der OPP werden konstitutiv transkribiert 

(siehe Kapitel 3), so auch die cytosolische SBPase (Seduheptulose-1,7-

bisphosphatase) bei T. pseudonana (Parker und Armbrust 2005). Hier könnte weiter 

nach genetischen Ursachen gesucht werden, die verantwortlich sind, daß die 

Transkription für die Gene der RUBISCO diurnal gesteuert ist und die Gene der 

restlichen Enzyme des Calvin Zyklus konstitutiv transkribiert werden. Vielleicht gibt 

es einen Zusammenhang mit den kernkodierten, konstitutiv transkribierten Genen 

und den auf dem Plastidengenom kodierten, diurnal transkribierten Genen. Teilweise 

wurden ursprünglich plastidär kodierte Gene auf dem Genom der Wirtszelle durch 

homologe Gene des Wirtes ersetzt (Wilhelm et al. 2006). Der cytosolische OPP ist in 

den Diatomeen P. tricornutum und T. pseudonana nicht regulierbar und somit 

dauerhaft aktiv. In langen Dunkelphasen können Diatomeen durch Oxidation von 

Fettsäuren ATP für Stoffwechselwege (z.B. Glukoneogenese) gewinnen (Armbrust et 

al. 2004). Der OPP regeneriert die NADPH als Reduktionsmittel, bzw. als e/H-

Überträger. Hier wären Transkriptionsanalysen mit Microarray unter verschiedenen 
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Kultivierungsbedingungen sinnvoll. So könnten evtl. verschiedene 

Transkriptionslevels von Calvin Zyklus Enzymen aufgeschlüsselt werden.  

Bei dem Schutz der Algenzellen vor Sauertstoffradikalen reduzieren 

Peroxiredoxine (Prx) ROS (Reactive Oxygen Species). Bei den Prx in P. tricornutum 

ist möglicherweise ein horizontaler Gentransfer zwischen Bakterien und Diatomeen 

zu erkennen, da das im ER lokalisierte Prx (22388) nur mit bakteriellen Prx clustert, 

bzw. das mitochondriale Prx (56580) nur mit humanen Prx vergleichbar ist (siehe 

Kapitel 1). Zumindest konnten in höheren Landpflanzen bei Enzymen des Calvin 

Zyklus horizontale Gentransfers erkannt werden (Martin und Schnarrenberger 1997), 

bzw. auch in Dinoflagellaten (Nosenko et al. 2006). Dieser horizontale Gentransfer in 

P. tricornutum bedeutet aber auch, daß unter Umständen Regulatorproteine 

erworben werden, welche neue Regulationsmechanismen entstehen lassen können. 

Das die Prx mit der „2 Cystein“ Gruppe in P. tricornutum und T. pseudonana nicht 

existiert, kann damit zusammenhängen, dass die für die Regulation notwendigen 

TrxX (Thioredoxin X) wahrscheinlich auch nicht vorhanden sind (siehe Kapitel 1). 

Diese Peroxiredoxine und Thioredoxine sind vermutlich erst in Grünalgen und 

Pflanzen entstanden, bzw. sind evtl. später bei den Rotalgen oder Diatomeen 

sekundär verloren gegangen.  

Für die Nutzbarkeit der Diatomeen gibt es viele sinnvolle und aber auch nicht-

sinnvolle Möglichkeiten. Unter anderem wurde im Zuge der aktuellen Erderwärmung 

von verschiedenen Firmen vorgeschlagen (Kintisch 2007), daß durch Düngung von 

Eisen oder Harnstoff in arktischen Meergewässern eine Algenblüte, speziell die der 

Diatomeen hervorgerufen werden soll (Assmy et al. 2007, Boyed et al. 2007, 

Buesseler et al. 2008, Petkewich 2008). Dadurch erhofft man sich, daß das in der 

Atmosphäre vorhandene CO2, bekannt u.a. auch als eines der Treibhausgase, fixiert 

wird und auf dem Meeresgrund ausfällt (Buesseler et al. 2008, Smetacek et al. 

2004). Eine zu simple Idee für eine komplexe Problematik, denn es sind noch nicht 

alle Mechanismen für den Kohlenstoffkreislauf in Diatomeen bekannt (Kroth et al. 

2007) und es sind noch nicht die ökologischen Langzeitfolgen in den entsprechenden 

Gewässern untersucht worden (Buesseler et al. 2008). Es konnte aber gezeigt 

werden, daß die Diatomeen und andere Algen mit dem gebundenen Kohlenstoff zum 

Meeresboden sinken (Kintisch 2007), sie können aber auch unter Umständen im 

biologischen Nahrungskreislauf der Meere vorhanden bleiben (Kintisch 2007). 
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Außerdem sind für eine Algenblüte mehrer Faktoren erforderlich als es nur durch 

Zugabe von Eisen oder Harnstoff hervorgerufen wird (Allen et al. 2005).  

Eine andere industrielle Anwendung von Diatomeen, speziell der P. 

tricornutum, ist eine Filterung von industriellen Abgasen. Eine Firma arbeitet in 

Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer-Institut (Stuttgart, Deutschland) daran, daß die 

Diatomeen in speziellen Tanks dauerhaft wachsen und gleichzeitig durchgeleitete 

Abgase filtern. Die überschüssigen Algen können als Ausgangsmaterial dienen, um 

daraus 100%igen Biodiesel gewinnen zu können (Chisti 2007, Otsuki 2001).  
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Zusammenfassung 
 

 Diatomeen (Kieselalgen) sind einzellige, photoautotrophe Organismen, die in 

vielen aquatischen Standorten vorkommen. Diatomeen-Plastiden sind wahrscheinlich 

durch sekundäre Endocytobiose entstanden, der Aufnahme einer eukaryotischen 

Alge in eine eukaryotische Wirtszelle. Der Endosymbiont wurde im Laufe der 

Evolution zum Zellorganell reduziert. Die Sequenzen der Genome der Diatomeen 

Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana sind komplett bekannt.  

In dieser Arbeit konnten Gene für Enzyme des Calvin Zyklus und für das 

Ferredoxin/Thioredoxin-System identifiziert und bioinformatisch die Lokalisation der 

jeweiligen Proteine vorhergesagt werden. Durch Fusion von Präsequenzen an GFP 

und anschließender Expression in P. tricornutum konnte gezeigt werden, dass in den 

Plastiden u.a. vier Fruktose-1,6-Bisphosphatasen, eine Phosphogluconat Lactonase, 

eine Ferredoxin/Thioredoxin Reduktase, sowie Thioredoxine F, M und Y lokalisiert 

sind. Eine 6-Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase und ein Thioredoxin H sind 

wahrscheinlich im periplastidären Raum lokalisiert. Die Seduheptulose-1,7-

Bisphosphatase, eine Fruktose-1,6-Bisphosphatas, eine NADPH abhängige 

Thioredoxin Reduktase und ein Thioredoxin H sind dagegen im Cytosol lokalisiert. 

Für P. tricornutum und T. pseudonana konnte gezeigt werden, dass der reduktive 

(RPP) in den Plastiden und der oxidative Pentose Phosphatweg (OPP) im Cytosol 

lokalisiert sind. Aufgrund der Lokalisation ist die Seduheptulose-1,7-bisphosphatase 

wahrscheinlich in den OPP physiologisch eingegliedert. In den Plastiden wurde die 

Seduheptulose-1,7-bisphosphatase vermutlich durch die Transaldolase in dem RPP 

enzymatisch ersetzt. In P. tricornutum begrenzt sich die Regulation des plastidären 

RPP durch das Thioredoxin F nur noch auf die Fruktose-1,6-Bisphosphatase. Von 

den vier Isoformen sind wahrscheinlich zwei über die Cysteine im regulativen 

Zentrum regulierbar. Die Kinetik der Fruktose-1,6-Bisphosphatasen im 

Gesamtzellextrakt von P. tricornutum entspricht anderen plastidären Fruktose-1,6-

Bisphosphatasen von höheren Pflanzen. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Transkriptionen der kernkodierten Gene des OPP und des RPP nicht diurnal 

gesteuert sind. Durch eine Thioredoxin-Affinitätschromatographie konnten mögliche 

Zielproteine gesammelt und durch Massen Spektrometrische Analysen identifiziert 

werden. 
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Summary 
 

 Diatoms are unicellular, photoautotrophic organisms, which can be found in all 

aquatic habitats. Diatom plastids probably evolved by secondary endocytobiosis, the 

uptake of a eukaryotic alga into another eukaryotic host cell. In the course of 

evolution the endosymbiont was reduced to a cell organelle. The genome sequences 

of the diatoms Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira pseudonana recently 

have been sequenced. 

The genes encoding enzymes of the Calvin cycle and the Ferredoxin/Thioredoxin-

system were identified, and the localisation of the respective proteins was predicted 

by bioinformatic tools. Fusion of the respective presequences to GFP and the 

subsequent expression of the constructs in P. tricornutum demonstrated that the four 

Fructose-1,6-bisphosphatases, one Phosphogluconat Lactonase, one 

Ferredoxin/Thioredoxin Reductase, and the Thioredoxins F, M and Y are localised in 

the plastids. One 6-Phospho-Gluconolactone Dehydrogenase and one Thioredoxin H 

are possibly localised in the periplastidic space. The Seduheptulose-1,7-

bisphosphatase, one Fructose-1,6-bisphosphatase, one NADPH-depended 

Thioredoxin Reductase and one Thioredoxin H are localised in the Cytosol. It was 

shown for P. tricornutum and T. pseudonana that the oxidative pentose phosphate 

pathway (OPP) is relocated to the cytosol. As a result of this transfer, the 

Seduheptulose-1,7-bisphosphatase is possibly physiologically integrated in the OPP. 

In P. tricornutum the regulation of the plastidic RPP via Thioredoxin F is limited to the 

Fructose-1,6-bisphosphatase. Two of the four isoforms can be probably regulated via 

the cysteine residues in the regulative centre. The kinetic properties of the Fructose-

1,6-bisphosphatases in the crude cell extract of P. tricornutum is similar to other 

plastidic Fructose-1,6-bisphosphatases of higher plants. It was demonstrated that the 

transcription levels of nuclear encoded genes of the OPP and RPP are not changing 

during by the diurnal cell cycle. Some possible target proteins of Thioredoxin have 

been collected by a Thioredoxin affinity chromatography and identificated by mass 

spectrometric analyses.  
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Material und Methoden 

 

1. Sequenzanalyse und Genannotierung 

Es wurden öffentlich zugängliche Sequenzen von US Department of Energy 

Joint Genome Institute (JGI, http://www.jgi.doe.gov/) gescreent vom Genom 

Sequenzierungsprojekt für die Diatomeen Phaeodactylum tricornutum v2.0 

(http://genome.jgi-psf.org/ Phatr2/Phatr2.home.html) (Bowler et al., in preparation) 

und Thalassiosira pseudonana v3.0 (http://genome.jgi-

psf.org/Thaps3/Thaps3.home.html) (Armbrust et al. 2004) von sekundären 

Endosymbionten Algen für Sequenzhomologien, wobei die BLAST Algorithmen 

angewendet wurde (Altschul et al. 1997). Die Treffer von Sequenzen wurden auf 

Präsequenzen, bestehend aus Signal- und Transitpeptid, mit dem Programm SignalP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Bendtsen et al. 2004) hin untersucht. Für 

die Vorhersage von der Trennsequenz zwischen des Signal- und Transitpeptide 

wurden die Ergebnisse von SignalP´s Neuronal Networks (NN) (Nielsen et al. 1997) 

oder das Hidden Markov Model (HMM) (Nielsen et al. 1998) verwendet. Für 

Vorhersagen für chloroplastidäre Transitpeptid ähnliche Domainen wurde das 

Programm TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emmanuelsson et al. 

2000, 2007) angewendet. Falls eine Länge von mehr als 10 Aminosäuren zwischen 

der vorhergesagten Trennsequenz von dem Signalpeptid und der Region des reifen 

Proteins homolog zu anderen Proteinen anderer Organismen existierte, wurde auch 

ein schwach vorhergesagtes Transitpeptid ähnliche Domaine akzeptiert. Die Enzyme 

des Calvin Zyklus wurden in ihrer Lokalisation so angeordnet, wie die Gene, deren 

Präsequenzen durch SignalP, TargetP und durch die Lokalisation mittels eGFP-

Fluoreszenz ermittelt wurden. Alle Proteine von P. tricornutum oder von T. 

pseudonana wurden noch mal bei NCBI gegen andere schon bekannte Proteine 

geprüft (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Mögliche Transkriptionsanfänge 

für ein Gen wurden mit Netstart (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetStart/) geprüft, 

alle Methionine innerhalb einer  Open Reading Frame (ORF), welche bei der 

Berechnungseinstellung „Vertebraten“ unter der Wahrscheinlichkeit von 0,5 lagen, 

wurden generell als Transkriptionsanfang eines Genes ausgeschlossen.  
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2. Standard PCR  
 Es wurden Standard Klonierungsmethoden angewendet (Sambrook et al. 

1989). Die Polymerasen Ketten Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde 

durchgeführt mit einem Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 

wobei die rekombinante Pfu Polymerase (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet wurde. Alle in dieser Arbeit 

verwendeten Präsequenzen, bestehend aus Signal- und Transitpeptiden, basieren 

auf cDNA und nicht auf genomischer DNA von Phaeodactylum tricornutum.  

Designt wurden die Primer mit der Software DNASTAR 5.02 Lasergene 

Unterprogramm PimerSelect, dabei wurde darauf geachtet, daß die Primer keine 

Selbstdimere, bzw. Haipins bilden konnten. Alle verwendeten Oligonukleotide 

(Primer) wurden von der Firma Thermo-Electron GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen. 

Die Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der 

Reihenfolge zuerst upstream, dann downstream angegeben. Unterstrichene 

Nukleotide in den Primern sind eingeführte Schnittstellen für verschiedene 

Restriktionsendonukleasen.  

Das Thioredoxin Typ F (TrxF) und die Fruktose-1,6-Bisphosphatase C3 

(FBPC3) wurden aus cDNA amplifiziert mit den in Tabelle 1 aufgeführten Primern. Es 

wurden Amplifikation aus der cDNA vorgenommen, um das ganze Gen (Signal- und 

Transitsequenz mit reifem Protein) in den Vektor pGEM-T (Promega GmbH, 

Mannheim, Deutschland) (für Blue-White Screening auf IPTG- (Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und X-Gal- (5-Brom-

4-chlor-3-indoxyl-β-D-galctosid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und 

Ampicillin-LB-Platten, Sambrook et al. 1989) zu ligieren. 

 
Tab. 1: Oligonukleotidsequenz (Primer) für die Amplifikation des Thioredoxin Typ F aus cDNA 
(Präsequenz und Protein) und Fruktose-1,6-Bisphosphatse (FBP) aus cDNA (Präsequenz und 
Protein). Die Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der Reihenfolge 
zuerst „upstream“, dann „downstream“ angegeben. Unterstrichene Nukleotide in den Primern sind 
eingeführte Schnittstellen für verschiedene Restriktionsendonukleasen. Die Protein Identity (Prot ID) 
wird als ID in der Tabelle angegeben. 
 
Gen  ID   Nukleotidsequenz   Produktgröße (bp) 
 
Trx F  46280   GTAGTCCACTTACGAATTCGATACAATGATGCAACAAC  595 
     GATTTGGTTGATTGGTTTCGTCGACGCATCGT 
 
FBPC3  31451   CGTCAGTTGTGTCCGTTTACCGA    1289 
     TATTTAGTCGATGCCAAAGTTTTTATAGG 
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Das komplette Gen wurde in den pGEM-T Vektor nach Herstellerangaben 

ligiert und in XL1-Blue E. coli Zellen transformiert. Das reife Protein des TrxF und der 

FBP wurden aus dem pGEM-T Vektor amplifiziert mit den in Tabelle 2 aufgeführten 

Primern und in den Überexpressionsvektor pET28a(+) ligiert. Das reife Protein TrxM 

wurde direkt aus cDNA amplifiziert und auch in den Überexpressionsvektor 

pET28a(+) mit dem Rapid Ligation Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 

ligiert.  

 

 
Tab. 2: Oligonukleotidsequenz (Primer) für die Amplifikation des Thioredoxin Typ F aus pGEM-
T (reifes Protein), Typ M aus cDNA (reifes Protein) und Fruktose-1,6-Bisphosphatse (FBP) aus 
pGEMT (reifes Protein). Die Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der 
Reihenfolge zuerst „upstream“, dann „downstream“ angegeben. Unterstrichene Nukleotide in den 
Primern sind eingeführte Schnittstellen für verschiedene Restriktionsendonukleasen. Die Protein 
Identity (Prot ID) wird als ID in der Tabelle angegeben. 
 

Gen  ID   Nukleotidsequenz   Produktgröße (bp)
 
Trx F  46280   AAAGTACATATGCCGCCTTTGACCTTGTC   382 
     CATCGTCGCCCGGGATCCTAAC 
 
Trx M  51357   CCACGGCATATGATGGCAGTTG    392 
     CCGCCGACTCGAGAGCACC 
 
FBPC3  31451   CAAACGCGCTAGCACCGAG    1054 
     CGATGCCCTCGAGTTTATAGG 
 

 
Es wurden Amplifikation aus den obigen pGEM-T Vektoren vorgenommen, um 

das reife Gen (ohne Signal- und Transitsequenz) in den Überexpressionsvektor 

pET28a(+) (Novagen/Merck Biosciences GmbH, Schwalbach, Deutschland) zu ligieren. 

Unterstrichene Stellen in der Nukleotidsequenz sind Schnittstellen für 

Restriktionsendonukleasen.  

 

3. Mutagenese PCR 

Das im Vektor pET28a(+) ligierte Protein TrxF wurde durch die Mutagenese 

PCR so in seinem aktivem Zentrum (WCGPCK) in der Aminosäurensequenz 

verändert (C2S), daß das zweite Cystein (Nukleotidsequenz: TGC) zu Serin 

(Nukleotidsequenz: TCC) ummutiert wurde und sich das aktive Zentrum zur 

Aminosäuresequenz WCGPSK änderte. Dies wurde durch eine Nukleotid-

Punktmutation erzielt und mit den in Tabelle 3 aufgeführte Primerpaar durchgeführt.  
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Tab. 3: Oligonukleotidsequenz (Primer) für die Amplifikation des Thioredoxin Typ F und Typ M 
aus pGEM-T oder cDNA. Die Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der 
Reihenfolge zuerst „upstream“, dann „downstream“ angegeben. Unterstrichene Nukleotide in den 
Primern sind eingeführte Schnittstellen für verschiedene Restriktionsendonukleasen. Die Protein ID 
(Prot ID) wird als ID in der Tabelle angegeben. 
 

Gen  ID   Nukleotidsequenz    Mutation 
 
Trx F   46280   GGTGCGGACCCTCCAAGGTCATTGC 
     GCAATGACCTTGGAGGGTCCGCACC  C2S 
 

 

Für die Mutagenesen PCR wurde das QuikChange Site-Directed Mutagenesis 

Kit (Stratagene Cloning Systems, Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande) nach 

den Herstellerbedingungen benutzt.  

 

4. Plasmidkonstrukte 

Es wurden Standard Klonierungsmethoden angewendet (Sambrook et al. 

1989). Die Polymerasen Ketten Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde 

durchgeführt mit einem Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 

wobei die rekombinante Pfu Polymerase (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet wurde. Alle in dieser Arbeit 

verwendeten Präsequenzen, bestehend aus N-terminalen Signal- und 

Transitpeptiden, basieren auf cDNA und nicht auf genomischer DNA von 

Phaeodactylum tricornutum. Präsequenzen von Proteinen von P. tricornutum wurden 

durch die PCR amplifiziert mit den Primerpaaren aus Tabelle 4, wobei 5 bis 8 

Basenpaare upstream vom Start Codon zusätzlich amplifiziert wurden, um den Start 

der Translation zu erleichtern (Kozak 1987). Um das Konstrukt der Präsequenz aus 

P. tricornutum TrxF:eGFP (46280) zu produzieren, wurde das verbesserte grün 

fluoreszierende Protein (eGFP, enhanced green fluorescent protein) zwischen den 

Schnittstellen der Restriktionsendonucleasen EcoRI und BamHI vom P. tricornutum 

Transformationsvektor pPha-T1 (GenBank AF219942, Zaslavskaia et al. 2000) 

eingefügt. Für die Konstrukte von FBPC1:eGFP (42886), FBPC2:eGFP (42456), 

FBPC3:eGFP (31451), FBPC4:eGFP (54279), PGL:eGFP (38631), FBP:eGFP 

(23247), SBP:eGFP (9583), NTR:eGFP (51055), TrxH:eGFP (56471), FTR:eGFP 

(50907), TrxM:eGFP (51357), TrxY:eGFP (33356), TrxO:eGFP (31720), 

PGDH:eGFP (45333) und TrxH:eGFP (48539) (siehe für Primerpaare Tabelle 1) 

 113



  Material und Methoden 

wurden zuerst die Präsequenzen durch die Standard-PCR mit der Pfu-Polymerase 

amplifiziert, um „blunt ends“ zu bekommen.  

 
Tab. 4: Die Primerpaare sind in der Reihenfolge upstream zu downstream und in der 5´ zu 3´-
Richtung angegeben. Unterstrichene Nukleotidsequenzen sind Erkennungssequenzen von 
Restriktionsendonukleasen. Die Präsequenzen wurden mit unmodifizierten Primern amplifiziert, 
außer für die TrxF. 
 
Gen  Protein ID  Nukleotidsequenz     Produktgröße (bp)
 
FBPC1  42886   CAGGGTAAAATGGAGAAATGG    545 
     AACGTCGGAACAGCATCG 
 
FBPC2  42456   CGTAGCTCTCGGAGTATGAAGATT   215 
     CGTCAGCGTCACACCAGTG 
 
FBPC3  31451   CCGACAATCATGATGTTTAT    205 
     GAGAGTGACTCCAGTTGTGT 
 
FBPC4  54279   AGAAACAATAGCAATGGGTAGAGGCGTCATC  273 
     AGAACTTTGCACCGGCGCCTCCAC 
 
PGL  38631   CCATTTCTCTGGATAAGGGC    158 
     TTTATGCGCCAAAAGTTGTAGAA 
 
FBP  23247   TCCGCAAAACCATGTCCGATAAG    743 
     CACCATACTGCCCACATAGCG 
 
SBP  9583   TCGGTCTAATAAACAAAGATGCC    289 
     ATCTCCGAAGTCGTTTTTGTTG 
 
NTR  51055   GATCTCGTAGTTATTGGAGGCGGAT   206 
     CTTGCGGACCGACTCGTGTAG 
 
TrxH  56471   CTTATCATCATGGTGAAACATCTGGA   95 
     AGCCGTAAAGTCGACCACAACAA 
 
FTR  50907   GCATCAATTGGAAAGATGAAAGTA   134 
     CATCTCTTTCGCCATATACACAGTA 
 
TrxF  46280   GTAGTCCACTTACGAATTCGATACAATGATGCAACAAC 272 
     CCCGCACTGGCCATGGTCTGGTCA 
 
TrxM  51357   GCAGCGATCTGAATTCCAATGTA    326 
     AAACACCATGACGGGTTTCTGACT 
 
TrxY  33356   CACCACCACAATATGAGGTCTTTA   140 
     CCACAGTACCCCCTCCGAT 
 
TrxO  31720   ACATTCCTCACTCACATGTCAACG   176 
     CGTGAAGTAACAGACCGTTTTGGAG 
 
PGDH  45333   ATACTCATGTTCCTCACAATCCTAC   89 
     GTTTATCTCGTTGGTGGAAAGTGTT 
 
TrxH  48539   CTAAGGACAATCAAGTAGCG    284 
     GGTAGCCGAGAAATCAATG 
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Nach dem Verdau des Vektors pPha-T1-eGFP mit der 

Restriktionsendonuklease StuI und Dephosphorylierung durch die Antarctic 

Phosphatase und mitgeliefertem Puffer (New England Biolabs GmbH, Frankfurt, 

Deutschland), wurden die Präsequenzen Amplifikate in den Vektor inframe und vor 

dem eGFP mit dem Rapid Ligation Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 

ligiert. Alle Plasmidkonstrukte wurden vom 5´-Ende mit dem Primer 

(GCTTCAATTTGCTGGATGT) ansequenziert, um zu kontrollieren, dass das Insert korrekt 

ligiert wurde. Für mehr Details siehe auch Gruber et al. (2007).  

 

5. Vektortransformation 
Vektortransformationen von Phaeodactylum tricornutum wurden durchgeführt 

mit dem Bio-Rad Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA), abgedichtet mit der 1350 psi rupture disks wie folgt beschrieben durch Apt 

et al. (1996) und vor kurzem noch detaillierter beschrieben bei Kroth (2007). Für die 

Selektion und Kultivierung von P. tricornutum Transformanten wurde 75 µg/ml Zeocin 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) zum Festmedium zugegeben. 

 

6. Mikroskopie 
Die Phaeodactylum tricornutum Zellen wurden durch ein Olympus BX51 

Epifluoreszenz Mikroskop (Olympus Europe, Hamburg, Deutschland) beobachtet, 

welches mit einem Nikon DXM1200 Digitalkamera System (Nikon GmbH, Düsseldorf, 

Germany) ausgerüstet war. Die Nomarski’s Differential Interferenz Kontrast 

Beleuchtung (DIC, Nomarski’s differential interference contrast) wurde gebraucht, um 

das transmittierte Licht zu sehen. Die Chlorophyll Autofluoreszenz und die grüne 

eGFP Fluoreszenz der Transformanten wurden aufgetrennt durch den Spiegel mit 

der Einheit UMWSG2 (Olympus), bzw. durch das Filterset 41020 (Chroma 

Technology Corp, Rockingham, VT, USA). Multikanal-Fluoreszenzbilder wurden 

aufgenommen und bearbeitet mit der Software LUCIA (Nikon) und modifiziert mit 

Software IrfanView 4.10 (http://www.irfanview.net/), AxioVision 4.6 

(http://www.zeiss.de/AxioVision, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Götting, 

Deutschland) und ImageJ v1.37 mit dem Plugin RGB-Gray merge 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Der Maßstab wurde größenkalibriert durch das Stage-

Mikrometer.  
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7. Phylogenie- und Sequenzanalyse 

Entweder wurden die phylogenetischen Untersuchungen von 

Proteinensequenzen mittels der Software MEGA Version 4.0 (Kuma et al. 2004) 

unter Anwendung der Maximum Parsimony (MP) Berechnung (Eck und Dayhoff 

1966, Fritsch 1977) (PGDH, NTR) oder mit der Berechnungsmethode von Maximum 

Likelihood  (Prx, FBP, SBP, PGL, TrxH, Prx) durchgeführt. Für die Bootstrap 

Analysen wurden 100 Replikationen durchgeführt, Werte unter 50% werden nicht 

dargestellt. Die Protein Identifikationsnummern (Prot ID), GenBank Nummern der 

einzelnen Proteine stehen in Klammern direkt nach den Proteinen in den 

Stammbäumen, bzw. in den Sequenzvergleichen. Die Alignments wurden mit 

ClustalW gemacht (http://align.genom.jp) Für das Alignment wurde das Phylip Format 

verwendet, da dies das notwendige Format für die folgenden Schritte ist. Bei den 

Alignments wurden die meisten „Gap´s“ (Lücken) gelöscht, um soweit wie möglich 

nur homologe Bereiche miteinander zu vergleichen. Diese veränderten Alignments in 

Phylip Format wurden dann für die Phylogenie Analysen verwendet. Die 

phylogenetischen Bäume sind online mit dem Programm Phyml 

(http://atgc.lirmm.fr/phyml/online.html) hergestellt worden. Als Matritzenmodel wurde 

WAG gewählt (Wheland und Goldman 2001). Das Parsimony-Prinzip versucht einen 

Baum zu finden, der mit den wenigsten Substitutionen auskommt, um die 

Unterschiede in den Sequenzen zu erklären. Es wird für alle möglichen Bäume ein 

Score berechnet, um dann den Baum mit den besten Score auszuwählen - the 

maximum parsimonius tree. Ziel der Berechnung von phylogenetischen Bäumen mit 

der Maximum Likelihood Methode ist es, den Baum zu finden, der am 

wahrscheinlichsten die Verwandtschaft der Sequenzdaten wiedergibt. 

Die Proteine wurden auf folgende Homepages geblastet und gefunden:  

Pubmed: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) 

NCBI:  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 

JGI: (http://genome.jgi-psf.org/tre_home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Auran1/Auran1.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Phyra1_1/Phyra1_1.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Physo1_1/Physo1_1.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Thaps3/Thaps3.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html), 
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(http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Aspni1/Aspni1.home.html), 

(http://genome.jgi-psf.org/Phypa1_1/Phypa1_1.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Ostta4/Ostta4.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/Ost9901_3/Ost9901_3.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/finished_microbes/anava/anava.home.html),  

(http://genome.jgi-psf.org/draft_microbes/nospu/nospu.home.html)  

und andere Homepages: 

(http://www.ciliate.org/), (http://www.plantgdb.org/AtGDB/),  

(http://www.plantgdb.org/OsGDB/cgi-bin/blastGDB.pl),  

(http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/),  

(http://www.ebi.ac.uk/2can/genomes/eukaryotes/Guillardia_theta.html),  

(http://genomics.msu.edu/galdieria/about.html),  

(http://www.ensembl.org/Saccharomyces_cerevisiae/index.html),  

(http://www.yeastgenome.org/). 

 

Abkürzungen der Proteine sind: Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBP), 

Seuheptulose-1,7-Bisphosphatase (SBP), 6-Phospho-Gluconolacton Dehydrogenase 

(PGDH), NADPH abhängige Thioredoxin Reduktase (NTR), Thioredoxin Typ H 

(TrxH), Peroxiredoxin (Prx) und Phosphogluconat Lactonase (PGL). Abkürzungen für 

die Organismen in den Stammbäumen sind wie folgt: Alexandrium tamarense 

(alexa), Amphidinium carterae (amphi), Anabaena variabilis (ana), Arabidopsis 

thaliana (at), Aspergillus sp. (asp), Aureococcus anophagefferens (aureo), 

Bigelowiella natans (big), Brassica sp. (brassica), Campylobacter sp. (campylo), 

Candida albicans (candida), Chlamydomonas reinhardtii (chlarei), Cyanidioschyzon 

merolae (cyam), Cyanophora paradoxa (cyano), Emiliania huxleyi (emi), Euglena 

gracilis (eug), Galdieria sulphuraria (gald), Glaucocystis nostochinearum (glauco), 

Griffithsia okiensis (griff), Guillardia theta (guill), Hordeum vulgare (hordeum), 

Isochrysis galbana (iso), Karenia brevis (kareni), Lactuca sativa (lactuca), Laminaria 

digitata (lami), Magnaporthe grisea (magna), Mesostigma viridae (meso), Microcystis 

aeruginosa (microcyst), Musa sp. (musa), Neurospora crassa (neuro), Nodularia 

spumigena (nodularia), Nostoc punctiforme (nostoc), Oryza sativa (indica cultivar-

group) (orin), Oryza sativa (japonica cultivar-group) (orja), Oryza sativa (orsa), 

Ostreococcus tauri (ostreo), Phaeodactylum tricornutum (pt), Physcomitrella patens 
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(physcomi), Phytophtora infestans (phyti), Phytophtora ramorum (phyr), Phytophtora 

sojae (phys), Pisum sativum (pisu), Plasmodium falciparum (plas), Populus 

trichocarpa (popu), Rhodobacterales Bacterium (rhodobact), Saccharomyces 

cerevisiae (sacch), Schizosaccharomyces pombe (schizosa), Solanaum tuberosum 

(sola), Spinacia oleracea (spin), Streptomyces coelicolor (strepto), Sulfurimonas 

denitrificans (sulfu), Synechocystis sp. (synecho), Tetrahymena thermophila (tetra), 

Thalassiosira pseudonana (thaps), Thermus aquaticus (thermu), Tortula marginata 

(totula), Trichodesmium erythraeum (tricho), Triticum aestivum (tri), Trypanosoma 

cruzi (trypa), Ustilago maydis (ustil), Wolinella succinogenes (woline), Yarrowia 

lipolytica (yarrow), Zea mays (zea).  

Es wurden bewusst in den phylogenetischen Stammbäumen keine Mammalia 

aufgenommen, bzw. Pilze nur dann, wenn die zu untersuchenden Proteine als 

„Outgroup“ positioniert wurden.  

Für die Sequenzanalysen wurden die Software ClustlX v1.8 (http://www-

igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/) (Thompson et al. 1997) und GeneDoc v2.6002 

(http://www.psc.edu/biomed/genedoc) (Nicholas et al. 1997). Es wurden N- und C-

terminal Aminosäuren entfernt, um eine genaue Homologie innerhalb der Proteine zu 

bekommen, bzw. um unwichtige Aminosäuren auszublenden. 

 
8. Bakterienstämme 

 

Stamm Genotyp      Referenz/Hersteller  
 
XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene Europe, 
  relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] Amsterdam, Niederlande 
 
XL10-GOLD Tetr Δ(mcrA)183 Δ(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene Europe, 
  endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Amserdam, Nierdelande
  Hte [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)     
  Amy Camr] 
 
Rosetta (DE3)       Novagen/Merck  
  F-ompT hsdSB(rB

-mB
-) gal dcm (DE3) pRARE Biosciences GmbH,  

  (CamR)      Schwalbach, Deutschland 
 
Arctic Express (DE3) RIL      Stratagene Europe 
  E. coli B F-ompT hsdSB(rB

-mB
-,) dcm+ Tetr gal Amsterdam, Niederlande

  λ (DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr] [argU    
  ileY leuW Strr] 
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9. Plasmide 
 

Plasmid  Beschreibung    Referenz/Hersteller  
 
pGEM-T  Blue-White Screening   Promega, Mannheim 
         Deutschland    
 
pET28a(+)  Histidin-Tag (N- und C- terminal)  Novagen/Merck   
         Biosciences GmbH,  
         Schwalbach, Deutschland 
              
 

10. Antikörper 
 
Antikörper       Hersteller    
 
Penta His HRP Conjugate Kit    QIAGEN, Hilden, Deutschland  
 

 

11. Proteine 
 
Proteine       Hersteller     
 
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase   Roche, Mannheim, Deutschland 
 
Phosphoglukose Isomerase    Roche, Mannheim, Deutschland 
 
Fruktose-1,6-Bishosphatase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland 
              
 

 

12. Kulturbedingungen von Phaeodactylum tricornutum 
Phaeodactylum tricornutum (Stamm UTEX 646, beziehbar bei UTEX Culture 

of Algae, University of Texas, TX, USA) wurde kultiviert in Provasoli’s 

angereichertem Seewasser (Starr et al. 1993), wobei ‘‘Tropic Marin’’ Salz (16,6 g/l) 

(Dr. Biener GmbH, Wartenberg, Deutschland) gebraucht wurde, 50% Konzentration 

verglichen mit natürlichem Seewasser. Die Zellen wuchsen in Flüssigkulturen unter 

ständigem Schütteln (120 rpm) bei 22°C mit einer 16-stündigen Beleuchtung bei 75 

µE/(m2 x s). Festmedium beinhaltete 1,2% (w/v) Bacto Agar (BD, Sparks, MD, USA). 
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13. Überexpression von Thioredoxin Typ F 

 Die transformierten E. coli Zellen wurden in Mg-LB Medium mit 

Chloramphenicol (CAM, mit 0,034 mg/L) für die Rosetta (DE3) E. coli 

(Novagen/Merck Biosciences GmbH, Schwalbach, Deutschland) und Kanamycin 

(KAN, 0,050 mg/L) für den pET28a(+) Vektor (Novagen/Merck Biosciences GmbH, 

Schwalbach, Deutschland) angezogen.  

Da das Thioredoxin Typ F und M aus Phaeodactylum tricornutum 

verschiedene Codon-Usages in der Nukleotidsequenz hat, welche in E. coli nicht 

oder nur selten vorkommen, wurde N-terminal dem zu überexprimierendem, reifen 

Protein der HIS-Tag und die Multiple Cloning Side (MCS) vom Vektor, bzw. auch C-

terminal ein HIS-Tag eingefügt. Dadurch wurde erst das Protein löslich (Goldman et 

al. 1995, Kleber-Janke und Becker 2000). Die Überexprimierung von TrxF und TrxM 

in Rosetta (DE3) erfolgte nach der Methode von Sambrook et al. (1998) und nach 

Herstellerangaben. Beide Proteine hatten eine optimale Überexpression bei 1 mM 

IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) Endkonzentration und 5 Stunden 

Inkubationszeit mit 30°C.  

 

14. Aufreinigung von überexprimierten Proteinen aus E. coli 
Der Lysispuffer, um Thioredoxin F (Trx F) aus den E. coli Zellen mittels 

FRENCH Pressure Cell (SLM Aminco Inc., Rochester, USA) (3x mit 75 MPa) 

aufzuschließen (10 ml pro 5 g E. coli Pellet), bestand aus 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0) 

und 300 mM NaCl, 20% (v/v) Glycerol und Proteaseninhibitor „Complete EDTA-free“ 

(Roche, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben.  

10 ml von der Ni-NTA Agarose (QIAGEN, Hilden, Deutschland) wurden in eine 

leere Econo-Pac Säule (BioRad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

gepackt und durch einen groben Filter abgeblockt. Die Flußrate wurde mittels einer 

Peristaltikpumpe (Minipuls 2, ABiMED, Gilson International B.V. Deutschland, Bad 

Camberg, Deutschland) auf maximal 2 ml/min begrenzt. Alle Flüssigkeiten für alle 

Chromatographien wurden mit sterilem dd. H2O angesetzt und nach dem Lösen aller 

Chemikalien nochmals durch einen Membranfilter (Cellulosemischester, 0,2 µm 

Filterdurchmesser, Whatman-Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) über eine 

Wasserstrahlpumpe gefiltert und entgast. Die Ni-NTA Agarose Säule wurde nach 

Herstellerangaben equilibriert (Protokoll 13, S.83-84, Puffer S. 114; QIAGEN 

QIAexpressionist Manual 2003), ohne Proteaseninhibitor „Complete EDTA-free“ 
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(Roche), Glycerol. Das E. coli Lysat wurde zuerst für 15 min mit 5˙000 x g bei 4°C 

zentrifugiert, um die Zellfragmente abzupelletieren. Danach wurde der Überstand für 

45 min mit 100˙000 x g bei 4°C zentrifugiert, um alle nicht löslichen von den löslichen 

Proteinen zu trennen. Anschließend wurde der Überstand mit einer Flußrate von 0,5 

ml/min mittels Peristaltikpumpe über die Ni-NTA Agarose Säule bei Raumtemperatur 

(RT, 22°-23°C) aufgetrennt. Dabei binden sich die überexprimierten Proteine durch 

den N- und C-terminalen HIS-Tag an die Nickel-Ionen. Die Proteine TrxF (Wildtyp 

und Mutante) und TrxM wurden mit einem Stufengradienten von Imidazol von der 

Säule gewaschen. Der Gradient war 0 mM und 50 mM zum Waschen der Säule, 150 

mM zum Eluieren der Säule und 250 mM Imidazol zum reinigen der Säule. Alle 

Puffer, Lösungen und Säulengebrauch wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Durchläufe mit den enthaltenen Proteinen wurden mit Proteaseninhibitor „Complete 

EDTA-free“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) nach 

Herstelleranweisung versehen, einer Volumenaufkonzentrierung mit VivaSpin 20, für 

Proteine mit mehr als 5 kDa (Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) durch 

Zentrifugation (5˙000 x g, 4°C) unterzogen und bei 8°C bis zur nächsten Verwendung 

gelagert. Da die Aufreinigung von TrxF (Wildtyp oder Mutante) und TrxM über die Ni-

NTA Agarose Säule sich immer gleich verhielt, wurde alternativ zum qualitativen 

Proteinnachweis durch Polyacrylamidgelelektrophorese ein rein qualitativer 

Proteinnachweis nach Bradford (1976) durchgeführt. Dazu wurden 10 µl der zu 

testenden Proteinlösung mit 100 µl Bradford-Lösung (5% v/v) 100%-iges Ethanol, 

10% (v/v) 85%-ige Phosphorsäure und 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 

versetzt. Nach 5 min bei RT zeigte eine Blaufärbung das Vorhandensein von 

Proteinen an. Die Farbintensität korrelierte mit der Proteinkonzentration. Als 

Negativkontrollen wurden 10 µl von den jeweiligen Puffern mit der Bradford-Lösung 

versetzt.  

 

15. Auftrennung von Thioredoxin Typ F mit hydrophobischer 
Interaktionschromatographie (HIC) 

 Die Aufreinigung des TrxF durch die HIC geht auf die Methode von Hisabori et 

al. (2005) (Motohashi et al. 2001, Hosoya-Matsuda et al. 2005), zurück, das 

Aufreinigungsprotokoll wurde komplett übernommen. Es wurde allerdings mit nur 0,5 

M (NH4)2SO4 bei TrxF und TrxM gearbeitet, nicht mit 1,0 M (NH4)2SO4.  

 

 121



  Material und Methoden 

16. Bindung des Thioredoxin F (C2S) an CNBr-aktivierte Sepharose 4B und 
Sammeln von Zielenzymen aus Phaeodactylum tricornutum 

 Das Sammeln der Zielproteine des TrxF in Phaeodactylum tricornutum durch 

die AFC geht auf die Methode von Hisabori et al. (2005) zurück, das 

Aufreinigungsprotokoll wurde komplett übernommen, nur die Inaktivierung der 

Bindestellen vom CNBr-aktivierte Sepharose 4B durch Glycin wurde hinzugefügt. 

Nachdem das TrxF an die Matrix gebunden war, wurde mit 10 ml 0,2 M Glycin (pH 

8,0) für 2 Stunden bei RT die Batch-Säule rotieren gelassen. Anschließend wurde für 

2 min mit 100 x g bei RT zentrifugiert und der Überstand verworfen. Daraufhin wurde 

auf die Säule 10 ml 0,1 M NaHCO3 (pH 8,3), 0,5 M NaCl, 10 mM reduziertes DTT 

(Dithiothreitol) (frisch angesetzt) dazugegeben. Danach wurde wie bei Hisabori et al. 

2005 (Motohashi et al. 2001, Hosoya-Matsuda et al. 2005) weitergearbeitet. Die 

Proteine aus P. tricornutum wurden frisch geerntet (15 min, 5˙000 x g, 4°C) und mit 

10 ml eiskaltem Schockmedium (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), Proteaseninhibitor 

„Complete EDTA-free” (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) 

resuspendiert. Zum Aufbruch (3x) der Zellen wurde die FRENCH Pressure Cell (SLM 

Aminco Inc., Rochester, USA), eine auf Eis vorgekühlte 20K-Zelle (SLM Aminco Inc., 

Rochester, USA) und ein Druck von 75 MPa verwendet. Der Druck wurde zum 

Aufbrechen kontinuierlich gehalten und alle Proben und Arbeiten wurden bei 4°C, auf 

Eis durchgeführt. Die aufgebrochenen P. tricornutum Zellen wurden für 15 min mit 

5˙000 x g bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde auf Eis bis zur weiteren 

Verwendung gelagert.  

 

17. Proteinfällung 

Proteine von P. tricornutum ließen sich am besten mit 4x Volumen an eiskaltem 

100%-igem Aceton für 1 Stunde bei -20°C fällen. Danach wurden die gefällten 

Proteine im Aceton für 10 min bei 5˙000 x g mit 4°C zentrifugiert. Der 

Acetonüberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet mit eiskaltem 70%-

igem EtOH vorsichtig gewaschen. Anschließend wurde für 10 min bei 5˙000 x g mit 

RT zentrifugiert. Der EtOH Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet 

getrocknet.  
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18. Proteinsequenzierung 

 Die Zielproteine (siehe Sammeln von Target-Proteinen des TrxF mittels 

Affinitätschromatographie) wurden zur Massen-Spektrometrische Analyse zu Dr. rer. 

nat. Toru Hisabori (Tokyo Institute of Technology, Japan) und zu Dr. Naomi Hosoya-

Matsuda (Kanagawa University Hiratsuka, Japan) per Post gesendet. Mit Maldi TOF 

TOF wurden die durch Trypsin verdauten Proteine mittels 2D-SDS-Page aufgetrennt, 

bzw. mit Carbamidoethyl (C) fixiert. Durch einen Trypsin-Verdau der Proteine im 2D-

SDS Gel und anschließender Stabilisierung durch Carbamidomethyl sind die Massen 

der Proteinfragmente im MALDI-TOF TOF ermittelt worden. 

 

19. In vitro Reduktionstest 
Es wurden die rekombinanten unmutierten Proteine TrxF, TrxM und FBPC3 

(jeweils ungefähr 30 µg in 50 mM Tris-HCl (pH 8,0)) getestet, welche Konzentration 

von reduziertem DTT nötig war, die Proteine vollständig zu reduzieren. Diese 

Methode wurde von Hosoya-Matsuda et al. (2005) übernommen (Motohashi et al. 

2001, 2003). Es wurde hierfür von Invitrogen das ASM (4-acetamido-4´-

maleimidylstilbene-2,2´-disulfonic acid, disodium salt) benutzt. Wenn die Proteine auf 

dem SDS-Gel nicht eindeutig zu erkennen waren, wurde ein Western-Blot vom 

jeweiligen Protein gemacht und gegen den HIS-Tag ein Antikörper eingesetzt.  

 

20. Überexpression von Fructose-1,6-bisphosphatase C3 

 Um den Vektorkonstrukt pET28a(+):FBPC3 in transformierten E. coli Zellen 

überexprimieren zu können, wurde nach Herstellerangaben gearbeitet (siehe Manual 

Arctic Express RIL, Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande). Da das FBPC3 

(31451) aus Phaeodactylum tricornutum Codon-Usages in der Nucleotidsequenz hat, 

welche in E. coli nicht oder nur selten vorkommen, wurde N-terminal dem zu 

überexprimierendem, reifen Protein der His Tag und die Multiple Cloning Side (MCS) 

vom Vektor, bzw. auch C-terminal ein His Tag gesetzt. Dadurch wurde erst das 

Protein löslich (siehe Goldman et al. 1995, Kleber-Janke et al. 2000). Das Protein 

hatte eine optimale Überexpression bei 0,5 mM IPTG (Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid) Endkonzentration bei 24 Stunden Inkubationszeit mit 12°C. 
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21. Aufreinigung von überexprimierten FBPC3 aus E. coli 

 Aufreinigung von Phaeodactylum tricornutum Fructose-1,6-bishosphatase C3 

(FBPC3) aus E. coli Arctic Express (DE3) RIL (Stratagene Europe, Amsterdam, 

Nierlande). Der Lysispuffer, um Fructose-1,6-bishosphatase C3 (FBPC3) aus den E. 

coli Zellen mittels FRENCH Pressure Cell aufzuschließen, bestand aus 50 mM 

NaH2PO4 (pH 8,0) und 300 mM NaCl, 20% (v/v) Glycerol, 2% (v/v) Triton X-100 und 

Proteaseninhibitor „Complete EDTA-free“ (Roche, Mannheim, Deutschland).  

10 ml von der Ni-NTA Agarose (QIAGEN, Hilden, Deutschland) wurden in eine 

leere Econo-Pac Säule (BioRad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

gepackt und durch einen groben Filter abgeblockt. Die Flußrate wurde mittels einer 

Peristaltikpumpe (Minipuls 2, ABiMED, Gilson International B.V. Deutschland, Bad 

Camberg, Deutschland) auf maximal 2 ml/min begrenzt. Alle Flüssigkeiten für alle 

Chromatographien wurden mit sterilem dd. H2O angesetzt und nach dem Lösen aller 

Chemikalien nochmals durch einen Membranfilter (Cellulosemischester, 0,2 µm 

Filterdurchmesser, Whatman-Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) über eine 

Wasserstrahlpumpe gefiltert und entgast. Die Ni-NTA Agarose Säule wurde nach 

Herstellerangaben equilibriert (Protokoll 13, S.83-84, Puffer S. 114; QIAGEN 

QIAexpressionist Manual 2003), ohne Proteaseninhibitor „Complete EDTA-free“ 

(Roche), Glycerol oder Triton X-100. Das E. coli Lysat wurde zuerst für 15 min mit 

5˙000 x g bei 4°C zentrifugiert, um die Zellfragmente abzupelletieren. Danach wurde 

der Überstand für 45 min mit 100˙000 x g bei 4°C zentrifugiert, um alle nicht löslichen 

von den löslichen Proteinen zu trennen. Anschließend wurde der Überstand mit einer 

Flußrate von 0,5 ml/min mittels Peristaltikpumpe über die Ni-NTA Agarose Säule bei 

Raumtemperatur (RT, 22°-23°C) aufgetrennt. Dabei binden sich die überexprimierten 

Proteine durch den N- und C-terminalen HIS-Tag an die Nickel-Ionen. Die FBPC3 

wurde mit einem Stufengradienten von Imidazol von der Säule gewaschen. Der 

Gradient war 0 mM und 50 mM zum Waschen der Säule, 150 mM zum Eluieren der 

Säule und 250 mM Imidazol zum reinigen der Säule. Alle Puffer, Lösungen und 

Säulengebrauch wurden nach Herstellerangaben durchgeführt.  

 

22. Entsalzung von FBPC3 

Damit das Protein FBPC3 nach der Aufreinigung mit der Ni-NTA Agarose 

Säule von dem Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4 (pH 8,0), 300 mM NaCl, 150 mM 

Imidazol) entsalzt werden konnte, wurde das jeweilige Protein nach 
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Herstelleranweisung auf der Säule Sephadex G-25M PD-10 Columns (Amersham 

Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) auf 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

umgepuffert. Zu den aufkonzentrierten Proben wurde wieder mit Proteaseninhibitor 

„Complete EDTA-free“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) nach 

Herstelleranweisung und mit 20% (v/v) Glycerol versehen und bis zur nächsten 

Verwendung bei 8°C gelagert.  

 

23. Konzentrationsmessung von Proteinen 

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde die Methode nach 

Bradford (1976) gewählt, durchgeführt mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce/Perbio 

Science Deutschland GmbH, Bonn, Deutschland) laut Herstelleranweisung. Es 

wurde die Absorption bei 562 nm mit dem Photometer Ultraspec 2100pro UV/Visible 

Spectrophotometer (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) 

gemessen und mit der Software Swiftt II Quantification Version 2.00 (Biochrom 

Ltd./Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) ausgewertet.  

 

24. Enzymatische Assay der FBPC3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1: Reaktionsschema des Enzymassays mit der Fructose-1,6-bisphosphatase nach Kelly et 
al. (1982) spectrophotometrisch bei 340 nm gemessen. Die im Kreis geschriebenen Enzyme sind 
in der Reihenfolge: FBP Fructose-1,6-bisphosphatase, PGI Glucose-6-phosphate Isomerase, GPDH 
Glucose-6-phosphate Dehydrogenase.  
 

Da die aufgereinigte FBPC3 keine enzymatische Reaktion zeigte (abgesehen 

vom in vitro Reduktionstest), wurden die FBP aus dem Gesamtzellextrakt der P. 

tricornutum nach der Methode von Kelly et al. (1982) in ihrer Aktivität 
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spectrophotometrisch gemessen. Dabei wird für jedes Produkt (Fruktose-6-

Phosphat) von der Fruktose-1,6-Bisphosphatase durch gekoppelte Enzyme (siehe 

Abbildung 1) stöchiometrisch 1:1 in NADPH umgesetzt, welches bei 340 nm im 

Photometer gemessen wird.  

Das Gesamtzellextrakt aus P. tricornutum wurde mit 5 mM reduziertes DTT, 5 

mM EGTA, 5 mM EDTA, Complete EDTA-free (nach Herstellerangaben), 5% (v/v) 

Glycerol und 0,5% (v/v) Triton X-100 in 100 mM Tricine-KOH (pH 7,5) mittel French 

Press bei 3-fachen Aufbrechen bei 75 MPa aufgeschlossen. Der Zellextrakt wurde 

anschließend nicht zentrifugiert. Jeweils 97,5 µl Gesamtzellextrakt wurden zur 

Vorinkubation für die Reduzierung der FBP mit 10 mM reduziertem DTT (DTTred.), 

2,5 mM Mg2+ und 1 mM EDTA für 20 min bei 25°C reduziert. Es wurde beobachtet, 

daß die FBP sich am besten bei pH 7,5 reduzieren lassen (Nel und Terblanche 1992) 

und die meiste Aktivität schon nach 20 min Reduzierung erreicht wurde (Nishizawa 

und Buchanan 1981). Aus diesem Inkubationsansatz wurden dann 100 µl zu 900 µl 

Assayansatz (50 mM Tricine-KOH (pH 7, 8 und 9) dazugegeben und bei 20°C mit 

340 nm der Umsatz von NADP+ zu NADPH gemessen. In dem Assayansatz war 

noch 1 mM reduziertes DTT, Mg2+ in verschiedene mM Konzentrationen (siehe dazu 

den jeweiligen Untertitel in den Abbildungen), verschiedene Konzentrationen in µM 

von Fructose-1,6-Bisphosphat-Na3 Salz (Sigma-Adrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland), 1 mM EDTA, 0,2 mM NADP+, 1 U GPDH (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Deutschland), 2 U PGI (Roche). Gestartet wurde der Reaktionsansatz 

nicht mit dem Substrat, sondern mit dem vorher aktivierten Gesamtzellextrakt. Denn 

in dem Substrat waren noch 2% Fruktose-6-Phosphat von vorneherein vorhanden, 

die durch PGI und GPDH vorher schon umgesetzt werden mussten. Die 

Enzymaktivitätsmessung wurde mit Quarzküvetten durchgeführt, dabei wurde die 

Software Swift II Reaction Kinetics Version 2.00 (Biochrom Ltd./Amersham 

Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) zur Kontrolle des Photometers 

Ultraspec 2100pro UV/Visible Spectrophotometer (Amersham Biosciences Europe 

GmbH, Freiburg, Deutschland) benutzt. 

Die Umsetzungseinheit Unit (U) der FBP aus dem Gesamtzellextrakt wurde 

definiert, wenn die Proteine 1 µmol Fructose-1,6-bisphosphat pro Minute umsetzte. 

Jede Messung wurde 3x wiederholt (n = 3).  
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25. Western Blot 
Die durch Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden 

elektrophoresisch auf eine PVDF Membran (Hybond-P, Amersham Biosciences 

Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) übertragen. Dazu wurde ein semitrockener 

Elektroblotter (Fastblot B32, Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) verwendet, für 

90 min mit 1,6 mA/cm2 bei 8°C. Die PVDF Membran, genau auf die Größe des 

Polyacrylamidgels zugeschnitten, wurde vor Benutzung mit 100%-igem Methanol 

aktiviert und anschließend in dem Transferpuffer (20% (v/v) 100%-iges Methanol, 

10% (v/v) Lämmlipuffer (0,025 M Tris, 0,25 M Glycin und 0,003 M SDS), auf 1 Liter 

dd. H2O) für 1 bis 2 min eingelegt. Die Whatmanpapiere (Whatman-Schleicher & 

Schuell, Dassel, Deutschland), ebenfalls genau auf die Größe des Poylacrylamidgels 

zugeschnitten, wurden auch in Transferpuffer eingelegt. In Kathoden- zur 

Anodenrichtung wurden zuerst 4 Whatmanpapiere, dann die PVDF Membran, 

darüber das Polyacrylamidgel und abschließend 3 Whatmanpapiere gelegt. Dabei 

wurde vermieden, daß sich Luftblasen zwischen den Schichten einlagerten. Nach 

dem Blotten wurde das Polyacrylamidgel nachträglich mit Coomassie Blue Färbe- 

und Entfärbungslösung behandelt. Die PVDF Membran mit den Proteinen wurde zur 

Bindung der α-HIS-HRP Antikörper vom Penta-His HRP Conjugate Kit (QIAGEN, 

Hilden, Deutschland) wie folgt behandelt: die PVDF Membran wurde 2x für jeweils 10 

min bei RT mit TBS Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl) gewaschen. Die 

Membran wurde anschließend für 1 Stunde bei RT oder über Nacht bei 8°C in 

Blockpuffer (0,15 g Blocking Reagent (QIAGEN) in TBS-Tween Puffer (20 mM Tris-

HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20) bei 70°C gelöst und auf RT 

runtergekühlt) inkubiert. Danach wurde die geblockte PVDF Membran 2x gewaschen 

für jeweils 10 min bei RT in TBS-Tween-Triton Puffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 

mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20, 0,2% (v/v) Triton X-100). Anschließend wurde die 

PVDF Membran für 10 min bei RT in TBS Puffer gewaschen. Zu Inkubation mit dem 

α-HIS-HRP Antikörper wurde die PVDF Membran für 1 Stunde bei RT in der „α-HIS-

HRP conjugate“ Lösung (1:10˙000 Antikörperverdünnung in Blockpuffer) gelegt. 

Nach der Bindung des Antikörpers an die Proteine wurde die PVDF Membran 2x für 

jeweils 10 min bei RT in TBS-Tween-Triton Puffer gewaschen. Danach wurde die 

PVDF Membran 1x für 10 min bei RT in TBS Puffer gewaschen.  

Zur Detektierung wurden das Enhanced Chemiluminescent (ECL) 

Detektionssystem (BM Chemiluminescence Blotting Substrate, Roche Diagnostics 
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GmbH, Mannheim, Deutschland) und Röntgenfilme (Hyperfilm P ECL, Amersham 

Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) verwendet. Um die Blotteffizienz 

zu prüfen, wurde die Membran, nach der ECL Reaktion, mit Amidoschwarz Lösung 

(20 ml Essigsäure, 180 ml 100%-ige Methanol, 0,4 g Amidoschwarz) gefärbt, bzw. 

mit 50%-igem Methanol wieder entfärbt (Sambrook et al., 1989).  

 

26. RNA Extraktion 
Phaeodactylum tricornutum (50 ml) wurde nach dem Anwachsen durch 15 

minütige Zentrifugation mit 5˙000 x g bei 4°C geerntet. Das Pellet wurde in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Um aus dem Pellet die komplette 

RNA ohne genomische DNA zu isolieren, wurde eine Kombination von 

Chloroform/Phenol-Fällung (TRIzol, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und 

das RNeasy Mini Prep Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Das gefrorene 

Pellet wurde in einem stetig mit flüssigem Stickstoff gekühltem Mörser zerkleinert. 

Alle weiteren Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt. Das Algenpulver wurde 

daraufhin in einem 2 ml Eppendorftube (Eppendorf, Wesselin-Berzdorf, Deutschland) 

überführt und mit 1 ml TRIzol versehen. Das Gemisch von gemörsertem Algenpulver 

und TRIzol wurde 20 sec lang durch vortexen gemischt, bis es eine homogene 

Flüssigkeit ergab. Diese Flüssigkeit wurde auf einem Heizblock (Thermomixer 

compact, Eppendorf, Wesselin-Berzdorf, Deutschland) für 5 min, bei 25°C mit 1100 

rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurden noch 200 µl 100%-iges Chloroform 

hinzugegeben und wieder durch vortexen gemischt. Die Algenpulver, TRIzol und 

Chloroform Mischung wurde wieder auf einem Heizblock für 5 min, bei 25°C mit 1100 

rpm inkubiert. Anschließend wurde für 20 min mit 16˙000 g bei 4°C zentrifugiert 

(Centrifuge 5417R, Eppendorf, Wesselin-Berzdorf, Deutschland). Um die 

empfindliche RNA nicht zu scheren, wurde mit abgeschnittenen Pipettenspitzen die 

obere, wässrige Phase nach der Zentrifugation in ein neues, auf Eis vorgekühltes 

Eppendorftube überführt. 70%-iges Ethanol mit demselben Volumen an überführtem 

Überstand wurde dazugegeben. Durch einfaches, vorsichtiges Kippen des Tubes 

wurde die Mixtur gemischt. Diese Mixtur wurde direkt, wieder mit einer 

abgeschnittenen Pipettenspitze, auf die RNeasy Säule vom QIAGEN Kit transferiert. 

Alle weitere Schritte wurden nach Herstellerangaben durchgeführt unter Anwendung 

der RW1 und RPE Puffer. Obwohl durch die TRIzol und RNeasy Aufreinigung der 

RNA alle genomische DNA entfernt sein sollte, wurde trotzdem anschließend jede 
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evtl. vorhandene DNA mit Turbo-DNase (Ambion, Woodward,TX, USA) nach 

Herstellerangaben verdaut. Die so gereinigte RNA wurde anschließend revers 

transkribiert mit der Reversen-Transkriptase von QuantiTect reverse transcription Kit 

(Qiagen, Hilden, Deutschland). Die cDNA wurde anschließend auf genomischer DNA 

Kontamination durch PCR Amplifikation untersucht, indem gezielt auf Introns 

amplifiziert wurde. Die getestete cDNA wurde weiter für Assays mit der Real-Time 

PCR verwendet.  

 

27. Real-Time PCR 

Alle verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Thermo-

Electron GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen. Alle Primer wurden mit sterilgefiltertem 

(Rotilabo-Spritzenfilter steril, 0,22 µm Filterdurchmesser, Zellulosemischester, Carl 

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) doppelt destilliertem Wasser (dd. H2O) 

angesetzt.  

 
Tab. 6: Oligonukleotidsequenz (Primer) für die Amplifikation der endogenen Haushaltsgen 
Kontrolle. Die Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der Reihenfolge 
zuerst „upstream“, dann „downstream“ angegeben. Die Protein ID (Prot ID) wird als ID in der Tabelle 
angegeben, ID welche mit Querstrich (/) angeben sind, haben verschiedene Splicevarianten der 
mRNA. RPS (Ribosomales Bindeprotein Small Subunit (Siaut et al. 2007). 
 

Gen  ID   Nukleotidsequenz  Produkt-   

         größe (bp)      Tm (°C)  
 
RPS  10847   CGAAGTCAACCAGGAAACCAA      166   60 
     GTGCAAGAGACCGGACATACC 
 
GAPDH  51128/51129  ACGGCCGATGTTTCTATGGT      100   60 
     ATCGGTCCTTCTGACGCCTT 
 

Das Primerpaar für RPS (Ribosomal Protein, small Subunit 30S) (ID 10847) 

wurde von Siaut et al. (2007) übernommen. Die veröffentlichen Daten zur endogenen 

Kontrolle RPS wurden in dieser Arbeit zur eigenen Kontrolle wiederholt. Die bei Siaut 

et al. (2007) veröffentlichte Primer zur GAPDH (51128) wurde nicht verwendet, weil 

schon das obige Paar (siehe Tabelle 3) für die GAPDH angewendet wurde. Da diese 

Primer im Nukleotidbereich des reifen Proteins ansetzten, kann leider nicht zwischen 

der GAPDH GapC2 und GapC2b (Liaud et al., 2000) unterschieden werden. Beide 

Gene kodieren das gleiche Protein auf dem Chromosom 16, diese sind auch in der 

Nukleotidsequenz des reifen Proteins zu 99% homolog. Nur in der Signal- und 

Transitsequenz unterscheiden sie sich stark genug voneinander, daß dort eine 
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spezifische Bindung von Primern möglich wäre. Daher die doppelte ID in der obigen 

Tabelle. Aus diesem Grund wurden alle Transkriptionsverhältnisse der 

verschiedenen Gene des Calvin Zyklus zueinander mit der endogenen Kontrolle RPS 

berechnet.  

 Die in Tabelle 7 aufgeführten Primer wurden zur Amplifikation ausgewählter 

Calvin Zyklus Gene herangezogen und, wie auch die endogene Kontrolle der 

GAPDH, mit der Software „Primer Express“ ABI PRISM Version 2.0.0 (Applied 

Biosystems, Darmstadt, Deutschland) designt. Dabei wurde beachtet, daß die 

Annealing Temperatur (Tm (°C)) bei genau 60°C liegt. Teilweise waren aber mit 

dieser Temperatureinstellung in der Software „Primer Express“ keine passenden 

Primer zu designen, so daß die Tm von 56°C gewählt wurde. Ebenso wurde darauf 

geachtet, daß alle Primer so spezifisch wie möglich an das jeweilige Gen binden. 

Dazu wurden bei homologen Genen nur an die zueinander stark unterschiedlichen 

Signal- und Transitsequenzen die Primer designt. Wenn dies nicht anders möglich 

war, wurde in der Nukleotidsequenz des reifen Proteins, welcher keine konservierten 

Bereiche aufweist, Primer designt. Teilweise kamen dadurch unterschiedlich lange 

Nukleotidsequenzen heraus, welche aber allgemein dieselbe Elongationszeit hatten. 

Dies wurde mit einer Standard PCR getestet. Die Nukleotidsequenz des PCR-

Produktes wurde wiederum einmal gegen das Genom von Phaeodactylum 

tricornutum geblastet (http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html) oder 

allgemeiner bei NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), um evtl. ähnliche 

Proteine zu finden. Es wurden alle Primer vorher auf Bildung von Selbstdimere 

mittels Standard PCR getestet. Aufgeführt ist das PCR Programm, wobei die Schritte 

3 bis 5 insgesamt 35x wiederholt wurden: 1. Heizblock vorgewärmt: bei 80°C 

(Hotstart), 2. Prädenaturierung: bei 94°C mit 5 min, 3. Denaturierung: bei 94°C mit 10 

sec, 4. Annealing:  bei 60°C mit 12 sec, 5. Elongation: bei 72°C mit 10 sec, 6. 

Postelongation: bei 60°C mit 1 min, 7. Pause: bei 4°C. Nach der PCR wurden die 

Amplifikate auf ein 3%-iges Agarosegel aufgetragen, um zu erkennen, ob einmal sich 

Dimere (PCR lief ohne cDNA-Template) gebildet haben und ob das PCR-Produkt in 

der sich berechneten Größe einzeln im Gel vorkam. Zur Berechnung der 

Transkriptionsraten wurde zuerst von jedem einzelnem Primerpaar die spezifische 

Efficiency mittels RT-PCR ermittelt (Pfaffl 2001). Es wurden hierzu aus der gleichen 

cDNA, welche später zur Analyse herangezogen wurden, Verdünnungsreihen der 

cDNA Konzentration von 1/1, 1/2, 1/4, 1/6 mit steril gefiltertem dd. H2O hergestellt.  
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Ausgeführt wurde das Programm der RT-PCR mit der Maschine 7500 Real 

Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) mit der Software 

Sequence Detection Software Version 1.2.3 mit dem Plugin: Relative Quantification 

v.1.2. build 29 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Der RT-PCR 

Mastermix war MESA GREEN qPCR, Mastermix Plus for SYBR (Refernce: RT-

SY2X-03+WOULR, Eurogentec Deutschland GmbH, Köln, Deutschland).  

 

 
Tab. 7: Oligonukleotidsequenz (Primer) für die Amplifikation der zu untersuchenden Gene. Die 
Nukleotidsequenzen werden immer in der 5´ zu 3´-Richtung und in der Reihenfolge zuerst „upstream“, 
dann „downstream“ angegeben. Die Protein ID (Prot ID) wird als ID in der Tabelle angegeben, ID 
welche mit Querstrich (/) angeben sind, haben verschiedene Splicevarianten der mRNA.  
 

Gen  ID   Nukleotidsequenz  Produkt-   

         größe (bp)      Tm (°C)  
 
FBP  23247  CGTTTCGTCATGTCGTACACG       250   60 
    GCTCCTCGTTTTCTTCGGAA 
 
FBPC1  42886  TTCCAGACGTCGACAGGACAA       295   60 
    CGCTGGACGATGCGATTAATC 
 
FBPC2  42456  CTGTCGTTTTTTCGGCGATT       249   60 
    TGGCTCCAAACAGTGTTGTGA 
 
FBPC3  31451  GGCGCTTTGGTTGCTTCTT        248   60 
    CAATCGCACCAAACAGCGT 
 
FBPC4  54279  CTGCAGTTTCCATCCAAGCGT       301   60 
    TGCGTCACTCAAAAACCGG 
 
TKL  50819  TCGTTTCGCAATTCGTTCG        200   60 
    TGGCGGTGCTCATTTTGAG 
 
TAL  20779  TCGAACGGTCTAGGCATTGTC       154   60 
    TCCCGTAAAACATCCCTGTCG 
 
TAL  50313  ACTTGATTTCGCCCTTTCCC       184   60 
    ATCGTCGAGTGTCCGTGTGTT 
 
SBP  9583  TTCCGGACGTGTATCAGCAA       106   60 
    AAAGGCGCTGCTTCAAACG 
 
TAL  28222  TGCGACCGTTTGACGATTTC       200   60 
    AGCGAAGTTGCGGATACCATC 
 
GPDH  54663  TTGTGGAGAAGCCCTTTGGTC       175   60 
    TTCCAAACGCGCTCAAACC 
 
GPDH  22916  TCCGTCATCACCTGAAACCT       103   56 
    TTTCCCAGTCGCCATAACTC 
 
PGL  31882  CCTCACCGAATCACCTTGACA       103   60 
    ATACATCCCGCACAACAGCAC 
 
PGDH  54663  CGCAGTTAAAAAAGCCTCGC       163   60 
    TCCAGAAACTCTCCACGACGA 
 
PGDH  45333/26934 ATCATGAAGTGTGCCGCCA       101   60 
    CCGTTGTGCACCATTTTGAC 
 
TKL  22135  TTGAGTAACGGACACGCCTGT       102   60 
    TGGATTCGATCTTGCGGAA 
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FTR  50907  ACGCCGGAAGAAGAGGAGATT       146   60 
    TTGTGCTCAGCCAGTCCTTTG 
 
Trx F  46280  GACGCGTCCAAACTGATGAAA       114   60 
    TTCGATGGCTTCCGCATTG 
 
Trx M  51357  TTGCTCCGCATTCTGTTCACT       152   60 
    CGGTTTTCCCAACTGCCATA 
 
NTR  51055  TGCAAAGTACGGCCAGAACA       122   60 
    TTGGTATACGCCGCATTGTGA 
 
Trx H  56471  TCGAAAAGCTAGCGGAAGAGA       157   60 
    TGGTCTGCCCCCATCATTT 
 
Trx H  48539  TCGATGCGCTTGTCCTGAA        103   60 
    TGGAAGAGCGGAGCAATCA 
 

Das folgende Programm wurde bei allen relativen Quantifikationen der zu 

untersuchenden Gene angewendet, dabei wurden Schritt 3 und 4 40x wiederholt: 1. 

Heizblock vorgewärmt: bei 50°C (Hotstart), 2. Prädenaturierung: bei 95°C mit 10 min, 

3. Denaturierung: bei 95°C mit 15 sec, 4. Annealing und Elongation: bei 60°C mit 1 

min. Jede Real-Time PCR Reaktion wurde in 20 µl Volumen in einer 96-well Platte 

von Applied Biosystems durchgeführt. Alle Proben wurden in 3 Replikaten analysiert 

und jedes Experiment wurde mit drei verschiedenen Proben von cDNA wiederholt. 

Am Ende jeder Reaktion wurde der Cycle threshold (Ct) manuell auf den Level 

gesetzt, welcher die beste kinetischen PCR Parameter widerspiegelt. Aus den Real-

Time PCR Läufen wurde anschließend zu jedem Primerpaar die Ct Value ermittelt, 

welche sich im linearen Bereich der Kurven befand (dazu wurde die Software 

Sequence Detection Software Version 1.2.3 mit dem Plugin: Relative Quantification 

v.1.2. build 29 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) benutzt). Aus drei 

gleichzeitig angesetzten PCR Mixturen für ein Gen und den daraus sich ergebenden 

Ct Values wurde dann nach Pfaffl (2001) die Efficiency berechnet.  
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Tabelle 1a und 1b: Anhang - Phaeodactylum tricornutum: Gene auf dem Genom 

von Phaeodactylum tricornutum, involviert in dem Kohlenstoffmetabolismus, sind 

öffentlich zugänglich bei http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html. Für 

jedes identifizierte Gen sind folgende Information in der Tabelle gegeben: 

Enzymname; allgemein übliche Abkürzung; designierter Stoffwechselweg; Protein 

Identifizierungsnummer (Prot ID); GenBank Accession Nummer (falls erhältlich); 

Anzahl von identifizierte Isoenzymen; genomische Koordinaten; der beste Blast Hit: 

Gen, Organismus, % Identität, GenBank Accession Nummer; Targeting Vorhersage: 

mTP: mitochondriales Targeting Peptid Score, SP: Signal Peptid Score, other: 

Wahrscheinlichkeit für andere Lokalisation, Loc: Vorhersage für Lokalisation, 

basierend auf die Scores von TargetP, RC: Verlässlichkeitsklasse, 1 = starke, 5 = 

schwache Vorhersage, TPlen: Länge für Transitpeptid, Regionen für vorhergesagte 

Signalpeptid Trennseite; zugeteilte Lokalisation: allgemeine Targeting Vorhersage. 

Targeting Vorhersage wurden durchgeführt mit TragetP (Emanuelsson et al. 1999) 

und SignalP Neuronal Networks (NN) (Nielsen et al. 1997) oder mit Hidden Markov 

Model (HMM) (Nielsen und Krogh 1998). Für detaillierte Beschreibung von Protein 

Lokalisationsvorhersage siehe auch Emanuelsson et al. (2007). 
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Tabelle 1a: Anhang - Phaeodactylum tricornutum 
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Tabelle 1b: Anhang - Phaeodactylum tricornutum 
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Tabelle 2a und 2b: Anhang - Thalassiosira pseudonana: Gene auf dem Genom 

von Thalassiosira pseudonana, involviert in dem Kohlenstoffmetabolismus, sind 

öffentlich zugänglich bei http://genome.jgi-psf.org/Thaps3/Thaps3.home.html. Für 

jedes identifizierte Gen sind folgende Information in der Tabelle gegeben: 

Enzymname; allgemein übliche Abkürzung; designierter Stoffwechselweg; Protein 

Identifizierungsnummer (Prot ID); GenBank Accession Nummer (falls erhältlich); 

Anzahl von identifizierte Isoenzymen; genomische Koordinaten; der beste Blast Hit: 

Gen, Organismus, % Identität, GenBank Accession Nummer; Targeting Vorhersage: 

mTP: mitochondriales Targeting Peptid Score, SP: Signal Peptid Score, other: 

Wahrscheinlichkeit für andere Lokalisation, Loc: Vorhersage für Lokalisation, 

basierend auf die Scores von TargetP, RC: Verlässlichkeitsklasse, 1 = starke, 5 = 

schwache Vorhersage, TPlen: Länge für Transitpeptid, Regionen für vorhergesagte 

Signalpeptid Trennseite; zugeteilte Lokalisation: allgemeine Targeting Vorhersage. 

Targeting Vorhersage wurden durchgeführt mit TragetP (Emanuelsson et al. 1999) 

und SignalP Neuronal Networks (NN) (Nielsen et al. 1997) oder mit Hidden Markov 

Model (HMM) (Nielsen und Krogh 1998). Für detaillierte Beschreibung von Protein 

Lokalisationsvorhersage siehe auch Emanuelsson et al. (2007). 
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Tabelle 2a: Anhang - Thalassiosira pseudonana 
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Tabelle 2b: Anhang - Thalassiosira pseudonana 
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