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Einleitung & Problemstellung 1

1 Einleitung & Problemstellung

Rieske Eisen-Schwefel-Proteine sind ubiquitidr verbreitete Redoxproteine und wurden
erstmals 1964 als ,,Eisen-Protein® des Komplexes III der mitochondrialen Atmungskette
beschrieben (Rieske et al., 1964). Sie sind durch den Besitz eines einfachen [2Fe-2S]-
Clusters gekennzeichnet. Die spektroskopische Analyse des proteingebundenen Eisens
zeigte auffillige Unterschiede zu bereits bekannten Eisen-Schwefel-Proteinen (Rieske et
al., 1964). Im Laufe der Jahre fand man auch im Cytochrom b/c;-Komplex der bakteriellen
Atmungskette, im Cytochrom be/f-Komplex der photosynthetischen Elektronentransport-
kette und sogar in der Atmungskette der Archea eine Komponente mit &dhnlichen
spektroskopischen Eigenschaften, wie von Rieske et al. (1964) fiir den mitochondrialen
Cytochrom b/c;-Komplex beschrieben (Riedel et al., 1991; Trumpower & Gennis, 1994;
Schifer et al.,, 1996). Der Sequenzvergleich diverser Rieske-Proteine lieB ein hoch
konserviertes Motiv erkennen: Cys-x-His-xs.17-Cys-x-x-His (Neidle et al., 1991; Mason &
Cammack, 1992; Castresana et al., 1995; Carrell et al., 1997). Da alle bis dahin bekannten
Fe/S-Proteine eine reine Cystein-Koordinierung der FEisenionen zeigten, war es
iberraschend, daB in diesem Proteintyp vermutlich eine gemischte Bindung durch Cystein-
und Histidinseitenketten vorlag. Durch die Strukturaufklarung mitochondrialer und
plastiddrer Rieske-Proteine konnte endgiiltig bestitigt werden, dal der vorhandene
[2Fe-2S]-Cluster iiber zwei Cystein- und zwei Histidinreste gebunden wird (Iwata et al.,

1996; Carrell et al.,1997).

Der Zustandswechsel von Fe*™ und Fe*" innerhalb des [2Fe-2S]-Clusters ermdglicht einen
Elektronentransport, der im Fall des plastidiren Rieske-Proteins die Oxidation des
Plastochinons und die Reduktion der Cytochrom f-gebundenen Him-Gruppe bedeutet, die
wiederum die Elektronen auf Plastocyanin tibertrdgt (Cramer et al., 1996). Durch diesen
Elektronentransport stellt der Cytochrom be/f-Komplex die zentrale Verbindung zwischen
den zwei lichtenergieabsorbierenden Proteinkomplexen der Thylakoidmembran
(Photosystem [PS] II und I) dar. Diese Elektronentransportkette (PSII -> Cyt. -> PSI)
bewirkt auerdem den Transport und die Anreicherung von Protonen im Thylakoidlumen.
Die Energie, die beim Abbau dieses Protonengradienten frei wird, kann durch einen vierten
Proteinkomplex (ATP-Synthase) in Form von ATP, dem universellen Energiedquivalent

der Zelle, gespeichert werden. Die Gesamtheit dieser Prozesse wird als Lichtreaktion der
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Photosynthese bezeichnet und bildet die Grundlage zur Synthese sdmtlicher organischer

Verbindungen.

Die vier Photosynthesekomplexe der Thylakoidmembran stellen genetische Chimére dar,
d.h. sie setzen sich aus Untereinheiten zusammen, die entweder im Kern- oder im
Plastidengenom codiert sind (Leister, 2003). So bilden die plastidir codierten
Untereinheiten Cytochrom f (Genname: petd), Cytochrom bg (petB), Untereinheit IV
(petD) sowie die kleinen Untereinheiten V, VI und VIII (petG, petL, petN) zusammen mit
dem Kern-codierten Rieske-Protein (petC) sowie der kleinen Untereinheiten VII (petM)
den Cytochrom be¢/f-Komplex (Whitelegge et al., 2002).

Die rdumliche Trennung von Codierungs- (Zellkern) und Wirkort (Plastide) bedeutet einen
posttranslationellen Transport der cytosolisch synthetisierten Proteine zur Thylakoid-
membran. Aus diesem Grund werden die Polypeptide in Form eines hohermolekularen
Vorldufers (Precursor) inklusive einer N-terminalen Signalsequenz synthetisiert. Diese
Signalsequenz wird im Fall der Plastidensortierung als Transitpeptid bezeichnet, das nach
erfolgreichem Transport proteolytisch entfernt wird (Stromaprozessierungspeptidase [SPP;
Robinson und Ellis, 1984] und/oder Thylakoidprozessierungspeptidase [TPP; Hageman et
al., 1986; Kirwin et al., 1987, 1988]). Wihrend fiir stromalokalisierte Proteine ein
einfaches Transitpeptid, das lediglich das Chloroplastenimportsignal enthilt, ausreichend
ist, erfordert die innerplastiddre Sortierung zu den Thylakoiden ein weiteres Signal
(Bassham et al., 1991). Dieses kann Teil eines zusammengesetzten Transitpeptids sein,
dann spricht man auch von einem thylakoiddirigierenden Signalpeptid oder innerhalb des
reifen Proteins liegen. Einfache Transitpeptide und der N-terminale Teil
zusammengesetzter Transitpeptide ermdglichen den Transport des Precursors iiber die
Doppelmembran der Chloroplastenhiille, die von zwei Translokasekomplexen, Toc und Tic
(translocon at the outer/inner membrane of chloroplasts), durchspannt wird (Jarvis & Soll,

2002).

Im Gegensatz zum einheitlichen Transportkomplex der Chloroplastenhiille, zeigt die
Thylakoidmembran eine grofere Vielfalt an Integrations- bzw. Translokationsmecha-
nismen auf. So wurden bislang vier Transportwege identifiziert, die als Sec- (secretory),
SRP- (signal recognition particle), ApH/Tat- (twin-arginine translocation) abhanging bzw.
als ,,spontane Integration bezeichnet werden (Abb. 1-1; Klosgen, 1997; Keegstra & Cline,
1999; Robinson et al., 2000; Mori & Cline, 2001).
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Abb. 1-1 Die Transportwege der Thylakoidmembran und die daran beteiligten Komponenten. Die Integration
bzw. der Transport von thylakoidlokalisierten Proteinen erfolgt entweder spontan oder in Abhingigkeit einer
membranstindigen Insertase/Translokase: Albino3-Insertase [Alb3], Sec-Translokase [cpSecYE] bzw.
ApH/Tat-Translokase [TatA, B, C]. Der Alb3- bzw. cpSecY-abhingige Transport bedarf zusitzlicher
stromaler Komponenten (cpSRP54, cpSRP43, cpFtsY, cpSecA). Als Energiequelle der Transportwege
werden Nukleosidtriphosphate (GTP bzw. ATP) bzw. der transthylakoidale Protonengradient (ApH) genutzt.
Bislang analysierte Substrate der vier Wege sind rot unterlegt. Die Beteiligung der Alb3-Insertase am
spontanen Weg ist spekulativ. Fiir die mit (*) markierten Substrate des spontanen Weges wurde eine Alb3-
unabhéngige Insertion gezeigt. Auch iiber die Funktionalitit der Verbindung von Alb3 mit der Sec-
Translokase besteht noch keine endgiiltige Klarheit. Die Darstellung der Translokasen erfolgte nach Kuhn et
al., 2003 (AIb3) und Mori & Cline, 2001. Weitere Einzelheiten im Text. (elektronenmikroskopische
Aufnahme eines Chloroplasten aus Vicia faba - mit freundlicher Genehmigung von Dr. M. Birschwilks)

Die Wahl des Weges wird durch das Thylakoidtransportsignal des Precursors bestimmt
(Robinson et al,. 1994; Henry et al., 1994). So befindet sich die Information zum Transport
iiber den SRP-Weg innerhalb des reifen Proteins (DeLille et al., 2000). Dagegen erfolgt die
Nutzung des Sec-, ApH/Tat- und spontanen Weges in Abhéngigkeit typischer
Signalpeptide, die nach erfolgreicher Translokation der Substrate proteolytisch durch die
TPP entfernt werden (Kirwin et al., 1987, 1988). Plastidire Signalpeptide dhneln strukturell
den bakteriellen Exportsignalen (auch als ,Signalpeptid“ bezeichnet) sowie den
cytosolischen ER-Transportsignalen (Schatz & Dobberstein, 1996; Settles & Martienssen,
1998; Dalbey & Robinson, 1999).

Ausgehend von der allgemeinen Struktur eines Signalpeptids, das durch eine Dreiteilung in
eine positiv geladene N-terminale Doméne (N-Region), eine hydrophobe Kerndoméne (H-
Region) und eine polare C-terminale Domédne (C-Region) mit kurzkettigen

Aminosdureresten in Position —3 und —1 der terminalen Prozessierungsstelle (Ala-x-Ala-
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Motiv) gekennzeichnet ist, entsteht die Spezifitit des Signals durch charakteristische
Sequenzmotive (von Heijne, 1985; von Heijne et al., 1989; Shackleton & Robinson, 1991).
So enthdlt die N-Region der ApH/Tat-spezifischen Signale das namensgebend,
hochkonservierte Zwillingsarginin-Motiv (twin-arginine, RR) in Verbindung mit einem
stark hydrophoben Aminosdurerest in Position +2 oder +3, gefolgt von einer schwach
hydrophoben H-Region und einer durch positive Reste gekennzeichnete C-Region
(Chaddock et al., 1995; Bogsch et al., 1997; Henry et al., 1997; Brink et al., 1998). Diese
positiven Ladungen werden als ,,Sec-Vermeidungsmotiv* (Sec-avoidance motif; Bogsch et
al., 1997) interpretiert und fehlen somit in der C-Region von Sec-spezifischen Signalen.
Dartiber hinaus wird bei Sec-Signalen die positive Ladung (N-Region) vor der relativ stark
hydrophoben H-Region meist durch einen Lysinrest repréisentiert (Chaddock et al., 1995).
Signalpeptide, die zur spontanen Insertion eines Proteins fiithren, dhneln zwar den Sec-

Signalen, kénnen jedoch unabhingig vom Sec-Mechanismus fungieren (Michl et al., 1994).

Die Vielfalt der Transportwege reflektiert eine Spezialisierung der Mechanismen. So
konnen bi- und polytope Membranproteine entweder spontan in die Membran inserieren
oder mit Hilfe der SRP-Komponenten integriert werden. Losliche Proteine nutzen
ausschlieflich den Sec- oder ApH/Tat-Mechanismus, wobei auch diese beiden
Translokasen in der Lage sind, (bitope) Membranproteine zu transportieren (z.B.

Cytochrom f [Nohara et al., 1996] bzw. das Rieske-Protein [Molik et. al., 2001]).

Der SRP-Weg wurde urspriinglich als Translokationsmechanismus der polytopen LHC
(Light Harvesting Complex)-Apoproteine entdeckt und beschrieben (Li et al., 1995). Dabei
zeigte sich neben der strikten Abhingigkeit von GTP (Hoffman & Franklin, 1994) die
Beteiligung von drei stromalen Proteinen (cpSRP54, cpSRP43, cpFtsY), die zum Teil
Homologe zu Komponenten des cytosolisch lokalisierten cotranslationellen ER-Transports
darstellen (Franklin &Hofman, 1993; Walter & Johnson, 1994; Schiinemann et al., 1998;
Kogata et al., 1999; Groves et al., 2001).

Neben der groBBen Familie der LHC-Proteine scheint es mit dem D1-Protein ein weiteres
Substrat fiir die cpSRP54-Komponente zu geben (Nilsson et al., 1999). Allerdings wird im
Gegensatz zum posttranslationellen Transport der LHC-Proteine, das D1-Protein aufgrund
seiner plastiddaren Codierung cotranslationell in die Thylakoidmembran integriert (Zhang &
Aro, 2002). Neben der Interaktion zur cpSRP54-Komponente wurde auch eine Verbindung
des DI1-Proteins zur SecY-Untereinheit der plastiddren Sec-Translokase gezeigt (Zhang et
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al., 2001). Die Membraninsertion der LHC-Proteine erfolgt allerdings unabhingig von der
Sec-Translokase (Moore et al., 2000). Statt dessen konnte die Beteiligung einer Chaperon-
dhnlichen Insertase, Albino3 (Alb3), gezeigt werden (Moore et al., 2000; Bellafiore et al.,
2002).

Zur Albino3-Familie gehoren auch die Proteine Oxalp (innere Membran der
Mitochondrien) und YidC (Plasmamembran der Bakterien), die ebenfalls fiir die
Integration von Membranproteinen essentiell sind (Kuhn et al., 2003). Auch die innere
Membran der Chloroplastenhiille besitzt mit ARTEMIS ein Protein der Albino3-Familie
(Funes et al., 2004). Die Moglichkeit zur Interaktion von Albino3 mit der plastiddren Sec-
Translokase (Klostermann et al., 2002) und die gemeinsame Nutzung der cpSRP54-
Komponente sowohl fiir die Alb3- als auch fiir die SecY-abhdngige Integration von
Proteinen deutet auf eine enge Verbindung von SRP- und Sec-Weg hin (Dalbey & Chen,
2004). Jedoch ist bislang noch unklar, welche genaue Funktion Alb3 ausiibt und ob es fiir
die Funktionalitit der Sec-Translokase essentiell ist.

Auch eine Beteiligung des Alb3-Proteins bei der ,,spontanen Integration® von plastidéren
Proteinen ist denkbar. So wurde zumindest im bakteriellen System gezeigt, dall das Alb3-
Homologe YidC fiir die Integration von diversen Membranproteinen zustindig ist, die
zuvor als ,,spontan inserierend eingestuft wurden (Samuelson et al., 2000). Allerdings
wurde bereits fiir sechs plastiddre Substrate des ,,spontanen® Weges die spontane, also
Alb3-unabhéngige Insertion bestétigt (PsbS, PsbX, PsbY, PsbW, PsaK; Woolhead et al.,
2001; Mant et al., 2001). Jedoch ist fiir andere Substrate der ,,spontanen Integration®, eine

Mithilfe von Alb3 nicht auszuschlieB3en.

Der klassische Sec-Weg wird nicht durch die cpSRP54-abhédngige Integration des DI-
Proteins dargestellt, sondern vielmehr durch die Kooperation der membranstéindigen Sec-
Translokase mit der stromalen Komponente cpSecA (Nakai et al., 1994; Yuan et al., 1994;
Berghofer et al., 1995; Haward et al., 1997; Voelker et al., 1997; Roy & Barkan, 1998).
Dabei hat cpSecA sowohl die Funktion eines targeting-Faktors als auch die eines
Motorproteins, das aufgrund seiner ATP-abhédngigen Konformationsinderung das
Transportsubstrat durch die Translokationspore schiebt (Settles & Martienssen, 1998).
Zwangsldufig wird bei diesem Vorgang das Substrat entfaltet und passiert als lineare
Aminoséurekette die Sec-Translokase, fiir die bislang zwei Untereinheiten bekannt sind,
cpSecY und cpSecE (Laidler et al., 1995, Berghofer & Klosgen, 1996; Schiinemann et al.,
1999).
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Im Gegensatz zur Sec-Translokase, zeichnet sich die ApH/Tat-Translokase durch die
Féhigkeit aus, gefaltete Proteine zu transportieren (Creighton et al., 1995; Clark & Theg,
1997; Robinson, 2000; Marques et al., 2003 und 2004; Robinson & Bolhuis, 2004). Die
Translokase wird hier von drei Komponenten gebildet: TatA (Syn. Tha4, thylakoid
assembly; Mori et al., 1999; Walker et al., 1999), TatB (Syn. Hcf106, high chlorophyll
fluorescence; Martienssen et al., 1989; Voelker & Barkan, 1995; Settles et al., 1997) und
TatC (Syn. cpTatC, chloroplastidires TatC, Bogsch et al., 1998; Mori et al., 2001;
Motohashi et al., 2001). Ein Subkomplex aus TatB und TatC wird als Precursor-
Bindungsstelle (Rezeptor) postuliert (Cline & Mori, 2001). Die anschlieBende
Assemblierung der TatA-Molekiile in Abhédngigkeit des transthylakoidalen Protonen-
gradienten (ApH) fiihrt zum aktiven Translokasekomplex und damit zum Transport des
Substrates (Mori & Cline, 2002). Alle bislang durchgefiihrten in vitro-Experimente mit
isolierten Organellen bzw. Thylakoiden konnten belegen, dal eine strikte Abhéngigkeit
vom Protonengradienten (vermutlich als Energiequelle) besteht und dies die bislang einzige
Voraussetzung fiir die Funktion der ApH/Tat-Translokase darstellt (Mould & Robinson,
1991; Mould et al., 1991; Klosgen et al., 1992; Cline et al., 1992; Hulford et al., 1994;
Brock et al.,, 1995). Allerdings deuteten erste in vivo Studien, durchgefiihrt in
Chlamydomonas reinhardtii, eine mogliche Unabhédngigkeit des ApH/Tat-Weges vom
Protonengradienten an (Finazzi et al., 2003). Obwohl dies ein iiberraschendes Ergebnis ist,
zeigt es doch, dafl die Mechanismen dieses Transportweges noch weitgehend unbekannt

sind und einer genaueren Aufklarung bediirfen.

Bislang zeigten neun plastidire Proteine einen ApH-abhéngigen Thylakoidtransport, die
somit als Substrate des ApH/Tat-Weges eingestuft wurden (Abb. 1-1): die 16 bzw. 23 kDa
Untereinheit des Wasserspaltungsapparates (16 kDa, 23 kDa; Klosgen et al., 1992; Cline et
al., 1992), die Polyphenoloxidase B (PPO; Sommer et al., 1994), Untereinheit N des PSI
(PsaN; Nielsen et al., 1994), Untereinheit T des PSII (PsbT; Kapazoglou et al., 1995), ein
16 kDa Protein mit unbekannter Funktion (P16; Mant et al., 1999), der PSII Assem-
blierungsfaktor Hcf136 (Hynds et al., 2000), das FtsH-Homolog Pfif (plastid fusion/protein
translocation factor, Summer et al., 2000) sowie das Rieske Fe/S-Protein (Molik et al.,
2001). Zwei dieser Proteine bilden einen Membrananker aus, und stellen somit cher
untypische ApH/Tat-Substrate dar: das Rieske-Protein und Pfi#f (Karnauchov et al., 1997;
Summer & Cline, 1999). Ein Vergleich der Topologie beider Membranproteine zeigt eine

inverse Orientierung in der Thylakoidmembran. Obwohl beide Proteine einen N-terminalen
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Membrananker ausbilden, bleibt im Fall des Pfif-Proteins die hydrophile C-terminale
Domaine (ca. 500 AS) auf der stromalen Seite, wahrend sie im Fall des Rieske-Proteins (ca.
180 AS) auf die luminale Seite der Thylakoidmembran transportiert wird. Der N-terminale
Bereich des Rieske-Proteins hat vor der Membranverankerung die Funktion des
Thylakoidtransportsignals. Somit ist die Transportinformation Teil des reifen Proteins, eine
weitere Besonderheit fiir dieses ApH/Tat-Substrat.

Eine Auflistung der bereits analysierten ApH/Tat-Substrate zeigt fiir acht der neun Proteine
die charakteristischen Merkmale ApH/Tat-spezifischer Signale: das Zwillingsarginin-Motiv
(RR) vor einer hydrophoben Doméne von 12-18 Aminosduren sowie positive Ladungen in

der C-Region, die mit einem Ala-x-Ala-Motiv abschlie3t (Abb. 1-2).

[ N-Region [ H-Region [ |
16 kD& oo VPESS RR SVI GLVAAGLA GGSFVKAVFA
23 kDa  ...LSKPVQ | CKAQQSHEDDNSAVS RR LALTLLVGAAAV GSKVSPADA
PPO ... ... VI NNNGNQDETNSVD RRN VLLGLGGLYGVANAI  PLAASA
PsbT  ...... ASTSDNTPSLEVKEQSSTTM RRD LMFTAAAAAVCSL AKVANA
PsaN  .......... | KAQRVWGDDVDGSNG RR SAMVFLAATLFSTAAV SASANA
Hof136 oo LSFS RRE LLYQSAAVSLSLSSI V GPARA
P16 LLWK RRE LSLGFMSSLVAI GLVS NDRRRHDANA
o ASLQQRPDEG RRGFLK LLLGNWGLGVPALLG DGXAYA
Rieske  ............. ASS| PADRVPDMVE KRK TLNLLLLGALSLPTGYM.VPYATFFV PPGTGG . .

Abb. 1-2  Auflistung der Signalpeptide bislang analysierter plastidirer ApH/Tat-Substrate. Dargestellt sind die
Sequenzen der entsprechenden Arabidopsis-Proteine, mit Ausnahme der PPO-Sequenz aus Tomate (*) und
der Pfif-Sequenz aus Tabak (**). Charakterische Merkmale ApH/Tat-spezifischer Signale sind
hervorgehoben: das Zwillingsarginin-Motiv ist rot, die H-Region ist blau, die positiven Ladungen der C-
Region sind griin dargestellt. Das Al-x-Ala Motiv ist unterstrichen.

Nur das Signal des Rieske-Proteins féllt durch Abweichungen in mehreren Merkmalen auf.
So zeigt es statt des Zwillingsarginins eine KR-Sequenz, die hydrophobe Doméne ist mit
26 Resten entschieden ldnger als durchschnittliche H-Regionen, die C-Region 1a6t weder
positive  Ladungen  (Sec-avoidance  motif) noch ein  Ala-x-Ala-Motiv  als
Prozessierungsstelle erkennen (Abb. 1-2). Obwohl sich das Thylakoidtransportsignal des
Rieske-Proteins so stark von typischen ApH/Tat-Signalen abhebt, besitzt es doch fiir
fremde Passagierproteine die volle Funktionalitit als thylakoiddirigierendes
Transportsignal (Madueno et al, 1994; Molik, 2000). Neben diesen strukturellen
Besonderheiten wurde fiir das plastidire Rieske-Protein auch ein ungewohnliches
Transportverhalten innerhalb isolierter Organellen beobachtet (Molik et al., 2001). Statt

einer vollstindigen Lokalisation des importierten Proteins in der Thylakoidmembran, dem
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endgiiltigen Wirkort, zeigt der iiberwiegende Teil eine zeitweilige Akkumulation im
Stroma. Nur Hcf136 als weiteres plastiddres ApH/Tat-Substrat verhélt sich dhnlich (Hynds
et al., 2000).

Im Gegensatz zu allen bislang analysierten ApH/Tat-Substraten des Chloroplasten zeichnet
sich das Rieske-Protein durch die Anwesenheit eines Cofaktors, ein [2Fe-2S]-Zentrum, aus.
Die Fihigkeit der ApH/Tat-Translokase zum Transport gefalteter Proteine wiirde fiir solche
Substrate von Bedeutung sein, die im Stroma die Insertion eines Cofaktors bzw. ihre
Faltung erfahren. Im Gegensatz zum bakteriellen Tat-Weg, wo die Faltung bzw. die
Cofaktorinsertion eine Voraussetzung fiir den Transport iiber die Plasmamembran zu sein
scheint (Palmer & Berks 2003; DeLisa et al., 2003; Jack et al., 2004), ist noch offen, ob das
plastiddre Pendant die gleiche Anforderung an die Substrate stellt (Hynds et al., 1998).
Durch die Bindung eines Cofaktors bietet das Rieske Fe/S-Protein somit eine gute
Moglichkeit, mehr Informationen {iber die Voraussetzung plastiddrer ApH/Tat-Substrate zu

gewinnen.

So wurde der Rahmen dieser Arbeit durch die Analyse des Transportverhaltens des
plastidiren Rieske Fe/S-Proteins gespannt. Ausgehend von der in organello beobachteten
Retardierung des Proteins im Stroma (Molik et al., 2001) sollten die dafiir verantwortlichen
Faktoren bzw. Prozesse identifiziert werden, um so ein detailliertes Bild vom Geschehen
zwischen Chloroplastenhiille und Thylakoidmembran zu bekommen. Als mdglicher
»transportvorbereitender Prozef3 lag der Schwerpunkt auf der Analyse der Fe/S-Cluster-
Assemblierung. Obwohl zu Beginn der Arbeit Informationen zur Biogenese von Fe/S-
Zentren in Bakterien und Mitochondrien reichlich vorhanden waren (Jacobson et al.,
1989 a; Zheng et al., 1998; Lill & Kispal, 2000; Miihlenhoff & Lill, 2000; Seidler et al.,
2001), fehlten sie komplett fiir das plastiddre System. So sollten zu den bereits bekannten
Komponenten aus Bakterien und Mitochondrien homologe Proteine mit
Plastidenlokalisierung, codiert im Arabidopsis-Genom, identifiziert und auf eine
funktionelle Verbindung zum Rieske-Protein hin iiberpriift werden. Um neben den
Kandidaten der plastiddren Fe/S-Cluster-Assemblierung die Suche nach Rieske-
Interaktionspartnern zu erweitern, wurde Co-Immunprézipitation mit Hilfe von
Antikorpern gegen potentielle Interaktaktionspartner durchgefiihrt. Auflerdem sollten durch
die Expression einer stromaakkumulierenden Rieske-Variante in Arabidopsis thaliana und

deren Reinigung weitere Bindungspartner identifiziert werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien in p.a. Qualitdt wurden von folgenden Firmen bezogen:
Biomol (Hamburg), Difco-Laboratories (Detroit, USA), Duchefa (Haarlem Niederlande), ICN
Biochemicals GmbH (Meckenheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg),

Sigma-Aldrich (Miichen). Die verwendeten Radiochemikalien kamen von der Firma Amersham

Biosciences (Freiburg).

2.1.2 Enzyme

Von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Frankfurt am Main) und

Roche Diagnostics (Mannheim) wurden die Restriktionsendonukleasen bezogen. Au3erdem wurden

folgende Enzyme von der entsprechenden Firma verwendet:

Alkalische Phosphatase (shrimp)
AmpliTaq Gold ® DNA-Polymerase
ProteinaseK

Reverse Transkriptase (M-MLV)
T3 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Polymerase

Thermolysin

Trypsin
2.1.3 Reaktionskits

DNA Sequencing Kit (ABI Prism dRhodamine)
Flexi® Rabbit Retikulocyte Lysate System
Nucleobond” AX

NucleoSpin® Extract

NucleoSpin® Plasmid

Quick-Change® Site-Directed Mutagenesis Kit

21.4 Lingenstandards/Marker

DNA Lingenstandard: 1kb Leiter
Protein GréB3enmarker: SDS-7L
SDS-6H

Rainbow"-Marker
HMW (high molecular weight)-Marker

United States Biochemical

Applied Biosystems (Roche Diagnostics)
Sigma-Aldrich

Promega

Stratagene

Roche Diagnostics, MBI Fermentas
MBI Fermentas

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Applied Biosystems
Promega

Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Stratagene

Gibco BRL
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
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215 Antibiotika

Stammlésung Arbeitskonz. Quelle

Ampicillin (Ap) 100 mg/ml 100 pg/ml Serva
Kanamycin (Kn) 50 mg/ml 25-50 pg/ml Serva
Hygromycin (Hyg) 15 mg/ml 15 pg/ml Duchefa
Cefotaxim (Cef) 250 mg/ml 500 pg/ml Duchefa
Gentamycin (Gm) 10 mg/ml 10 pg/ml Duchefa
Rifampicin (Rif; in DMSO) 100 mg/ml 100 pg/ml Fluka
2.1.6  Kulturmedien

Bakterienpepton Difco

Bacto-Agar BD Biosciences

Hefeextrakt Roth

Rindextrakt Difco Laboratories

Micro-Agar Duchefa

Murashige & Skoog Duchefa
2.1.7 Nukleinsguren und Oligonukleotide
RNA-Cap-Strukturanalogon New England Biolabs

Desoxyribonukleotide, Ribonukleotide

Roche Diagnostics

Die Oligonukleotide fiir die PCR (Primer) wurden bei den Firmen Metabion und MWG-Biotech

GmbH bestellt:

¢ Rieske-KKya- Expression (Metabion):

Xbal Bel
5" KKpa 5 TCTAGACCTTGATCAGITATGATAATCTCCATC 37
Bgl 1T
3" KKya 5" AGATCTTGCAGACCACCACGGEEECTTC 37

*  Mutagenese-Primer (MWGQG):

5" 16-tpp 5" GGTTCGTTTGI TCCGEGT GGTCGTGCCGECACTGGT GG 37
3" 16-tpp 5" CCACCAGT GCCGGCACGACCACCCGGAACAAACGAACC 37
5" 33-tpp 5" GCTCTTATCGCCCCGEEEEGAGGT GCCGECACT GG 3
3" 33-tpp 5" CCAGT GCCGECACCT CCCCCCGEEECGATAAGAGC 37

e Rieske H128Q (Metabion):

3" H128Q 5" TTGGGATCCTTGGCATGG 37
e AtNfu2 (Metabion):
5" Nfu2: 5" TCTCGATCGTGAAGCAGAAA 37
3’ Nfu2: 5" GAATCAAAAATAGGCCTTGTATAT 37

»  Standardprimer (Metabion):

M13 forward L.A.: 5" GGTTTTCCCAGICACGACGITG 37

M13 reversed L.A.: 5" CACACAGGAAACAGCTATGACC 3
T3: 5" AATTAACCCTCACTAAAGGG 37
T7: 5" TAATACGACTCACTATAGGG 37
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2.1.8 Bakterienstdmme und Vektoren

Bakterienstimme:

Escherichia coli K12 DH5a:

GM2163:

Agrobacterium tumefaciens

GV3101 (pMP90, pSoup)

Vektoren:

Pflanzenvektoren:

F @80dAlacZ AM15 A(lacZY A-argF) U169 endA1l recAl
hsdR17 (r,'my") deoR thi-1 supE44 A- gyrA96 relAl
(Hanahan, 1983)

F ara-14 leuB6 thi-1 thuA31 1AtY1 tsx-78 galK2 galT22

glnV44 hisG4 1 rpdL136 (Str') xyl-5 dam13::Tn9 (Camr) dcm-6
merB1 hsdR2(rym, ") merA

(New England Biolabs)

C58C1 Rif Gm' T¢' Koncz & Schell, 1986
Hellens et al., 2000

pBluescript KS- Ap' Stratagene

pBAT Ap' Annweiler et al., 1991
pGEM Teasy Ap' Promega

pUC57 Ap' MBI Fermentas
pGreenlIl 0129 Kn', Hyg' Hellens et al., 2000
pPE1000 Ap' Hancock et al., 1997
pRT100 Ap' Topfer et al., 1987

2.1.9 cDNA-Klone

Die in Tab. 2-1 aufgelisteten Klone wurden zwar im Rahmen dieser Arbeit verwendet, sind aber
bereits in frilheren Arbeiten des Labors beschrieben worden und standen somit zu Verfiigung. Falls
noch nicht geschehen, wurden sie in den pBAT-Vektor umkloniert. Alle Konstrukte haben somit
eine T3->T7 Orientierung und kdnnen mit No¢/ fiir die in vitro-Transkription linearisiert werden.
Die Abb. 2-1 soll die Anteile des Rieske-Proteins an den verschiedenen Chiméren und ihre
Nomenklatur verdeutlichen.

Vorstufenprotein

AS -68 bis -1
NHo

Transitpeptid:
stromadirigierend

reifes Protein
AS 1 bis 48

Original: PGGGA
tpp: GNAMA

Membrananker (h):
thylakoiddirigierend

Ri tpp/...

Abb. 2-1  Schematische Darstellung des Rieske Fe/S-Proteins (Spinacia oleracea). Der Umfang des Transitpeptids,
des Membranankers und der luminalen Doméne (AS, Aminoséuren) sowie die Zusammensetzung bzw.
Bezeichnung der chiméren Proteine ist abgebildet. Die Sequenz der generierten TPP-Schnittstelle aus
Plastocyanin (tpp) bzw. die entsrechende Originalsequenz des Rieske-Proteins ist angegeben.
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Tab.2-1 Zusammenstellung der zur Verfiigung stehenden cDNA-Klone.

Nr. Be;::)igi:ll(n{go?en) Erliuterung beschrieben in
L R R e e Yoo e S S| St 98
| e T G P | o
3 Ri-KK 1 mit KR zu KK Modifikation Weidlich, 1998
4 Ri tpp/23 luminale Domine aus 2 durch reifes 23 kDa-Protein ersetzt Molik, 2000
5 23 kDa, 23/23 23 kDa-Untereinheit des Wasserspaltungsapparates des PSII (Spinat) Clausmeyer, 1992
6 Ri_1124S 1 mit AS-Austausch Ile124 zu Ser (Negativkontrolle) Karnauchov, 1998
7 Ri_C125S 1 mit AS-Austausch Cys125 zu Ser (Ligand) Karnauchov, 1998
8 Ri_CI127S 1 mit AS-Austausch Cys127 zu Ser (Disulfidbriicke) Karnauchov, 1998
9 Ri_H128Q 1 mit AS-Austausch His128 zu Gln (Ligand) Karnauchov, 1998*
10 16/Ri-h TP des 16 kDa-Proteins in Verbindung mit der luminlen Doméne aus 1 Molik, 2000
11 23/Ri-h TP des 23 kDa-Proteins in Verbindung mit der luminlen Doméne aus 1 Molik, 2000
12 33/Ri-h TP des 33 kDa-Proteins in Verbindung mit der luminlen Doméne aus 1 Molik, 2000
13 PC/Ri-h TP des Plastocyanins in Verbindung mit der luminlen Doméne aus 1 Molik, 2000

Mit (*) gekennzeichneter Klon wurde im Rahmen dieser Arbeit neu erstellt. Alle cDNA-Klone befinden sich im pBAT-Vektor mit der

Orientierung T3 -> T7 und kénnen mit Not! fiir die in vitro-Transkription linearisiert werden. TP, Transitpeptid.

2.1.10 Antikbrper

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tab. 2-2 zusammengefal3t.

Tab. 2-2  Zusammenstellung der verwendeten Antikorper.
verwendeter zu detektierendes . .. Beschreibung
Antikdrper Antigen gerichtet gegen Charge | Verdiinnung bzw. Bezug
oRi plastidéres Rleske- plastidéres R}eske-Protem, 07.10.96 1:2000 Berghofer,
Protein Spinat 1998
a33 33 kDa-Protein 33 kDa-Protein, Spinat 16.11.95 1:1000 Berlgghg%fer’
. ) Berghofer,
aCFoll CFoll CFoll, Spinat 23.07.97 1:2000 1998
. . Berghofer,
aSecA cpSecA cpSecA, Spinat 02.11.95 1:1000 1998
aSecY cpSecY cpSecY 20.02.96 1:2000 C. Robinson
ORuA Rubisco-Aktivase RuA - 1:10 000 A. R. Portis
aFth cpSRP54 Fth (P48), E. coli - 1:2000 ?
aHsp60 Cpn60 mtHsp60, S. cerevisiae - 1:2000 T. Langer
aHsp70 cpHsp70 SSC (Hsp70), S. cerevisiae - 1:2000 T. Langer
. . Roche
oaHA* HA-Peptid HA-Peptid - 1:1000 . .
Diagnostics

Mit (*) gekennzeichneter Antikdrper wurde in Ratte erzeugt. Alle anderen Antikdrper stammen aus Kaninchen und

wurden als Serum verwendet.
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Als sekundire Antikorper kamen mit angegebener Verdiinnung zum Einsatz:

Anti-Rabbit-1gG Peroxidase-Konjugat 1:30 000 Sigma-Aldrich
Anti-Rat-IgG Peroxidase-Konjugat 1:1000 Sigma-Aldrich

2.1.11  Séulenmaterial und Membranen

Sadulenmaterial: Anti-HA Affinity Matrix Roche Diagnostics
ProteinA-Sepharose Amersham Biosciences
PVDF-Membran: Immobilon-P Transfer Membrane Millipore

(Porengrofle 0,45 uM)

2.1.12 Pflanzenmaterial

Der verwendete Spinat (Spinacia oleracea L., Sorte ,,Lina“) wurde als hydroponische Kultur in
Néhrsalzlosung angezogen. Die Losung wurde mittels Aquariumpumpen stindig beliiftet. Die
Anzucht erfolgte in Klimakammern unter Kurztagbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) bei 20
bis 25 °C. Geerntet wurden 3-4 Monate alte Pflanzen.

Nihrsalzlosung: 6 mM KNO; Spuren: 46 pM H;BO;
4mM Ca(NOs), 9 uM MnCl, x 4 H,0
2mM MgSO, 0,77 uM ZnSO,4 x 7 H,0
2mM KH,PO, 0,32 uM CuSO, x 5 H,O
0,04 mM Fe-EDTA 0,12 pM Na,MoO,
Spuren

Die Erbsen-Keimlinge (Pisum sativum L., Var. ,Feltham First“) wurden 7-10 Tage nach der
Aussaat in Erde und Anzucht unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkelheit) geerntet. Die

Blatter der jungen Pflanzen waren dabei groB3tensteils noch geschlossen.

Arabidopsis  thaliana (L.) HEYNH. Okotyp Columbia (col 5-13) wurde in Erde unter
Kurztagbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) kultiviert. Die Bliiten- und Samenbildung erfolgte
unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkelheit).

2.2 Methoden

Die hier aufgefiihrten Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt:

Ligation, Plasmidtransformation in E. coli, Isolation von Plasmid-DNA nach Birnboim &
Doly (1979), DNA-Restriktion, Agarosegelelektrophorese,

Plasmidpréparationen, DNA-Extraktionen und DNA-Sequenzierungen wurden nach den

Angaben des Herstellers des jeweiligen Kits durchgefiihrt.
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Molekularbiologische Methoden

2.2.1 In vitro-Synthese von Proteinen

in vitro-Transkription

Die zur in vitro-Transkription eingesetzte Plasmid-DNA wurde mit dem Nucleobond® AX Kit
(Macherey & Nagel) aus E. coli isoliert. Um eine effiziente RNA-Synthese zu erreichen, wurden
die Plasmide hinter der inserierten cDNA mittels Restriktionsenzym linearisiert. Alle hier
verwendeten Konstrukte befanden sich in der T3 -> T7 Orientierung im pBAT-Vektor und wurden

mit Notl linearisiert (Tab. 2-1).

in vitro-Transkriptionsansatz: 2,0 ul  linearisierte DNA (1mg/ml)
3,3ul  H,O (DEPC-behandelt)
5,0 ul 5 x T3-Puffer
5,0 ul  Ribonukleotide (2,5 mM ATP, CTP, UTP; 0,25 mM GTP)
7,5ul 100 mM DTT
1,2 ul 10 mM CAP-Strukturanalogon (New England Biolabs)

0,5 ul  RNase-Inhibitor 50 U/pl (MBI Fermentas)
0,5 ul T3 RNA-Polymerase 50 U/ul (Stratagene)
Gesamtvol. 25 ul

Ansatz 30 min bei 37 °C inkubieren
1,0 ul 11,25 mM GTP zugeben
Ansatz weitere 30 min bei 37 °C inkubieren

Das Volumen der Ansitze wurde mit Wasser (DEPC-behandelt) auf 100 pl erhdht; 4 pl davon
wurden auf einem nicht-denaurierenden 1,4%igen Agarosegel (5 mM Na-Acetat pH 7,0, 20 mM
MOPS, 1 mM EDTA) bei 50 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die RNA des restlichen
Transkriptionsansatzes wurde durch Zugabe von 5 pl 4 M Ammoniumacetat und 2,5 Vol. Ethanol

bei —20 °C ausgefillt und gelagert.

in vitro-Translation

5 ul der geféllten RNA wurden 30 min bei 21 000 g (15 300 UpM, Sigma 3K12; Rotor: 12154-H)
und 4 °C pelletiert. Das trockene Pellet wurde mit 12,5 ul des Translationsansatzes versetzt und 90

min bei 30 °C inkubiert. Die Ansétze konnten dann bei —80 °C gelagert werden.

in vitro-Translationsansatz: 4,35 ul H,O (DEPC-behandelt)
6,25 ul Retikulocytenlysat (Promega)
0,90 ul 1 M KCI
0,25 ul 100 mM DTT
0,25 ul 100 mM Aminosduremix (minus Met bzw. Cys)
0,50 ul [*°S]-Methionin (oder [*’S]-Cystein)
Gesamtvol. 12,5 ul
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2.2.2 Mutagenese der TPP-Schnittstelle in den Konstrukten 16/Ri-h und 33/Ri-h

Die TPP-Schnittstelle der chimdren Konstrukte 16/Ri-h und 33/Ri-h wurde durch gezielten
Basenaustausch auf DNA-Ebene in die PGGGA-Sequenz des Rieske-Membranankers iiberfiihrt:

TPP

« 16/Ri-h Ala - x - Alaﬂ

Protein (orig.): Ay Ser Phe Val Lys Ala Val Leu Ala|@y Thr Ay Gy
DNA (orig.): GGI TCG TTT GIT AAG GCT GIT CIT GCC|GEC ACT GGTI GGA
DNA (mutag.): GGT TCG TTT GIT CCG GGT GGT GGT GCC|GGC ACT GGT GG

Protein (mutag.): @y Ser Phe Val Pro Gy Ay Gy Ala|lGy Thr Ay Gy

« 33/Ri-h Ala — x — Ala
Protein (orig.): Ala Leu Ile Ala Ser Ay Ala Asn Ala|l@y Thr Ay Gy
DNA (orig.): GCT CTT ATC GCC TCG GGG GCA AAT GCC|GEC ACT GGTI GGA
DNA (mutag.): GCT CTT ATC GCC CCG GGG GGA GGI GCC|GEC ACT GG

Protein (mutag.): Ala Leu Ile Ala Pro Ay Ay Ay Ala|Gy Thr Ay Gy

Mutagenese mit dem Quick-Change® Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE)

Die zu modifizierende Plasmid-DNA wurde mit den verdnderten Primern (16-tpp bzw. 33-tpp,
Kapitel 2.1.7) in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Die PCR-Produkte konnten anschlieBend mit dem
Restriktionsenzym Dpnl, das nur methylierte bzw. hemimethylierte DNA schneidet, inkubiert
werden. So erfolgte der Abbau der original DNA und iibrig blieben Plasmide mit der gewiinschten
Modifikation. Diese konnten durch Elektroporation in E. coli-Zellen eingebracht werden. Die
Selektion erfolgte auf LB-Platten mit Ampicillin. Die erfolgreiche Mutagenese wurde durch

Sequenzierung der Plasmid-DNA iiberpriift.

PCR-Ansatz: 40 pl H,0 PCR-Programm:

5 ul 10xPuffer .
1 ul dNTP-Mix (1) 95°C 30 sek

, 2) 95°C30sek Denaturierun
tul 3’16—tpp bzw. 33-tup (125 ng) 533 55°C 1 min Annealing ¢
I'ul5°16-tpp bzw. 33-tpp (125 ng, (4) 68°C 4 min Elongation
1 ul Plasmid-DNA (25 ng)

1 ul PfuTurbo® . .
DNA-Polymerase (2,5 U/ul) (5) zuriick zu (2); 18 Zyklen

(6) 68 °C 12 min

51 pl Gesamtvol. (7) 4°C ~
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2.2.3 Klonierung der AtINFU2-cDNA

Praparation von Gesamt-RNA aus Arabidopsis-Pflanzengewebe

Extraktionspuffer: 100 mM Na-Acetat pH 5,0
I mM Na-EDTA
4 % (w/v) SDS

8 M LiCl mit 0,2 % (v/v) DEPC behandelt

Die Isolierung der RNA aus Arabidopsis-Pflanzengewebe wurde nach Eggermont et al. (1996)
durchgefiihrt. Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde im vorgekiihlten Mdrser (fliissiger N)
moglichst fein zerkleinert und mit 2 ml eines 1:1 Gemisches aus Extraktionspuffer und saurem
Phenol/Cl versetzt. Wenn moglich, wurde die Probe weiter zerkleinert. Die aufgetaute Probe konnte
in ein 2 ml-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und 5 min bei 12 000 UpM und 4 °C zentrifugiert werden
(Sigma 3K12; Rotor: 12154-H). Der wissrige Uberstand wurde abgenommen, weitere 2 x
phenolisiert (je 1 Vol. saures Phenol), jeweils 5 min geschiittelt und zentrifugiert. Der wissrige
Uberstand wurde mit 1 Vol. Chloroform versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. Aus dem Uberstand
wurde die RNA durch Zugabe eines /2 Vol. 8§ M LiCl und einer Inkubation von mindestens 1 h bei
—20 °C ausgefillt. Die RNA wurde durch Zentrifugation 10 min bei 12 000 UpM pelletiert, 2 x mit
70%igem Ethanol (mit DEPC-behandeltem Wasser) gewaschen und in 50 ul DEPC-behandeltem
Wasser aufgenommen. Die RNA-Konzentration wurde durch die Absorption bei 260 nm bestimmt

(OD1 =40 pg/ml). Die RNA wurde nun zur Erststrangsynthese eingesetzt.

Erststrangsynthese/Reverse Transkription

Reverse Transkription: 1,5 ug RNA
2 ul oligo dT (100 pg/ml)
H,0 ad 10 pl

* 5 min bei 70 °C -> Denaturierung
e auf Eis abkiihlen und folgendes zugeben

5ul 5 x Reverse-Transkriptase-Puffer
5ul dNTPs (4 x 2,5 mM)
1 ul  Reverse Transkriptase, 200 U/ul (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-MLV RT, PROMEGA)
H20 ad M

¢ Ansatz 1 hbei 37 °C inkubieren -> cDNA-Synthese

Die cDNA konnte nun in eine PCR Reaktion mit spezifischen Primern (3'Nfu2, 5'Nfu2; Kapitel

2.1.7), die zur Amplifikation des gewiinschten Stiickes fiihren sollten, eingesetzt werden.
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PCR-Ansatz: PCR-Programm:

1ul des Ansatzes ,,Reverse Transkription (1) 95°C 5 min

4 ul dNTPs (4 x 1,25 mM)
2,5 ul 10 x Polymeras-Puffer
1,5 ul MgCl; (25 mM) 4

lul  Primer] 3'Nfu2 (20 uM) )

1 ul Primer II 5°Nfu2 (20 uM) . .

0,25 pl DNA-Polymerase 5 U/ul (dmpliTag Gold ®) (5) zuriick zu (2); 29 Zyklen

(2) 95°C 45 sek
(3) 56 °C 45 sek
72 °C 1 min

(6) 72°C 5min
H,0 ad 25 ul o aoc -

Aufgrund schwacher Amplifikation in der ersten PCR wurde ein zweite PCR mit den Produkten der
ersten Runde als template (1ul des PCR-Ansatzes) durchgefiihrt. Das ca. 800 bp-Fragment konnte
nun Uber ein praparatives Agarosegel gereinigt und in den pGEM Teasy-Vektor (PROMEGA) ligiert
werden. Nach Transformation, Selektion und Kultivierung der E. coli-Zellen wurde die Plasmid-
DNA isoliert (NucleoSpin® Plasmid, Macherey & Nagel) und sequenziert (DNA Sequencing Kit,
Applied Biosystems). Die korrekte AtNfu2-cDNA wurde in den pBAT-Vektor {iberfiihrt und stand
nun fiir die in vitro Transkription/Translation zur Verfiigung.

Weitere, hier verwendete cDNA-Klone waren als Voll-Léangen Version erhéltlich (RIKEN, DNA
stock center,; Tab.3-2).

2.2.4 Erstellung der Rieske-Konstrukte zur Expression in Arabidopsis thaliana

Die einzelnen Klonierungsschritte sind in Abb. 2-2 A zusammenfassend dargestellt. Im ersten
Schritt wurde auf Basis der Rieske-cDNA (KR bzw. KK Version) eine PCR mit modifizierten
Primern (Kapitel 2.1.7), die die Generation der bendtigten Restriktionsschnittstellen ergaben,
durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde in den pGEM Teasy-Vektor integriert. Nach
Amplifikation des Vektors wurde die Rieske-cDNA mit den in Schritt 2 (Abb. 2-2 A)
angegebenen Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in den Pflanzenvektor pPE1000
eingefligt, so daB8 der dort vorhandene Hdmagglutinin (HA)-Peptid-codierende Bereich
Leserahmen-korrekt an das 3'-Ende der cDNA angefiigt wurde. Ebenfalls konnte die
Terminatorsequenz der Nopalinsynthase (Nos 37) fiir die weitere Klonierung genutzt
werden. Um das Konstrukt mit dem lichtregulierten Promotor des psaD2-Gens zu
kombinieren, wurde es in Schritt 3, wie in Abb. 2-2 A angegeben, ausgeschnitten und mit
dem im pUCS57-Vektor befindlichen PsaD2-Promotor verbunden. In Schritt 4 wurde das
komplette Konstrukt (Promotor - Leserahmen fiir das Rieske-Protein [KK bzw. KR] - HA-
Peptid - Terminator) iiber die Kpnl-Schnittstelle aus dem pUCS57 in den pGreenll 0129-
Vektor integriert (Abb. 2-2 A und B) . Eine Schematische Karte dieses Vektors ist in Abb.
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2-2 B dargestellt.

Er
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Gen fur

die

Hygromycinresistenz. Bei der Amplifikation in A. tumefaciens bzw. E. coli wird die

Kanamycinresistenz als Selektionsmarker genutzt (nptl).

Abb. 2-2
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Klonierungsstrategie zur Erstellung des Rieske-KK(KR)y-Konstruktes zur Expression in A. thaliana

(A) und die Integration in den T-DNA Vektor pGreenll 0129 (Hellens et al., 2000; B). Der Pfeil in Teil
(B) gibt die Orientierung des cDNA-Konstruktes an. Weitere Einzelheiten im Text.
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Biochemische Methoden

2.25 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde basierend auf der Methode von Laemmli (1970) durchgefiihrt. Dabei kamen
10-17,5%ige Gradientengele (Tab. 2-3) bzw. Mini-Gele (Tab. 2-4, Hoefer-Gelsystem, AMERSHAM)

unterschiedlicher Acrylamidkonzentrationen zum Einsatz.

30 % Acrylamidldsung: 29,2 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Methylenbisacrylamid
4x Laemmli-Probenpuffer: 0,25M Tris/HCl pH 6,8
8 % (W/v) SDS
40 % (w/v) Glycerin
20 % (w/v) B-Mercaptoethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
10 x Laufpuffer: 250 mM Tris
1,95 M Glycin
1% SDS
Tab. 2-3  Pipettierschema fiir ein 10-17,5%iges Gradientengel der Gréfle 350 x 270 x 1 mm (Maxi-Gel).
Trenngel Trenngel Sammelgel
10 % 17,5 % 5%
H,O 15,4 ml - 7,0 ml
30 % Acrylamid 14,3 ml 23,3 ml 1,7 ml
2 M Tris/HCI pH 8,8 7,5 ml 7,5 ml -
1 M Tris/HCI pH 6,8 - - 1,2 ml
80 % Saccharose 2,4 ml 8,8 ml -
10 % SDS 400 pl 400 pl 100 pl
10 % APS 160 ul 160 pl 80 ul
TEMED 16 pl 16 ul 8 ul
Gesamtvolumen (ca.) 40 ml 40 ml 10 ml
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Tab. 2-4  Pipettierschema fiir je 4 Mini-Gele (Hoefer-System) unterschiedlicher Acrylamidkonzentration.

12 % 15 % 17 % Sa“s“',ﬂ'/‘;'ge'
H,O 12 ml 9 ml 7 ml 7,0 ml
30 % Acrylamid 12 ml 15 ml 17 ml 1,7 ml
2 M Tris/HCI pH 8,8 5,5 ml 5,5ml 5,5 ml -
1 M Tris/HCI pH 6,8 - - - 1,2 ml
10 % SDS 0,3 ml 0,3ml 0,3 ml 100 pl
10 % APS 180 pl 180 pl 180 pl 80 ul
TEMED 18 ul 18 pl 18 pul 8 ul
Gesamtvolumen (ca.) 30 ml 30 ml 30ml 10 ml
2.2.6 Farbung von Proteinen
Coomassiefarbung
Férbelosung: 45,4 % (v/v) Methanol Entfarber I: 20 % (v/v) Methanol
9,2 % (v/v) Essigsédure 7 % (v/v) Essigsdure
0,25 % (w/v) Coomassie G-250
Entfarber II: 50 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

Die Farbung der Gele erfolgte mind. 30 min bei 50 °C. AnschlieBend wurden sie mit Entfarber I bei

50 °C so lange entférbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren (ca. 1 h). Fiir weitere 30 min

erfolgte die Inkubation der Gele im Entfarber II bei RT. AnschlieBend wurden sie 2 h bei 80 °C im

Vakuum getrocknet und schlieBlich auf Phosphorimagerplatten (FUJIFILM) exponiert. Die

Auswertung der Autoradiogramme erfolgte mit Hilfe des Phosphofluoroimagers Fujifilm FLA-

3000 und dem Programm AIDA (advanced image data analyzer, RAYTEST/FUJIFILM).

Silber-Farbung

Die Losungen fiir die Silberfarbung wurden in Glasgefdlen mit bidestilliertem Wasser

angesetzt. Um eine Verunreinigung der Gele zu vermeiden, wurden Handschuhe getragen.

100 ml Losung ist fiir die Behandlung eines Gels der Fldche 20 x 20 cm ausreichend.
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1) Fixierlosung: 50 ml Methanol Einzelschritte:

12 ml Essigséure
50 ul 37 % Formaldehyd
H,0 ad 100 ml

Gel mind. 1 h in Lésung 1 schiitteln

3 x 20 min in Losung 2 Waschen

2) Ethanol-Waschldsung: 50 % Ethanol
genau | min in Losung 3 inkubieren
3) Thiosulfat-Losung: 0,2 g/l Na,S,0;
3 x 20 sek mit bidest. H,O waschen
4) Silbernitrat-Losung: 0,2 g AgNO;
75 pl 37 % Formaldehyd 20 min in Lésung 4 inkubieren

H,0 ad 100 ml
3 x 20 sek mit bidest. H,O waschen

5) Entwickler-Losung: 6 g Na,COs
50 ul 37 % Formaldehyd N . .
2 ml Thiosulfat-Lésung (0,2 g/1) it Losung 5 bis zur gewiinschten
H,0 ad 100 ml Signalstérke entwickeln
6) Stopper-Losung: 50 % Methanol
12 % Essigsdure Entwicklung mit Losung 6 abstoppen
(10 min)
7) Lagern/Trocknen: 40 % Methanol
10 % Essigsé@ure Lagerung bis zur Trocknung erfolgt in
4 % Glycerin Losung 7 (mind. 20 min)
8) Folien-Losung: 35 % Ethanol

zum Trocknen bendtigte Folien
(Cellophan, BUROPA-GMBH) werden
in Losung 8 eingeweicht

2 % Glycerol

2.2.7 Native Auftrennung von Membranproteinkomplexen: Blue native-PAGE

Zur Analyse vom Membranproteinkomplexen wurde die Blue native-Technik genutzt
(Schéagger und Jagow, 1991; Schigger et al., 1994; Karnauchov, 1998). Dazu wurden die
Thylakoidmembranen mit dem milden Detergens Digitonin solubilisiert und die so

gewonnenen Proteinkomplexe konnten auf einem Blue native-Gel aufgetrennt werden.

Die Solubilisierung der Thylakoide (30 pg Chlorophyll entsprechend) erfolgte nach Zugabe
von 15 pl Lysepuffer (Tab. 2-5) und 7,5 pul 5 % Digitonin (frisch angesetzt und bei 98 °C
gelost) 1 Stunde bei 4 °C auf dem Drehrad (Rotator, SAUR). Nicht-solubilisierte
Membranen wurden durch Zentrifugation, 1 h bei 40 000 g und 4 °C, pelletiert. Die
Uberstinde wurden in frische Reaktionsgefife iiberfiihrt und mit 1,5 pl 5 % Coomassie G-
250 (gelost in 500 mM e-Aminocapronsdure) versetzt. Nach 10 miniitiger Inkubation auf
Eis wurden die Proben nochmals bei 40 000 g 5 min zentrifugiert, der Uberstand wurde
mittels 5-13%igen Blue native-Gradientengel (Tab. 2-6) aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte
entweder liber Nacht bei 120 V oder fiir 4 Stunden bei 500 V (max. 15 mA) mit einer

Einlaufphase von 45 min bei 80 V. Nach dem Lauf konnten die Gele entweder ca. 30 min
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fixiert (50 % Methanol, 12 % Essigsédure), anschlieBend 2 Stunden bei 80 °C getrocknet
und auf Phosphorimagerplatten exponiert werden oder es erfolgte eine Auftrennung in der

zweiten Dimension (2D-Analyse; Kapitel 2.2.9).

Tab.2-5 Zusammensetzung des Lysepuffers zur Solubilisierung von Membranproteinkomplexen als
Vorbereitung zur BN-PAGE.

Volumen Endkonzentration
2 M e-Aminocapronsédure 250 ul 1M
0,5 M Bis-Tris, pH 7.0 50 ul 50 mM
0,5 M EDTA, pH 8,0 Sul 5 mM
0,1 M DTT 5ul 1 mM
0,1 M PMSF (in Isopropanol) Sul 1 mM
0,1 M MgCl, 2,5 ul 0,5 mM
H,O 182,5 ul -
Gesamtvolumen 500 ul

Tab. 2-6 _ Pipettierschema fiir ein 5-13%iges Blue native-Gradientengel der Grofie 200 x 200 x 1 mm.

Trenngel Trenngel Sammelgel

5% 13 % 4%
H,O 6,6 ml 1,6 ml 5,0 ml
30 % Acrylamid 2,7 ml 6,9 ml 1,3 ml
2 M e-Aminocapronsédure 4,0 ml 4,0 ml 2,5ml
0,5 M Bistris pH 7,0 1,6 ml 1,6 ml 1,0 ml
Glycerin 1,0 ml 1,7 ml -
5 % Digitonin 100 pl 100 pl 60 pl
10 % APS 70 pl 70 pl 90 pl
TEMED 7 ul 7 ul 9 ul
Gesamtvolumen 16 ml 16 ml 10 ml

Laufpuffer: Kathode (-) 50 mM Tricin, 15 mM Bis-Tris (ergibt pH 7,0)

0,0075 % Coomassie G-250 (37,5 mg/500 ml)

Anode (+) 50 mM Bis-Tris pH 7,0
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2.2.8 Auftrennung l6slicher Proteinkomplexe des Stromas

Colorless native (CN)-PAGE

Durch folgende Anderungen 148t sich aus der Blue native-PAGE die Colorless native-PAGE zur
Trennung I6slicher Proteinkomplexe ableiten (Schéagger et al., 1994): (i) in den CN-Gelen wird auf
die Zugabe von Digitonin verzichtet, ansonsten entspricht die Zusammensetzung den Angaben in
Tab. 2-6. (i1) Der Kathoden-Laufpuffer der BN-PAGE wird hier ohne Coomassie-G250-Farbstoff

verwendet. (iii) Der Probenpuffer setzt sich wie folgt zusammen:

5 x CN-Probenpuffer: 250 mM Bis-Tris pH 7,0
50 % Glycerin
0,004 % Ponceau S

Tris-Glycin (TG)-PAGE

Die native Tris-Glycin-PAGE basiert auf dem System der SDS-PAGE von Laemmli (1970; Kapitel
2.2.5). Gele, Proben- und Laufpuffer enthalten jedoch kein SDS. Die Zusammensetzung eines

nativen Tris-Glycin-Gradientengels ist in Tab. 2-7 aufgelistet.

Tab.2-7  Pipettierschema fiir ein natives 5-13%iges Tris-Glycin-Gradientengel der Gréfie 200 x 200 x 1 mm.

Trenngel Trenngel Sammelgel

5% 13 % 4%
H,O 9,2 ml 4,3 ml 7,6 ml
30 % Acrylamid 2,7 ml 6,9 ml 1,3 ml
2 M Tris/HCI pH 8,8 3,0 ml 3,0 ml -
1 M Tris/HCI pH 6,8 - - 1,0 ml
Glycerin 1,0 ml 1,7 ml -
10 % APS 70 pl 70 pl 90 pl
TEMED 7 ul 7 ul 9ul
Gesamtvolumen 16 ml 16 ml 10 ml

2.2.9 Auftrennung von Proteinkomplexen in der zweiten Dimension (2D-Analyse)

2D-Denaturierungspuffer: 1% SDS

1% -Mercaptoethanol
62,5 mM Tris/HCI pH 6,8
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Die Gelstreifen bzw. Gelstlicke wurden 5 min bei 40 °C im 2D-Denaturierungspuffer inkubiert und
weitere 20 min bei RT. Die Gele wurden gut mit bidestilliertem Wasser gespiilt und auf das
vorbereitete SDS-Gel (15%iges Trenngel, 5%iges Sammelgel, Grofie 200 x 200 x 1,5 mm; Kapitel
2.2.5) arrangiert. Die Fixierung des Streifens erfolgte mit 1%iger Agarose (in 1 % SDS und 125
mM Tris/HCI pH 6,8) Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte z.T. unter Benutzung der
Protean “II xi Cell-Apparatur (BIORAD).

2.2.10 Western-Analyse

Elektrotransfer von Proteinen (Western blot)

Der Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran
(Immobilon-P, MILLIPORE) erfolgte mittels SemiDry-Blot Apparatur (OWL) und wurde
entsprechend dem Herstellerprotokoll (Immobilion-P Transfer Membrane User Guide)
durchgefiihrt. Dabei betrug die Transferzeit 1 h bei einer Stromstirke von 2 mA/cm®

Membran. Native Gele wurden vor dem Elektrotransfer einem Denaturierungsprozel3

unterzogen.

Denaturierungspuffer: 1% SDS Kathodenpuffer: (pH ca. 8,5 ohne Einstellen)
0,1 % PB-Mercaptoethanol 25 mM Tris
25mM Tris ' 192 mM Glycin
192mM Glycin 10%  Methanol

Die Denaturierung erfolgt 5 min bei 40 °C im Denaturierungspuffer; eine weitere Inkubation von
15-30 min bei RT schlof sich an. Am Ende wurde der Denaturierungspuffer durch Kathodenpuffer

ersetzt.

Antikérperbindung und ECL-Entwicklung (enhanced chemiluminescence)

10 x PBS: 1,37 M NaCl
27mM KClI
43 mM NazHPO4
5 mM KH2PO4
. Losung II: 1 x PBS
Losung I: 1 x PBS 0,1-1 % (v/v) Tween® 20

0,1-1 % (v/v) Tween® 20
5 % (w/v) Magermilchpulver
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Tab. 2-8 Entwicklerliisung fiir ECL-Reaktion.

Volumen Endkonzentration
1 M Tris/HCI pH 8,3 500 pl 50 mM
250 mM Luminol (in DMSO) 50 ul 1,25M
90 mM Cumarséure (in DMSO) 22 ul 200 mM
8,8 M H,0, (30 %) 3ul 2,7 mM ( 0,009 % )
H,0 ad 10 ml

Nach dem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran 1 h in Losung I inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen. AnschlieBend wurde sie mit dem priméren Antikorper (in Losung I
verdiinnt; 0,125 ml/cm® Membran) weitere 1-2 h inkubiert. Danach wurde 4 x 10 min mit Losung II
gewaschen und nachfolgend mit dem sekundiren Antikorper (z.B. Anti-Rabbit-1gG Peroxidase-
Konjugat, SIGMA-ALDRICH, 1:30 000 in Losungl verdiinnt) 1-2 h inkubiert. Danach wurde
wiederum 4 x 10 min mit Losung Il gewaschen. Die ECL-Entwicklerlosung (Tab. 2-8) wurde frisch
hergestellt (Stammldsungen von Luminol und Cumarsidure wurden bei —20 °C gelagert), wobei ca.
0,125 ml/cm® Membran gerechnet wurde. Die PVDF-Membran wurde 1 min mit dem ECL-
Reaktionsgemisch inkubiert, anschlieBend in Frischhaltefolie eingeschlagen und in einer
Filmkassette zusammen mit einem ECL-Film (Hyperfilm-ECL, AMERSHAM BIOSCIENCES) je nach
Signalstirke 1-30 min exponiert. Der Film wurde abschlieBend entwickelt (Entwickler und Fixierer,

SIGMA-ALDRICH).

2.2.11 Co-Immunprazipitation

Immunprézipitations (IP)-Puffer: 100 mM NaCl

20 mM HEPES/KOH pH 8,3

2,5mM EDTA pH 8,0

,L0mM DTT

0,5 mM MgCl,

0,1 %  Triton X-100
Der Puffer basiert auf den Angaben in der Arbeit von Karnauchov (1998).
In einem ersten Schritt erfolgte die Bindung von Antikérpern an die vorgequollene ProteinA-
Sepharose. Dazu wurde die bendtigte Menge ProteinA-Sepharose abgewogen (etwa 10 mg
ProteinA-Sepharose pro IP-Ansatz), mit etwa dem 10fachen Volumen IP-Puffer versetzt und ca.
10-15 min bei RT inkubiert (Quellung). Der Ansatz wurde 2 x mit IP-Puffer gewaschen und jeweils
2 min bei 11 000 g zentrifugiert. Da sich kein festes Pellet bildet, mufite die Entfernung des
Uberstandes vorsichtig durchgefiihrt werden. Im letzten Waschschritt wurde der IP-Puffer ohne
Triton X-100 verwendet. Die ProteinA-Sepharose lag nun als ca. 10%ige Suspension vor. Die

Antikorper wurden in einer 10fach hoheren Konzentration, wie sie normalerweise flir die Western-

Analyse eingesetzt wurden, zugegeben. Die Ansétze wurden fiir 2 h bei RT auf dem Drehrad
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(Rotator, SAUR) inkubiert. Die ProteinA-Sepharose wurde anschlieBend 2 x mit IP-Puffer
gewaschen und lag am Ende als 5%ige Suspension vor.

Im zweiten Schritt wurde das Antigengemisch (Stromaextrakt, Standardvol. etwa 100 pl pro
Ansatz) mit 2 Vol. der ProteinA-Sepharose-Suspension versetzt und 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert. Nach der Antikorperbindung wurden die Ansétze zentrifugiert (5 min, 11 000 g, 4 °C),
der Uberstand wurde nach Bedarf in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt, mit 4 x Laemmli
Probenpuffer versetzt und 2 min bei 100 °C denaturiert (Uberstand-Fraktion). Das Pellet wurde 3 x
mit [P-Puffer gewaschen. Ein weiterer Waschschritt mit dem IP-Puffer ohne Triton X-100 schlof3
sich an, dabei erfolgte die Uberfiihrung der ProteinA-Sepharose-Suspension in ein neues
Reaktionsgefd. Der letzte Zentrifugationschritt wurde bei ca. 14 000 g durchgefiihrt, um den
Uberstand weitestgehend entfernen zu kdnnen. Das Pellet wurde mit 4 x Laemmli Probenpuffer
(mit 20 % Glycerin) versetzt und 5 min bei 100 °C denaturiert (Pellet-Fraktion). Die beiden
Fraktionen, Pellet und Uberstand, konnten mittels SDS-PAGE analysiert werden.

2.2.12 Versuche mit rekonstituiertem IscA1 aus Synechocystis

Rekonstitution von IscA und Ferredoxin aus Synechocystis

Die Arbeiten dazu wurden hauptséchlich in der Arbeitsgrupe von Dr. Andreas Seidler (Biochemie
der Pflanzen, Fakultidt fiir Biologie, Ruhr-Universitit Bochum) durchgefiihrt und sind in
Wollenberg et al. (2003) beschrieben.

In einem ersten Schritt wurde das in E. coli liberexprimierte IscAl-Protein aus Synechocystis

(siri1417) chemisch bzw. enzymatisch mit einem [2Fe-2S]-Zentrum ausgestattet (rekonstituiert).

IscA-Rekonstitutionsansatz: enzymatisch (e) chemisch (c) Endkonz.
IscA-Protein jeweils 10 nmol bzw. 260 pg (50 uM)
-Mercaptoethanol (14 M) jeweils 85 mM
20 mM HEPES/KOH pH 8,0 ad 200 pl

10 min mit Argon begasen, unter Argon folgendes zugeben:
50 mM Na-Sulfid - 2 ul (0,5 mM)
50 mM Fe(NH,),(SOy), 0,8 ul 0,8 pl (0,2 mM)
50 mM Cystein 2 ul -
IscS (3,5 mg/ml) 4,0 ul -

Beide Ansitze wurden 2 h bei RT inkubiert.

Im zweiten Schritt konnte dann die Ubertragung des IscA-gebundenen [2Fe-2S]-Zentrum auf Apo-
Ferredoxin erfolgen. Dazu wurden 5 nMol des enzymatisch bzw. chemisch rekonstituierten Holo-
IscA mit 2,5 nMol Apo-Ferredoxin, 20 mM HEPES/KOH pH 8,0 und 5 mM DTT in einem
Volumen von 100 ul 1 h bei RT inkubiert. Die Ubertragung erfolgte vergleichsweise unter
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anaeroben (Standard) sowie aeroben Bedingungen. Zur Uberpriifung der Reaktion wurden die
Ansitze auf einem nativen 20%igen Tris-Glycin-Gel mit 20 mM DTT aufgetrennt. Apo- und Holo-
Ferredoxin sind so durch ein charakteristisches Laufverhalten zu unterscheiden.

Das Prinzip dieser Ubertragung sollte im néichsten Schritt auch fiir das Rieske-Protein als Cluster-

Akzeptor angewendet werden.

Das Rieske-Protein als Akzeptor des IscA-gebundenen [2Fe-2S]-Clusters

In diesem Versuch wurde das zuvor rekonstituierte IscA (IscA., in 5 mM DTT bei —80 °C gelagert)

mit dem in vitro-Translationsansatz des Rieske-Vorstufenproteins bzw. des reifen Teils inkubiert:

Ansitze:
1 2 3
ISCArek (2’2 Hg/Hl) 455 Hl - 495 l‘ll (10 Hg)
50 mM DTT (frisch) 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul (5 mM)
in vitro-Translation 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul
20 mM HEPES/NaOH pH 8,0 ad 20 ul 20 ul 20 ul
Ansitz 1 h inkubiert bei 0°C 20 °C 20 °C
5 x Probenpuffer: 8 % (W/v) [3-Mercaptoethanol
1,56 M Tris/HCI pH 6,8

20 % Glycerin
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Die Ansédtze wurden nativ auf einem 10-17,5%igen Tris-Glycin-Gel mit 20 mM DTT aufgetrennt.
Eine Clusteriibertragung sollte, analog dem Ferredoxin, durch ein verdndertes Laufverhalten der

nativ aufgetrennten Proteine sichtbar werden.

In einem weiteren Versuch erfolgte die Inkubation mit IscA, nachdem das Rieske-
Vorstufenprotein in isolierte Erbsenchloroplasten importiert und das Stroma anschlieend reisoliert
wurde. Die Clusteriibertragung sollte nun durch einen gesteigerten Transport in isolierte
Erbsenthylakoide detektiert werden. Der Organellimport (Erbse) erfolgte wie in Kapitel 2.2.18
beschrieben. Die Chloroplasten wurden mit einer Chlorophyllkonzentration von 1 mg/ml in HM-
Puffer (10 mM HEPES/KOH pH 8,0 und 5 mM MgCl,) lysiert. Der reisolierte Stromaextrakt

wurde wie folgt inkubiert:

Ansétze: 1 2 3 Endkonz.
Stromaextrakt 25 wl 25 ul 25 ul

IscArek (2,2 pg/pl) - 9 ul 9 ul (20 pg)
H,0 9 wl - -

50 mM DTT (frisch) 3,8 ul 2,8 ul 2,8 ul (5 mM)
Gesamtvol. 37.8 ul 36.8 ul 36.8 ul

Ansatz 1 h inkubiert bei 20 °C 0°C 20 °C
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Isolierte Erbsenthylakoide (jeweils 30 ug Chl. entsprechendes Pellet) wurden mit den Ansétzen 1
bis 3 resuspendiert, 25 min bei 25 °C im Licht inkubiert und anschlieBend entsprechend den
Angaben in Kapitel 2.2.21 behandelt (in thylakoido-Ansatz).

Pflanzliche Methoden

2.2.13 Gewinnung von Proteinfraktionen aus Arabidopsis-Pflanzenmaterial

Isolationspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,6

2mM EDTA pH 8.0

1 mM MgCl,

frisch zugeben: 1,0 mg/ml Na-Ascorbat

0,5 mg/ml Glutathion, reduziert

Mit nachfolgender Methode 148t sich aus geringen Mengen Pflanzenmaterial (ca. ein Blatt)
die Membranprotein-Fraktion getrennt von der Fraktion 16slicher Proteine gewinnen. Dazu
wurde das geerntete Pflanzenmaterial in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl in fliissigen
Stickstoff eingefroren. Mit einem Zerstérungsstibchen (Dstroy®-Sticks, Biozym) wurde
das gefrorene Material im Reaktionsgefdal moglichst fein zerkleinert. Je nach Menge wurde
die noch gefrorene Probe mit 0,5 - 1 ml Isolationspuffer versetzt. Nachdem das Material
vollstédndig aufgetaut war, konnten die Proben 10 min bei 10 000 UpM (Sigma 3K12, Rotor:
12154-H) und 4 °C zentrifugiert werden. Der Uberstand, der die 18sliche Proteinfraktion
darstellt, wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und nochmals zentrifugiert (5 min
15 000 UpM, 4 °C). Der Uberstand wurde erneut abgenommen und ein Aliquot konnte zur
Proteinbestimmung nach Bradford (1976) eingesetzt werden (Roti® Quant, ROTH). Das
Pellet der ersten Zentrifugation, das die Membranprotein-Fraktion darstellt, wurde 2 x mit
Isolationspuffer gewaschen. Beide Fraktionen eines gemeinsamen Ausgangsmaterials

wurden so in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, dafl gleiche Volumina

stochiometrische Mengen enthalten. Alle Proben wurden 2 min bei 100 °C denaturiert.

2.2.14 Isolierung von Chloroplasten aus Arabidopsis thaliana

Homogenisationspuffer (HP): 330 mM Sorbitol 24,1 ¢
20 mM Tricin/KOH pH 8,4 8,0 ml 1M Tricin/KOH pH 8,4

5 mM EGTA 760 mg

5mM EDTA 744 mg

10 mM Na,CO; 420 mg

0,1 % BSA 400 mg

H,0 ad 400 ml (pH ca. 9 ohne Einstellen)

frisch zugeben: Na-Ascorbat 330 mg/1 132 mg
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5 x Resuspensionspuffer (RP): 1,65 M Sorbitol 45¢
0,1 M Tricin/KOH pH 7,6 1,5ml 1 M Tricin/KOH pH 7,6
25 mM MgCl, 375 ul 1 M MgCl,
12,5 mM EDTA 375 ul 1 M EDTA pH 8,0

H,0 ad 15 ml

Percoll-Stufengradient: 60%ig (10 ml) 80%ig (6 ml)
Percoll 6 ml 4,8 ml
5xRP 2 ml 1,2 ml
H,0 2 ml -

Die Isolierung wurde basierend auf den Angaben in Rensink et al. (1998) durchgefiihrt.

Die Arabidopsis-Pflanzen wurden auf Erde unter Kurztagbedingungen ca. 2-3 Monate kultiviert.
Die Rosettenblétter wurden am Vortag der Chloroplastenisolierung geerntet (40-60 g Frischmasse),
gewaschen, kiihl und dunkel {iber Nacht gelagert. Simtliche Losungen und Zentrifugen/Rotoren
waren bei Benutzung ebenfalls gekiihlt. Das Pflanzenmaterial wurde mit 400 ml HP im Waring
Blendor zerkleinert (4-5 kurze Impulse von 2-3 sek). Das Homogenat wurde durch 2 Lagen
Miracloth (100 pM-Poren; CALBIOCHEM) filtriert und anschlieBend 2 min bei 5000 UpM
zentrifugiert (SLC-250T, SORVALL). Der Uberstand wurde verworfen; das Pellet, je nach GroBe, in
5-8 ml 1 x RP vorsichtig mit einem Pinsel resuspendiert. Zwei Stufengradienten, bestehend aus je 3
ml 80%igem Percoll und 5 ml 60%igem Percoll wurden in 15 ml-Corex-Réhrchen vorbereitet und
auf Eis kiihl gehalten. Das resuspendierte Pellet wurde auf beide Stufengradienten gleichmaBig
verteilt. Die Zentrifugation zur Abtrennung der intakten Chloroplasten (untere Bande) wurde bei
5000 UpM 15 min im swing out-Rotor durchgefiihrt (ST-H50, SORVALL). Bis zur griinen Bande
auf der unteren Percollstufe wurde der Gradient verworfen; die untere Bande, die die intakten
Chloroplasten enthdlt, wurde mit abgeschnittener 1 ml-Spitze in ein frisches Corex-R6éhrchen
iiberfiihrt. Die Plastiden wurden mit 1 x RP gewaschen, 1 min bei 4300 UpM (3000 g) im swing
out-Rotor zentrifugiert und am Ende in einem geringen Volumen (0,5-1 ml) 1 x RP aufgenommen.
Die Chlorophyllkonzentration wurde bestimmt. Dazu wurden 10 pl der Plastidensuspension und
990 pl 80%iges Aceton mittels Vortex gut gemischt und 3 min bei 13 000 UpM und RT
zentrifugiert (Biofuge fresco, HERAERUS). Der Uberstand wurde photometrisch bei Wellenlingen
von 645 und 663 nm vermessen (Shimadzu UV-1602). Die Berechnung der
Chlorophyllkonzentration erfolgte nach der angegebenen Formel (Arnon, 1949):

Cchlorophyll [Lg/11] = (20,2 X Agys + 8,02 X Agg3)/10
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2.2.15 Behandlung der Arabidopsis-Proteinfraktionen

Die Behandlung der Thylakoide erfolgte mit: 2M NaBr
2M NaSCN

0,1M NaOH pH13

0,lM Na,CO; pH 11,4
Alle Losungen wurden mit HM-Puffer (10 mM HEPES/KOH pH 8,0 und 5 mM MgCl,) angesetzt.
Die Thylakoide wurden mit einer Chlorophyllkonzentration von 0,5 ug/ul in der jeweiligen Losung
45 min auf Eis inkubiert. Im Anschlul wurden 2 Vol. HM-Puffer zugegeben und die Ansitze 10
min bei 21 000 g (15 3000 UpM; Sigma 3K12, Rotor: 12154-H) zentrifugiert. Die Thylakoide

wurden 2 x mit HM-Puffer gewaschen und am Ende in 4 x Laemmli-Puffer aufgenommen (0,5

pg/ul Chl.-Endkonz.). Die Denaturierung erfolgte 2 min bei 100 °C.

Proteasebehandlungen:
Protease Stammlsg. Arbeitskonz. Inhibierung durch
Trypsin 2 gl 50 pg/ml 50 pg/ml Trypsininhibitor
Thermolysin 2 gl 100 pg/ml 10 mM EDTA
Proteinase K 0,75 g/l 15 pg/ml 10 mM PMSF

Die Thylakoide (Chlorophyllkonz. 0,5 pg/ul, 100 pl Vol.)) wurden 45 min auf Eis mit den
angegebenen Proteasekonzentrationen behandelt. Die Reaktion wurden durch Zugabe des
spezifischen Inhibitors beendet (sieche oben). Die Behandlung der 16slichen Proteine (Konz. 1pg/pl)
erfolgte mit steigenden Trypsinkonzentrationen (1-2,5-5-10-20-40 ug/ml) 1 h auf Eis.

2.2.16 Reinigung des Rieske KKya-Proteins aus Arabidopsis-Pflanzenextrakten

Ca. 5 Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen (Wildtyp und Rieske-KKys-exprimierende Mutante)
wurden geerntet, in fliissigen Stickstoff eingefroren und wie unter 2.2.13 beschrieben aufgearbeitet.
Die so erhaltene Fraktion loslicher Proteine wurde durch Zugabe des Equilibrierungspuffers (20
mM Tris pH 7,5, 0,1 M NacCl, 0,1 M EDTA) auf eine Proteinkonzentration von 1 pg/ul eingestellt.
Dieses Ausgangsmaterial (insgesammt 2 mg Protein) wurde auf die vorbereitete Affinitdtssdule
gegeben (2 ml der Anti-HA High Affinity Matrix, rat monoclonal antibody, clone 3F10, ROCHE
DIAGNOSTICS). Alle weiteren Schritte wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Elution erfolgte mit 1mg/ml des HA-Peptids (ROCHE DIAGNOSTICS) gelost in Equilibrierungspuffer
bzw. mit 0,1 M Glycin pH 2,0. Neben den Eluaten wurden auch die Fraktionen der ungebundenen
Proteine (Durchlauf), der Waschschritte und der Regenerierung aufgefangen und mittels SDS-
PAGE analysiert. Die Aufkonzentrierung der Proben erfolgte mittels Ultrafiltration (Microcon-3,
AusschluBgrofie 3 kDa; MILLIPORE).
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2.2.17 Isolierung von Chloroplasten aus Spinacia oleracea (Spinat)

Homogenisationsmedium: 0,33 M Sorbitol
(pH auf 7,6 einstellen) 50 mM HEPES/KOH pH 7,6
2mM EDTA
1 mM MgCl,
1 mM MnCl,

frisch zugeben: 5 mM Na-Ascorbat

PBF-Percoll-Stammldsung: 3 % (w/v) PEG 6000
(geldst in Percoll) 1 % (w/v) BSA
1 % (w/v) Ficoll 400

Percoll-Stufengradient: 45%ig (50 ml) 85%ig (30 ml) Endkonz.
Sorbitol 30g 1,8¢g 0,33 M
PBF-Stamm. 22,5 ml 25,5 ml
1 M HEPES/KOH 7,6 2,5 ml 1,5 ml 50 mM
0,5 M EDTA pH 8,0 200 pl 120 ul 2 mM
1 M MgCl, 50 pl 30 ul 1 mM
H,0 24,8 ml 2,8 ml
Percollkissen (35%ig): 3,5 ml Percoll
2,0 ml 5x SRM
4,5 ml H,O
5 x SRM: 1,65 M Sorbitol
(Sorbitolresuspensionsmedium) 250 mM HEPES/KOH pH 8,0
HM-Puffer: 10 mM HEPES/KOH pH 8,0
5mM MgCl,
SRME (HME) 10 bzw. 50: SRM (HM) Puffer mit 10 bzw. 50 mM EDTA
Thermolysin-Losung: 1 mg/ml Thermolysin
25mM CaCl,

Fiir eine Préparation wurden etwa 60 g Spinatblétter ohne Mittelrippe und Stiel verwendet. Die
Blétter wurden bereits am Vortag geerntet, gereinigt und iiber Nacht dunkel im Kiihlraum gelagert.
Alle folgenden Arbeitsschritte wurden im Kithlraum bzw. auf Eis durchgefiihrt, die
Zentrifugen/Rotoren wurden auf 4 °C vorgekiihlt. Ebenfalls vorgekiihlt wurde das
Homogenisationsmedium (250 ml pro Aufarbeitung), die Losungen fiir den Percollgradienten und
der Waring Blendor, der zum Zerkleinern des Blattmaterials benutzt wurde.

So wurden das vorbereitete Blattmaterial mit der dreifachen Menge Homogenisationsmedium (180
ml) in den Mixbecher gegeben und durch 4-6 Pulse von wenigen Sekunden (2-3) zerkleinert. Das
Homogenat wurde durch zwei Lagen Miracloth (100 um Porengréfle; CALBIOCHEM, La Jolla,
USA) oder alternativ durch ein Nylongewebe (100 um Porengréf3e) filtriert. Das erhaltene Filtrat
wurde 2 min bei 5000 UpM zentrifugiert (SLC-250T, SORVALL). Der Uberstand wurde verworfen
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und das Pellet zundchst mit einem feinen Pinsel, dann durch pipettieren mit einer abgeschnittenen
I ml-Spitze in 5-10 ml Homogenisationsmedium vorsichtig resuspendiert. Diese
Chloroplastensuspension wurde dann auf zwei 15 ml-Corex-Réhrchen verteilt, indem der darin
befindliche Percollstufengradient, bestehend aus 3 ml 85%igem Percoll und 5 ml 45%igem Percoll,
vorsichtig iiberschichtet wurde. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation 10 min bei 10 500 UpM
im swing out-Rotor (ST-H50, SORVALL). Es waren jetzt zwei Banden zu erkenen: in der oberen
befinden sich die Organelltriimmer in der unteren die intakten Plastiden. Der Gradient wurde bis
zur unteren Bande mittels Pasteurpipette verworfen, um dann die intakten Chloroplasten mit einer
abgeschnittenen 1 ml-Spitze in zwei neue Corex-Rdéhrchen zu tiberfiihren.

Die beiden Rohrchen wurden mit Homogenisationspuffer aufgefiillt, um die intakten Chloroplasten
vom restlichen Percoll zu reinigen. Pelletiert wurden sie durch Beschleunigung des
Festwinkelrotors (SL-50T, SORVALL) auf 5000 UpM und Abstoppen nach wenigen Sekunden. Der
Uberstand wurde abgegossen und ein zweiter Waschschritt folgte. Danach konnte das
Chloroplastenpellet in 1-2 ml Homogenisationsmedium behutsam resuspendiert werden.

Die Bestimmung der Chlorophyllkonzentration erfolgte wie in Kapitel 2.2.13 beschrieben.

2.2.18 Importreaktion mit Spinatchloroplasten (in organello-Ansatz)

Standardansatz: x ul Chloroplasten-Suspension (50 pg Chlorophyll entsprechend)
y ul SRM
1,5 ul 100 mM ATP
3,0 ul 250 mM Methionin
12,5 ul in vitro-Translationsansatz
Gesamtvolumen: 150 pl

Nigericin-Ansatz: x ul Chloroplasten-Suspension (50 ug Chlorophyll entsprechend)
y ul SRM

1,5 ul 100 mM ATP

3,0 ul 250 mM Methionin

6,0 pl 250 mM KCl

3,0 ul 0,3 mM Nigericin (in SRM; SIGMA-ALDRICH) -> 6uM Endkonz.

Ansatz 10 min dunkel auf Eis inkubiert
12,5 pl in vitro-Translationsansatz
Gesamtvolumen: 150 pl

Azid-Ansatz: Der Standardansatz wurde vor Zugabe der in vitro-Translation mit 10 mM Na-Azid

(Stammldsung frisch hergestellt) versetzt und 10 min auf Eis inkubiert.

Die Importansédtze wurden 20 min bei 25 °C im belichteten Wasserbad inkubiert. Die
Importreaktion wurde durch Zugabe von 1 ml eiskalten SRM-Puffer gestoppt. Die Chloroplasten
wurden sedimentiert (3 min, 6000 UpM, 4 °C, Biofuge fresco, HERAEUS), der Uberstand verworfen
und das Pellet in 250 ul SRM resuspendiert. Dazu und bei allen weiteren Schritten bis zur Lyse der
Chloroplasten in HMEIO wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet. Der

Chloroplastensuspension wurden 25 pl Thermolysin-Lésung (1 mg/ml, 25 mM CacCl,) pro Ansatz
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zugesetzt, um durch die 30-40 miniitige Proteasebehandlung auf Eis alle nicht-importierten Proteine
abzubauen. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 ul SRMESO0 gestoppt. Anschlieend
wurde die Chloroplastensuspension auf ein 35%iges Percollkissen (500 pl) geschichtet, um durch
Zentrifugation (8 min, 8000 UpM) eine Abtrennung der intakten Chloroplasten zu erreichen
(lockeres Pellet am Boden). Das Pellet wurde nach Entfernen des Uberstandes ein Mal mit etwa
900 pul SRME10 gewaschen und 3 min bei 6000 UpM =zentrifugiert. Die Chloroplasten dieses
Pellets wurden durch Resuspendieren in 75 pl HME10 und 10 miniitiger Inkubation auf Eis
osmotisch lysiert. Anschlieend wurden die Thylakoide durch Zentrifugation sedimentiert (5 min,
13 000 UpM). Der freigesetzte Stromaextrakt wurde als Uberstand vollstindig abgenommen und
mit 25 pl 4 x Laemmli-Puffer versetzt (Stroma-Fraktion). Durch Waschen der Thylakoide mit
etwa 200 ul HM-Puffer sollte das restliche Stroma entfernt werden (Zentrifugation 5 min bei
13 000 UpM). Das Pellet wurde erneut in 200 pl HM-Puffer resuspendiert und gleichméaBig auf
zwei Reaktionsgefdfle verteilt. Der einen Halfte (100 ul) wurden 10 pl Thermolysin-Lésung
zugegeben. Nach 30 miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20 ul
HMESO gestoppt (T+ Fraktion). Die andere Hélfte inkubierte ohne Zugabe von Thermolysin
wiahrend dieser Zeit auf Eis (T- Fraktion).

Anschlieend wurden beide Fraktionen zentrifugiert (5 min, 13 000 UpM) und die Sedimente in
jeweil 50 ul 2 x Laemmli-Puffer (mit 20 mM EDTA) aufgenommen. Zum Schlufl wurden alle
Fraktionen 2 min bei 100 °C denaturiert und ein letztes Mal zentrifugiert (5 min, 13 000 UpM).
Von jeder Fraktion wurden dann 25 pl (jeweils etwa 12,5 pg Chlorophyll entsprechend) auf ein
SDS-Gradientengel aufgetragen.

2.2.19 Isolierung von Chloroplasten aus Pisum sativum (Erbse)

SIM (Saccharose-Isolationsmedium)-Puffer: 0,35 M Saccharose
25 mM HEPES/KOH pH 7,6
2mM EDTA

Alle weiteren Losungen sind unter 2.2.17 aufgefiihrt.

Die Gewinnung intakter Erbsenchloroplasten ist dhnlich der Methode, die bereits flir Spinat
beschrieben wurde (Kapitel 2.2.17). Auch hier wurden alle Arbeitsschritte auf Eis bzw. im
Kiihlraum durchgefiihrt, die verwendeten Losungen waren vorgekiihlt und alle Zentrifugationen
erfolgten bei 4 °C.

Fiir eine Aufarbeitung wurden ca. 50 g von 7-10 Tage alten Erbsenkeimlingen geerntet. Die
Zerkleinerung des Pflanzenmaterials in 400 ml SIM-Puffer erfolgte im Waring Blendor (4-6 Pulse
von wenigen Sekunden). Das Homogenat wurde durch zwei Lagen Miracloth (100 pm Porengréf3e)
gefiltert und 2 min bei 4000 UpM zentrifugiert (SLC-250T, SORVALL). Das Pellet wurde vorsichtig
resuspendiert, auf ein 35%iges Percollkissen geschichtet und 8 min bei 4000 UpM im swing out-
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Rotor zentrifugiert (ST-H50, SORVALL). Die intakten Chloroplasten sammelten sich als kleines
Pellet auf dem Boden des Corex-Réhrchens. Dieses lockere Sediment wurde zwei Mal mit SRM
gewaschen und jeweils 2 min bei 3000 UpM im Festwinkelrotor (SL-50T, SORVALL) zentrifugiert.
Zum SchluB konnten die Chloroplasten in einem kleinen Volumen (1-2 ml) SRM aufgenommen
und die Chlorophyllkonzentration konnte bestimmt werden (Kapitel 2.2.14).

Die Chloroplasten konnten nun fiir Importreaktionen (Kapitel 2.2.18) oder zur Gewinnung von

Thylakoiden verwendet werden.

2.2.20 Isolierung von Erbsenthylakoiden

Dazu wurde ein definiertes Volumen der Chloroplastensuspension in ein Reaktionsgefaf tiberfiihrt
und 1 min bei 10 000 UpM zentrifugiert (Sigma 3K12; Rotor: 12154-H). Nachdem der Uberstand
moglichst vollstindig entfernt worden war, wurde das Pellet so in HM-Puffer aufgenommen, daf3
eine Chlorophyllkonzentration von 0,75 pg/ul vorlag. Die Plastiden wurden 10 min auf Eis
osmotisch lysiert. Die so freigesetzten Thylakoide konnten anschliefend durch Zentrifugation
sedimentiert werden (5 min, 10 000 UpM). Der Stromaextrakt wurde als Uberstand in einem neuen
Reaktionsgefall aufbewart. Die Thylakoiden wurden jetzt entweder zwei Mal gewaschen (etwa 800
pl HM-Puffer; Zentrifugation 5 min, 10 000 UpM) und dann in HM-Puffer resuspendiert oder nur
einmal gewaschen und wieder in Stroma aufgenommen. Die Chlorophyllkonzentration betrug am

Ende in beiden Fallen (mit oder ohne Stroma) 0,75 pg/ul.

2.2.21 Importreaktion mit Erbsenthylakoiden (in thylakoido-Ansatz)

Standardansatz: 40 ul  Thylakoide (Chlorophyllkonzentration: 0,75 pg/ul)
5ul  HM-Puffer
S ul  invitro-Translationsansatz
Gesamtvolumen: 50 ul

Die Importreaktion erfolgte 20 min bei 25 °C im belichteten Wasserbad. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 150 ul HM-Puffer gestoppt. Die Thylakoide wurden pelletiert (5 min, 13 000 UpM,
Biofuge fresco, HERAEUS) und anschliefend in 200 ul HM-Puffer aufgenommen. Die Halfte des
Ansatzes wurde mit 10 ul Thermolysin-Losung versetzt (1mg/ml, 25 mM CaCl,) und 30 min auf
Eis inkubiert; die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl HME10 gestoppt (T+ Fraktion).
Die zweite Hilfte der Thylakoide blieb unbehandelt (T- Fraktion). Die Thylakoide beider
Fraktionen wurden sedimentiert (5 min, 13000 Upm) und in 50 pl 2 x Laemmli-Puffer
aufgenommen. Die Proben wurden 2 min bei 100 °C denaturiert, kurz zentrifugiert und zur Analyse

auf ein SDS-Gel aufgetragen (jeweils 25 ul, 7,5 ug Chlorophyll entsprechend).
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2.2.22 Erstellung und Selektion transgener Arabidopsis-Pflanzen

Transformation von Arabidopsis-Pflanzen durch Vakuum-Infiltration

YEB-Medium (1 I): 5¢ Rindextrakt
lg Hefeextrakt
5¢ Baktopepton
5¢ Saccharose

(Platten enthielten zusétzlich 1,5 %
Bacto-Agar im Medium)

MS-Medium (1 1): 50g Saccharose
4,33 g Murashige & Skoog (MS) Salz-Vitamin-Mischung
pH-Wert mit KOH auf 5,8 einstellen, Medium nur 15 min sterilisieren.

Die Methode basiert auf der Vakuum-abhédngigen Infiltraion einer Agrobacterium tumefaciens-
Suspension in Arabidopsis thaliana-Pflanzen (Bechthold et al., 1993). Die A. tumefaciens-Zellen
enthalten ein bindres T-DNA-Vektorsystem: ein Vektor (pMP90) tragt die vir-Gene (virulenz), die
fiir den Transfer der zu integrierenden DNA erforderlich sind; ein zweiter Vektor (pGreen) ist mit
zwei je 25 bp-Wiederholungsmotiven (left/right border, LB und RB; Abb. 2-2 B) ausgestattet, die
fiir die Integration der dazwischen liegenden T-DNA (Transfer-DNA) in das Pflanzengenom
erforderlich sind (Koncz & Schell, 1986; Hellens et al., 2000). Die Deletion der normalerweise dort
befindlichen Gene zur Tumorinduktion und Opin-Biosynthese ermoglichen die Aufnahme der zu
transferierenden DNA. Die Replikation des pGreen-Vektors in A. tumefaciens ist von der
Anwesenheit eines weiteren Plasmids abhingig. Dieses Helferplasmid (pSoup) codiert die zur
Replikation erforderliche ReplikaseA (Hellens et al., 2000).

Verwendet wurden:

A. tumefaciens-Stamm:
GV3101 (pMP90) C58Cl, Rif', Gm' Koncz & Schell, 1986
mit Helferplasmid pSoup Tc' Hellens et al., 2000

T-DNA-Vektor:
pGreenll 0129 Kn', Hyg' Hellens et al., 2000

Die zu transferierende DNA wurde in die entsprechende Klonierungsstelle des Vektors
pGreenll 0129 integriert (Kapitel 2.2.4). Das Plasmid konnte nun mit Hilfe der Elektroporation (1,8
kV) in A. tumefaciens-Zellen eingebracht werden. Die Selektion der Zellen erfolgte auf YEB-
Platten mit Rifampicin (100 pg/ml, Rif100) und Kanamycin (50 pg/ml, Kn50) 2 Tage bei 28 °C.
Die Kolonien wurden dann zur Inokulation von 15 ml YEB-Medium genutzt (Rif100, Kn50,
Gentamycin 10 pg/ml [Gm10]), das wiederum 2 Tage bei 28 °C kultiviert wurde. Von 2 ml dieser
Kultur wurde eine Plasmidpriparation angefertigt (NucleoSpin® Plasmid Kif), die zur
Transformation von E. coli-Zellen (DH50) genutzt wurde. Durch eine Plasmidpréparation aus der
daraus resultierenden E. coli-Kultur mit anschlieBender Restriktionsanalyse konnte die
Anwesenheit der zu transferierenden DNA im pGreen-Vektor iiberpriift werden. Bei positivem

Ergebnis wurden 50 ml YEB-Medium (Rif100, Kn50, Gm10) mit 5 ml der 4. tumefaciens-Kultur
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inokuliert und 2 Tage bei 28 °C kultiviert. Diese Vorkultur wurde zur Inokulation von 450 ml YEB-
Medium (Rif100, Kn50, Gm10) genutzt, das nur 1 Tag bei 28 °C geschiittelt wurde.

Die Zellen dieser 500 ml-Kultur wurden 10 min bei 6000 UpM und 4 °C pelletiert (SLC-250T,
SORVALL) und anschlieBend in 1 I MS-Medium (2 Vol. der Kultur) resuspendier.

Transformationssuspension: A. tumefaciens-Zellen in 1 1 MS-Medium
10 ul  Benzylaminopurin (BAP), 1 pg/ul oder 10 U/ul
50 ul  Silwet77 (Detergens)

Die Transformationssuspension wurde in ein geeignetes Glasgefdll (Marmeladenglas [WECK] oder
Becherglas) gegeben und die zu transformierenden Arabidopsis-Pflanzen wurden kopfiiber mit den
Infloreszensachsen in die Agrobacterium-Suspension eingetaucht. Die Pflanzen wurden 20 min
einem Vakuum ausgesetzt (Membran-Vakuumpumpe [VAKUUBRAND] mit Exikatorgefdflen), das
moglichst abrupt aufgehoben wurde. Die transformierten Pflanzen wurden 1-2 h horizontal
gelagert, bevor sie die nichsten 24 h unter einer vor Verdunstung schiitzenden Abdeckhaube
stehend unter Langtagbedingungen gehalten wurden. Ca. 4-6 Wochen spiter wurden die Samen

geerntet, sterilisiert und auf Selektionsplatten ausgebracht.

Selektion der Arabidopsis-Transformanden

Sterilisationslosung: 5% Calciumhypochlorid
0,1 % Triton X-100

Y2 Ara-Medium (11): 15g  Saccharose
2,15 g Murashige & Skoog Salz-Vitamin-Mischung

pH mit KOH auf 7,5 einstellen, 0,8 % Micro-Agar zugeben,
Medium nur 15 min sterilisieren

Bevor die Samen der transformierten Arabidopsis-Pflanzen auf Selektionsplatten ausgebracht
werden konnten, mufiten sie sterilisiert werden. Dazu wurden die im 1,5 ml-Reaktionsgefald
befindlichen Samen (max. 500 ul) mit 1 ml Sterilisationslésung genau 15 min inkubiert. Es folgten
drei Waschungen mit sterilem Wasser. Die Samen trockneten {iber Nacht. Alle Arbeitsschritte
wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt.

Nachdem die Samen gut getrocknet waren, wurde ein etwa 100 pl Aliquot auf eine Kulturplatte (O
13 cm) mit 2 Ara-Medium und den benétigten Antibiotika (Cefotaxim 500 pg/ml [verhindert das
Wachstum von 4. tumefaciens], Hygromycin 15 pg/ml [Pflanzenselektionsmarker]) ausgebracht.
Die Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen kultiviert. Nach etwa 2 Wochen konnte man die
Transformanden als griine Pflinzchen mit entwickelten Sekundérblittern und ins Medium
wachsenden Wurzeln von nicht-transformierten Pflanzen unterscheiden (gelb, ohne Sekundérblétter
und Wurzel). Die Transformanden wurden auf frische Platten transferiert und nach weiteren 2

Wochen Kultivierung auf Erde umgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Transporteigenschaften des Rieske Fe/S-Proteins

Die Eisen/Schwefel-haltige Untereinheit des thylakoidlokalisierten Cytochrom be/f-
Komplexes, das Rieske Fe/S-Protein, ist kerncodiert und wird nach der Synthese im
Cytosol posttranslationell in den Chloroplasten transportiert. Plastiddre Rieske-
Vorstufenproteine verfligen iiber ein einfaches, stromadirigierendes Transitpeptid (Salter et
al., 1992). Der anschlieBende Transport zur bzw. iiber die Thylakoidmembran wird durch
eine hydrophobe N-terminale Sequenz des reifen Proteins ermoglicht (Madueno et al.,
1994). Ein Teil dieses etwa 50 Aminosdurereste umfassenden Bereiches bildet eine O-
helikale Sekundérstruktur aus und verankert damit das Rieske-Protein in der
Thylakoidmembran, wobei die C-terminale hydrophile Domine in das Thylakoidlumen
gerichtet ist (Karnauchov et al., 1997). Die Translokation dieser luminalen Domine iiber

die Membran erfolgt auf dem ApH-abhéngigen Tat-Weg (Molik et al., 2001).

3.1.1 Das Transportverhalten des Rieske Fe/S-Proteins in vivo und in vitro

Die Analyse des Rieske-Transportverhaltens mittels isolierter Chloroplasten hatte gezeigt,
daB3 das in vitro synthetisierte Protein wéhrend des Transportvorgangs in erheblichem Mafle
im Stroma akkumuliert und nicht, wie erwartet, nach der Inkubation quantitativ in den
Thylakoiden, dem endgiiltigen Wirkort, vorliegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
hauptsédchlich mit dem plastiddren Rieske-Protein aus Spinacia oleracea (SoRi) gearbeitet ,
dessen cDNA im Labor bereits zur Verfiigung stand (Tab. 2-1). Dariiber hinaus wurde auch
das plastidire Rieske-Protein aus Arabidopsis thaliana (AtRi) analysiert. Die
entsprechende cDNA wurde als RAFL (RIKEN-Arabidopsis-Full-Length)-cDNA-Klon
bezogen. Der cDNA-Bereich wurde in einen fiir in vitro Transkription/Translation
optimierten Vektor (pBAT, Annweiler et al, 1991) inseriert. Die Synthese der
Vorstufenproteine erfolgte in vitro im zellfreien System des Retikulocytenlysats in
Gegenwart der radioaktiv markierten Aminosdure Methionin. Beide Rieske-
Vorstufenproteine wurden nun fiir in organello-Experimente sowohl mit Erbsen- als auch
mit Spinatchloroplasten eingesetzt (Kapitel 2.2.18). Dabei zeigte sich, dal das 27 kDa
Rieske-Vorstufenprotein aus Spinat erwartungsgemall in die Chloroplasten transportiert

und im Stroma zum reifen Protein von etwa 20 kDa prozessiert wurde (Abb. 3-1).
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Abb. 3-1  In organello-Import der chloroplastidiren Rieske Fe/S-Proteine aus Arabidopsis thaliana (AtRi) und
Spinacia oleracea (SoRi) in isolierte Erbsen- bzw. Spinatchloroplasten. Dargestellt sind Expositionen von
10-17,5%igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). In vitro synthetisierte, radioktiv markierte
Vorstufenproteine (t, Translation) wurden mit isolierten Chloroplasten aus Erbse bzw. Spinat inkubiert, die
anschliefend in Stroma (S) und Thylakoide fraktioniert wurden. Ein Teil der Thylakoide wurde mit
Thermolysin behandelt (T+) die andere Hilfte blieb unbehandelt (T-). Stroma und Thylakoidfraktionen
wurden in stdchiometrischen Mengen (jeweils ca. 10 pg Chlorophyll entsprechend) aufgetragen und
zusammen mit 1/50 Vol. (0,25 pl) des zum Import eingesetzten Translationsansatzes mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Groen des mitgefithrten 7L-Markers sind in kDa angegeben. Die Doppelbande in der
Translationsspur (t) ist auf die Nutzung eines zweiten Start-Methionins zuriickzufiihren. Die schwarze
Pfeilspitze kennzeichnet das Vorstufenprotein, die graue Spitze das Produkt der stromalen Prozessierung, in
diesem Fall das reife Protein.

Auch das Rieske-Protein aus Arabidopsis, hier erstmals fiir einen Importversuch eingesetzt,
wird als 23 kDa Vorstufe von den Plastiden aufgenommen und zum reifen Protein gleicher
GroBer wie das Spinatprotein (20 kDa) prozessiert. Die erwartete Grof3e des Arabidopsis-
Vorstufenproteins liegt fiir die 229 Aminosdurereste bei ca. 25 kDa. Die hier beobachtet
GroBe von etwa 23 kDa weicht anscheinend nur unwesentlich von der erwarteten Grof3e ab.
Bei ndherer Betrachtung stellte sich jedoch heraus, daB} es fiir dieses verkiirzte Arabidopsis-
Vorstufenprotein eine Ursache gab.

So zeigten die umfangreichen Informationen tiiber das Arabidopsis-Genom, daB3 die
Transkription des Rieske-Genlokus (petC; At4g03280) zwei unterschiedlich gespleifite
mRNA-Molekiile hervorbringen kann (Abb. 3-2). Durch ein 90 bp Fragment im 5'-
codierenden Bereich, wird der Leserahmen vom ersten ATG nach drei Aminosduren durch
ein Stoppcodon beendet. Die Translation der mRNA kann erst vom zweiten Start-Codon
(entspricht dem ersten ATG-Codon nach dem 90 bp Fragment) erfolgreich durchgefiihrt
werden. Wird das 90 bp Fragment jedoch zuvor als Intron entfernt, bleibt der Leserahmen
vom ersten Start-Codon beginnend erhalten. Die Folge dieses alternativen SpleiBlens sind
zwel Proteine, die sich lediglich in der Lége des Transitpeptids unterscheiden (Abb. 3-2).
Die nicht gespleifite Version der mRNA ergibt einen Precursor mit einem um 19

Aminosduren verkiirzten Transitpeptid. Die Aminosduresequenz dieses N-terminal
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verkiirzten Proteins stimmt jedoch exakt mit dem entsprechenden Teil des
Translationsproduktes der gespleiiten mRNA-Version iiberein. Die Sequenzierung der im
Labor vorhandenen Arabidopsis Rieske-cDNA zeigte, daB3 es sich bei dem verwendeten
Klon um die ungespleiite, 90 bp Fragment tragende Version handelt. Das
Translationsprodukt ist somit ein 210 Aminosdurenreste umfassendes Protein von ca. 23
kDa, dessen verkiirztes Transitpeptid eine Lange von 31 Aminosduren aufweist. Somit 143t
sich die GroBe des beobachten Translationsproduktes durch die Verwendung des cDNA-

Klons, der das kiirzere Rieske-Vorstufenprotein liefert, erkléren.

’[1440177] At4gO3280 (,OETC) [1441861] .
DNA 5 — — — — — — — —_—3
ATG (ATG) Stopp
|
mRNA
1. ATG ¢
—_— | Rieske/iang
1.ATG  2.ATG
90 bp .
| e Rieske/kurz
Stopp
Transitpeptid : ¢
Protein NP-192237 229AS5/25kDa [ s0as | Rieske/lang
I
I
NP-849295 210 AS/23kDa [31A3) Rieske/kurz
I
I
Abb. 3-2  Spleiiformen der Rieske mRNA in Arabidopsis thaliana. Vom Rieske-codierenden Gen At4g03280 (petC)

1aBt sich eine mRNA mit 5 Exonbereichen ableiten. Kommt es zur Entfernung aller 4 Introns, wird
ausgehend vom ,,1. ATG* ein Vorstufenprotein von 229 Aminosduren (AS) synthetisiert, das ein 50 AS
Transitpeptid beinhaltet -> ,,Rieske/lang”. Wird dagegen das erste Intron von 90 bp nicht entfernt, kommt es
vom ersten Start-Codon (1. ATG) aus zum vorzeitigen Abbruch der Translation (Stopp-Codon in der
Intronsequenz). Der Translationsstart am zweiten Start-Codon (2. ATG) ergibt dann das kiirzere
Vorstufenprotein mit dem 31 AS Transitpeptid -> ,,Rieske/kurz

Es wurde aber deutlich, daB} trotz der Verkiirzung des Transitpeptids auf 31 Aminoséuren,
die Information zum Chloroplastenimport des hier verwendeten Rieske-Vorstufenproteins
immer noch vorhanden ist. Das plastiddre Rieske-Protein aus Spinat besitzt zusétzlich eine
N-terminale Verldngerung von 18 Aminoséduren, die die Gesamtldnge des Transitpeptides
auf 68 Aminosduren erhoht. Somit 14Bt sich das unterschiedliche Laufverhalten der hier
betrachteten Rieske-Vorstufenproteine durch den GroBenunterschied der Transitpeptide

erkldren (37 AS entsprechen etwa 4 kDa).
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Die innerplastiddre Verteilung zeigte, dal3 in allen vier Ansétzen der {iberwiegende Teil des
importierten Proteins in der Stromafraktion zu finden war (Abb. 3-1). Dabei lieen die
verwendeten Chloroplasten eine artspezifische Thylakoidtransportrate beider Rieske-
Proteine erkennen. So gelangte bei den Erbsenplastiden nur ein geringer Teil des
importierten Proteins bis in die Thylakoide (ca. 10 %). Dagegen erfolgte im Fall der
Spinatchloroplasten der innerplastiddre Weitertransport beider Rieske-Proteine zu den
Thylakoiden weitaus effizienter (ca. 30 %). Dabei zeigte das Rieske-Protein aus Spinat in
beiden Systemen eine hohere Thylakoidtransportrate als das Protein aus Arabidopsis.

Nun stellte sich die Frage, ob die beobachtete in vitro-Verteilung des frisch importierten
Rieske-Protein in isolierten Chloroplasten mit der in vivo-Situation iibereinstimmt. Dazu
wurden Pflanzenextrakte aus Arabidopsis, Erbse und Spinat gewonnen (Kapitel 2.2.13).
Die Proteine der Gesamtextrakte wurden in Membranfraktion und 16sliche Fraktion
unterteilt. Es ist davon auszugehen, dafl die Membranfraktion zum tliberwiegenden Teil aus
Thylakoidvesikeln besteht, die 16sliche Fraktion sollte sdmtliche Stromaproteine
beinhalten. Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlieend
erfolgte eine spezifische Detektion des Rieske-Proteins durch die entsprechenden

Antikorper (Abb. 3-3).

Arabidopsis Erbse Spinat
M L1 L2 | M L1 L2 M L1
36 -
29-
24 -
14- o Ri

Abb. 3-3  Antikorpernachweis des Rieske-Proteins in verschiedenen Pflanzenfraktionen. Dazu wurde die
Gesamtheit der Membranproteine (M) bzw. 16slichen Proteine (L) aus unterschiedlichen Pflanzenarten
(Arabidopsis thaliana, Erbse, Spinat) extrahiert und mittels SDS-PAGE (15%iges Minigel) aufgetrennt.
Anschlielend erfolgte der Nachweis des Rieske-Proteins durch Western-Analyse verbunden mit einer ECL-
Reaktion. Die Fraktionen L1 entsprechen einem 21 000 g Uberstand, L2 einem 40 000 g Uberstand.

Das Ergebnis der Western-Analyse lie§ erkennen, dafl in allen drei Féllen das Signal des
Rieske-Antikorpers fast ausschlieBlich durch die Membranfraktion hervorgerufen wurde.
Ein sehr schwaches Signal ist auch in den Fraktionen der 16slichen Proteine aus Erbse und
Spinat zu erkennen, im entsprechenden Arabidopsis-Extrakt ist kein Signal zu detektieren.

Hier beschrinkte sich die Verteilung des Rieske-Proteins auf die Membranfraktion, also
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auf die Thylakoide. Die schwachen Signale in der 16slichen Fraktion sind vermutlich auf
eine Kontamination mit Membranvesikeln zuriickzufiihren, die durch Zentrifugation bei
maximal 40 000 g nicht aus dem Uberstand entfernt wurden.

Die in vivo-Verteilung des Rieske-Proteins, hier gezeigt fiir drei verschiedene
Pflanzenspezies, weicht grundsétzlich von dem in vitro beobachteten Verteilungsmuster ab.
In der Pflanze scheint das Vorkommen des Rieske-Proteins auf die Thylakoidmembran
beschrinkt zu sein, im Gegensatz dazu befindet sich beim in vitro-Transportexperiment mit
isolierten Chloroplasten nur der geringere Anteil des importierten Proteins in der
Membranfraktion, die Hauptmenge akkumuliert dagegen im Stroma. Diese Diskrepanz
zwischen der in vivo- und in vitro-Verteilung mag ihre Ursache im Uberangebot des in
vitro translatierten Proteins gegeniiber isolierter Chloroplasten haben. In vivo dagegen wird
die Synthese des Rieske-Proteins dem Bedarf in der Thylakoidmembran angepal3t (Knight
et al., 2002). So scheint es erst durch den Einsatz isolierter Plastiden {iberhaupt moéglich zu
sein, einen Transportproze so zu verlangsamen, da er in Einzelschritte aufgelost
darstellbar wird. Die Ursache fiir den Transportstau konnte entweder in einer verzogerten
Stromapassage oder in einer suboptimalen Thylakoidtranslokation des Proteins begriindet
liegen. Um diese Mdglichkeiten ndher zu analysieren, soll als erstes die Frage nach der
Translokation und dem dafiir verantwortlichen Thylakoidtransportsignal im Mittelpunkt

stehen.

3.1.2 Das Rieske-Thylakoidtransportsignal und die Assemblierung in
Membrankomplexe

3.1.2.1 Besonderheiten des Rieske-Thylakoidtransportsignals

Das plastidire Rieske-Vorstufenprotein aus Spinat besteht aus einem einfachen
stromadirigierenden Transitpeptid von 68 Aminosduren und einem reifen Teil von 179
Aminoséduren. Dieses reife Protein wiederum 146t sich in eine hydrophobe N-terminale
Domine (48 AS) und eine hydrophile C-terminale Domidne (131 AS), die ins
Thylakoidlumen exponiert ist und das Fe/S-Zentrum trigt, unterteilen (Abb. 2-1). Die
hydrophobe Domine des reifen Proteins bildet nicht nur einen Membrananker aus und
fixiert somit das Rieske-Protein in der Thylakoidmembran, es enthélt dariiber hinaus die
Information zum Erreichen dieser Membran. Dies wurde bereits experimentell fiir das

Rieske-Protein aus Erbse und Spinat gezeigt (Madueno et al., 1994; Molik, 2000). Obwohl
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funktionell die Fahigkeit des Rieske-Membranankers als Thylakoidtransportsignal gezeigt
wurde, lassen sich auf struktureller Ebene kaum typische Merkmale fiir ein Signalpeptid
erkennen. So zeigen Signalpeptide normalerweise eine Dreiteilung in: positiv geladenen N-
Terminus (N-Region), hydrophobe Kernregion (H-Region) und polaren C-Terminus (C-
Region) inklusive dem  Ala-x-Ala-Motiv  als  Erkennungsstelle  fiir  die
Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP, von Heijne, 1985; von Heijne et al., 1989;
Shackleton & Robinson, 1991). Bei ApH/Tat-spezifischen Signalen tridgt die N-Region das
namensgebende Zwillingsarginin-Motiv (twin-arginine translocation, Tat); die H-Region
ist nur leicht hydrophob im Gegensatz zu Sec-Signalen und die C-Region kann ebenfalls
eine oder mehrere positive Ladungen enthalten (,,Sec-Vermeidungsmotiv; Bogsh et al.,
1997, Mori & Cline, 2001). Diese Charakteristika eines ApH/Tat-spezifischen
Transportsignals sind gut im Vorhersageergebnis fiir das Signalpeptid des 23 kDa-Proteins
zu erkennen (Abb. 3-4 A). Zur Vorhersage wurde das Programm SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, Bendtsen et al., 2004) genutzt. Da fiir den

Rieske-Membrananker durch dieses Vorhersageprogramm kein aussagekriftiges Ergebnis
erzielt werden konnte, sollte zumindest der Bereich der Transmembranregion durch das

Programm TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) bestimmt werden (Abb.

3-4 B). Die Transmembranregion konnte so auf die Aminosiurereste 20 bis 42 des reifen
Proteins eingegrenzte werden. Dieser Bereich wiirde der H-Region der Signalpeptidstruktur
entsprechen. Allerdings weicht er mit einer Linge von 23 Aminosdureresten und dem
groBBen Anteil sehr hydrophober Aminosduren stark von den durchschnittlich 12-18
Aminosdurereste umfassenden, leicht hydrophoben Signalpeptiden des ApH/Tat-Weges ab.
Auch die N-terminale Region weicht von typischen ApH/Tat-Signalen ab, da sie statt dem
Zwillingsarginin-Motiv eine Lysin-Arginini (KR)-Sequenz trégt. In der C-Region treten
weder polare Aminoséurereste noch positive Ladungen auf. Da es zu keiner Prozessierung
des Proteins im Thylakoidlumen kommt, ist erwartungsgemill keine TPP-Schnittstelle

vorhanden.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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Abb. 3-4  Vergleich der ApH/Tat-spezifischen Thylakoidtransportsignale des 23 kDa-Proteins (Signalpeptid) und
des Rieske-Proteins (Membrananker). Dargestellt sind die Ergebnisse zur Vorhersage des 23 kDa-
Signalpeptids mittels SignalP 3.0 (A) und die Bestimmung der Transmembranregion des Rieske-
Thylakoidtransportsignals mittels TMHMM (B). Davon ausgehend wurde die typische Dreiteilung der
Signalpeptide in N-H-C Region auf den Rieske-Membrananker iibertragen. Charakteristische Merkmale
ApH/Tat-spezifischer Signale sind gekennzeichnet: die N-Region mit positiven Ladungen (+) inklusive des
Zwillingsarginin-Motivs (RR), die C-Region mit einer positiven Ladung und dem Ala-x-Ala-Motiv der
Prozessierungsstelle.

Das 23 kD Signalpeptid dagegen besitzt eine C-Region mit sowohl polaren als auch einem
positiv geladenen Aminosdurerest. Die C-Region wird hier vom Ala-x-Ala Motiv, der
TPP-Schnittstelle, beendet. Somit wird deutlich, dall der Rieske-Membrananker strukturell
recht stark von einem Tat-Signal abweicht. Trotzdem handelt es sich bei dieser Sequenz
um ein funktionelles ApH/Tat-spezifisches Thylakoidtransportsignal (Madueno et al., 1994;
Molik, 2000).

Jedoch konnten diese starken Abweichungen von typischen ApH/Tat-Signalpeptiden dazu
fiihren, daB der Membrananker unter in vitro-Bedingungen ein effektives ,, Targeting* des
Transportsubstrats nicht erreichen kann. Ein Ansatz, diese Moglichkeit zu testen, ist, den
Membrananker gegen ein typisches Signalpeptid auszutauschen. Kédme es durch diese
Verdnderung zu einem beschleunigten Thylakoidtransport der luminalen Domine, wiirde
dies fiir einen Transportsignal-verursachten Transportstau, statt fiir eine verzogerte

Stromapassage, ausgelost durch die luminale Doméne, sprechen.
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3.1.2.2 Der Austausch des Rieske-Membranankers und die Veranderung der
TPP-Schnittstelle

Um den EinfluB des Rieske-Membranankers als Thylakoidtransportsignal auf die
Akkumulation des Proteins im Stroma zu analysieren, wurden bereits im Rahmen der
Diplomarbeit Fusionsproteine hergestellt, in denen das vermutlich suboptimale
Transportsignal durch verschiedene Signalpeptide ersetzt wurde. Dabei kamen sowohl
ApH/Tat- (16 und 23 kDa) als auch Sec- (33 kDa und PC) spezifische Signale zum Einsatz.
Die Konstrukte wurden als 16 (23, 33, PC)/Ri-h (,,Rieske minus h*, d.h. das reife Rieske-
Protein ohne den hydrophoben Membrananker) bezeichnet (Abb. 2-1 und Tab. 2-1). Das
Transportverhalten dieser Fusionsproteine wurde bereits in der Diplomarbeit analysiert
(Molik, 2000). Da diese Konstrukte jedoch die Basis fiir weitere Experimente bildeten, soll
an dieser Stelle ihr Transportverhalten kurz zusammengefal3t werden (Abb. 3-5).

So konnte gezeigt werden, dal3 lediglich die ApH/Tat-spezifischen Signalpeptide der 16
und 23 kDa-Proteine eine erfolgreiche Translokation der luminalen Doméne des Rieske-
Proteins iiber die Thylakoidmembran erreichten. Dagegen war es flir Sec-spezifische
Signalpeptide nicht moglich, einen Transport der Iuminalen Domidne iiber den
entsprechenden Weg in die Thylakoide zu ermdglichen. Da der Sec-Weg auf den Transport
von entfalteten Substraten beschrinkt ist, deutet das Unvermdgen zum Transport der
luminalen Domine mittels Sec-Signal bereits auf einen gewissen Faltungszustand des
Proteins hin. Somit scheint die luminalen Domédne durchaus einen EinfluB auf das
Transportverhalten zu haben. Auch ergab der Austausch des Thylakoidtransportsignals
keine Steigerung der Thylakoidtransportrate beziiglich der luminalen Doméne. Es wurde
sogar deutlich, da in Kombination mit einem ApH/Tat-Signal weniger Protein in den
Thylakoiden zu finden war, als im Ansatz mit dem authentischen Transportsignal. So
scheint der Membrananker als Thylakoidtransportsignal einwandfrei zu funktionieren und
ist wahrscheinlich fiir die Akkumulation des Proteins im Stroma nicht verantwortlich.
Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, daB die luminale Domine nach ihrer
Freisetzung ins Thylakoidlumen proteolytischen Abbauprozessen unterworfen ist, und aus

diesem Grund dort nicht starker akkumulierte.

Als ein Aspekt im Zuge dieser Arbeit sollte der Rieske-Membrananker in Bezug auf die
Assemblierungsfahigkeit in den Cytochrom be/f-Komplex noch etwas genauer analysiert

werden.
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Die Integration des Rieske-Proteins in den Cytochrom be/f-Komplex erfolgt hauptsidchlich
tiber die Interaktion des Membranankers mit der Transmembranhelix der Cytochrom f
Untereinheit (El-Demerdash et al., 1988; Kurisu et al., 2003). Handelt es sich hierbei um
eine spezifische Interaktion oder um eine hydrophobe Wechselwirkung, die auch von
anderen hydrophoben Sequenzen (wie der H-Region von Signalpeptiden) ausgelibt werden
kann und die somit nicht unbedingt auf den Rieske-Membrananker beschréinkt ist? Diese
Frage 1aBt sich mit Hilfe der bereits erwdhnten Fusionsproteine, in denen der Rieske-
Membrananker durch typische Signalpeptide ersetzt wurde, untersuchen. Da diese
Signalpeptide, im Gegensatz zum Membrananker, eine TPP-Schnittstelle besitzen, die zur
Freisetzung der luminalen Doméne fiihrt, ist es erforderlich, diese im voraus zu
»inaktivieren“. Nur so ist es mdglich, ein membranstindiges stabiles Fusionsprotein,
bestehend aus Transmembranhelix und luminaler Doméne zu erhalten. Da das Rieske-
Protein offensichtlich iiber keine TPP-Schnittstelle verfiigt, sollten die letzten fiinf
Aminosduren der Signalpeptide, die das Ala-x-Ala-Motiv und damit die TPP-Schnittstelle
einschlieBen, durch die letzten fiinf Aminosduren des Rieske-Membranankers
(Pro-Gly-Gly-Gly-Ala) ersetzt werden. Die dafiir notwendige Mutagenese wurde auf DNA-
Ebene mit Hilfe eines Site-Directed Mutagenesis Kit und entsprechend modifizierten
Primern durchgefiihrt (Kapitel 2.2.2). Sowohl das Konstrukt mit dem ApH/Tat-spezifischen
Signalpeptid des 16 kDa-Proteins als auch das Konstrukt mit dem Sec-spezifischen
Signalpeptid des 33 kDa-Proteins wurde dieser Mutagenese unterzogen. Die resultierenden
Variationen wurden als 16*/Ri-h bzw. 33*/Ri-h bezeichnet, wobei der Stern fir die

manipulierte TPP-Schnittstelle steht.

3.1.2.3 Import- und Assemblierungsverhalten der chimaren Rieske-Proteine

Beide manipulierten Fusionsproteine (16*/Ri-h ,33*/Ri-h) wurden zusammen mit den
Ausgangskonstrukten (16/Ri-h, 33/Ri-h) in vitro-synthetisiert und anschlieend in isolierte
Spinat- bzw. Erbsenchloroplasten transportiert (Abb. 3-5 A und B). Hierbei erfolgte die in
vitro-Translation in Gegenwart von [358]-Cystein, da nur so eine Markierung der
luminalen Doméne erfolgen konnte. Im Fall der 33 kDa-Fusionsproteine fiihrte die
Manipulation der TPP-Schnittstelle zu einer deutliche Anreicherung des Intermediats in der
Stromafraktion. Die Ursache hierfiir ist unbekannt. Denkbar ist eine erhohte Stabilitét des
manipulierten Proteins gegeniiber stromalen Proteasen. Ein Teil der Intermediatform lag
auch gebunden an die Thylakoidmembran vor, wurde aber durch die extern zugefiihrte

Protease nahezu vollstindig abgebaut.
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Abb. 3-5 In organello-Import des authentischen und verschiedener chimérer Rieske-Proteine (Spinat) in
isolierte Spinat- bzw. Erbsenplastiden. Dargestellt sind Expositionen von 10-17,5%igen SDS-
Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die jeweils angegebenen Vorstufenproteine wurden in
Spinatchloroplasten (A) und Erbsenchloroplasten (B) importiert. Die Spezifitit der Thylakoidtransportsignale
ist liber den einzelnen Spalten angegeben. Die mit (*) gekennzeichneten Konstrukte enthalten die
manipulierte TPP-Schnittstelle. Die schwarze Pfeilspitze kennzeichnet das Vorstufenprotein, die graue bzw.
weille das Produkt der Stroma- bzw. Thylakoidprozessierung. Fiir weitere Details siche Legende zu Abb. 3-1.
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Somit erfolgte auch in diesem Fall keine Sec-abhdngige Translokation der luminalen
Domine (Abb. 3-5, T+ Spur). Dagegen zeigte der Vergleich im Transportverhalten der
16 kDa-Protein-Fusionen mit authentischer (16/Ri-h) und manipulierter TPP-Schnittstelle
(16*/Ri-h) auf den ersten Blick keinen signifikanten Unterschied. Wie bereits fiir das
Fusionsprotein 16/Ri-h beschrieben, ist auch die Thylakoidtransportrate des frisch
importierten Proteins 16*/Ri-h nur gering, so dafl der tiberwiegende Teil des Proteins im
Stroma zu finden war. Uberraschenderweise erfolgte die TPP-abhiingige Prozessierung des
Konstrukts 16*/Ri-h aber weiterhin, trotz der Manipulation der entsprechenden
Schnittstelle. Dabei wurde die luminale Domine, die ein apparentes Molekulargewicht von
14 kDa aufweist, freigesetzt. Die Prozessierungseffizienz war allerdings geringer als fiir die
original TPP-Schnittstelle (KAVLA), wie sie im Konstrukt 16/Ri-h vorliegt. Es ist jedoch
aus diesem Experiment klar zu erkennen, das die PGGGA-Sequenz des Rieske-
Membranankers durchaus das Potential einer TPP-Schnittstelle besitzt, die zwar im
authentischen Protein nicht genutzt wird, aber in Kombination mit einem anderen
Signalpeptid aktiviert werden kann.

Auch das Vorhersageergebnis des Programms SignalP zeigte, dal aus der potentiellen
TPP-Schnittstelle im Konstrukt 16/Ri-h, die eine Wahrscheinlichkeit von 0,8 besitzt, durch
Manipulation im Konstrukt 16*/Ri-h eine Sequenz mit einer Prozessierungs-

wahrscheinlichkeit von 0,5 entsteht (Abb. 3-6).
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Abb. 3-6  Verinderung der Prozessierungswahrscheinlichkeit durch Manipulation der TPP-Schnittstelle im
Konstrukt 16/Ri-h. Dargestellt ist das Ergebnis des Programms SignalP fiir das authentische Signalpeptid
des 16 kDa Proteins im Konstrukt 16/Ri-h und fiir das manipulierte Signalpeptid im Konstrukt 16*/Ri-h. Die
verdnderte Sequenz ist eingerahmt. Die rote Vertikale gibt die Prozessierungswahrscheinlichkeit (score) an.
Die Farbgebung der Linien erfolgt nach Abb. 3-4 A.

Experimentell wurde so bestdtigt, dal durch die Verdanderung an der TPP-Schnittstelle von
der urspriinglichen KAVLA-Sequenz zur PGGGA-Sequenz die Mdoglichkeit zur

Prozessierung durch die TPP zwar herabgesetzt, aber prinzipiell erhalten bleibt. Obwohl

die Menge an Protein, die wahrend der Inkubationszeit zur Thylakoidmembran transportiert
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wurde, nur gering war, erfolgte die dortige Prozessierung durch die TPP nahezu quantitativ.
So ist nur ein geringer Anteil des unprozessierten, reifen Fusionsproteins in der
unbehandelten Thylakoidfraktion zu finden (Abb. 3-5; T-, grauer Pfeil), der allerdings
durch die anschlieende Proteasebehandlung vollstindig degradiert wurde. Dies zeigt, daf3
die Prozessierung der Fusionsproteine durch die TPP unmittelbar an die Translokation
gekoppelt ist.

Eine gegensitzliche Beobachtung konnte durch den Einsatz des Rieske tpp-Proteins
gemacht werden. In diesem Protein wurde am Ende des Membranankers eine TPP-
Schnittstelle erzeugt, indem die vorhandene PGGGA-Sequenz gegen die letzten fiinf
Aminosédurereste des Plastocyanin-Signalpeptids (GNAMA) ausgetauscht wurde. Das
Importergebnis mit dem Rieske tpp-Protein zeigte, dal ein Grofteil des thylakoid-
lokalisierten Proteins in Form des reifen Polypeptids vorlag und somit nicht durch die
luminale TPP prozessiert wurde (Abb. 3-5). In diesem Fall erfolgte nicht zwangslaufig
nach der Translokation die TPP-abhidngige Freisetzung der luminalen Doméne, wie es bei
den Fusionsproteinen, bestehend aus Tat-spezifischem Signalpeptid und luminaler
Doméne, beobachtet wurde.

Nachdem nun das Importverhalten der Fusionsproteine (die luminale Rieske-Domine
kombiniert mit verschiedenen Transitpeptiden) dargestellt wurde, sollte nun deren
Assemblierung in hochmolekularen Proteinkomplexe der Thylakoidmembran analysiert
werden.

Die Assemblierung von frisch importierten Proteinen in Komplexe der Thylakoidmembran
1aBt sich mit Hilfe der Blue native (BN)-Gelelektrophorese verfolgen. Dazu wurden nach
dem Importversuch die Proteinkomplexe mit dem Detergens Digitonin aus der Lipidschicht
herausgeldst, mit Coomassie G250 versetzt und auf einem nicht-denaturierenden Gel ihrem
Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt (Kapitel 2.2.7). Unmittelbar nach der
Elektrophorese lassen sich die fiinf Hauptkomplexe der Photosynthesekette erkennen, die
durch den Nachweis mit spezifischen Antikdrpern gegen einzelne Untereinheiten der
jeweiligen Komplexe als Photosystem I (PSI), ATP-Synthase (ATP-S.), Photosystem II
(PSII), Cytochrom bg/f-Komplex (Cyt. bg¢/f) und dem Lichtsammelkomplex des
Photosystems Il (LHCII) identifiziert wurden (Berghofer, 1998; Molik et al., 2001). Die
ungefidhren GroBen der Proteinkomplexe wurde durch Einsatz eines HMW (high molecular
weight)-Markers bestimmt. So konnten fiir die Proteinkomplexe der Thylakoidmembran
aus Spinat folgende Groflen ermittelt werden: PSI - 640 kDa, ATP-Synthase - 570 kDa,
PSII - 390 kDa, Cyt. be/f - 330 kDa und LHCII - 220 kDa (Abb. 3-7).
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Die Methode der BN-Gelelektrophorese wurde nun angewandt, um die Assemblierungs-
fahigkeit der verschiedenen Rieske-Fusionsproteine zu analysieren. Zu diesem Zweck
kamen neben den Chiméren auch das authentische Rieske-Protein und die Rieske tpp-
Variante zum Einsatz. Samtliche Proteine wurden in vitro in Gegenwart von [>°S]-Cystein
synthetisiert und anschlieBend mit intakten Spinatchloroplasten inkubiert. Nach dem
Import wurden die Thylakoidmembranen vom Stroma getrennt und durch das Detergens
Digitonin solubilisiert. Nichtgeloste Membranen wurden durch Zentrifugation entfernt und
der 16sliche Uberstand, versetzt mit Coomassie G250, konnte mittels BN-PAGE
aufgetrennt werden. Dieses Experiment zeigte, da3 alle frisch importierten Proteine in
Komplexe der Thylakoidmembran integriert wurden. So sind neben einer leichten

Hintergrundmarkierung drei spezifische Banden zu erkennen (Abb. 3-7).
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Abb. 3-7  Assemblierung des authentischen und verschiedener chimirer Rieske-Proteine in Komplexe der
Thylakoidmembran isolierter Spinatchloroplasten. Dargestellt sind die Exposition eines 5-13%igen Blue
native (BN)-Gels (rechts), das entsprechende Gel (Mitte) sowie der mitgefiihrte HMW-Marker und eine
gefirbte Spur des Blue native-Gels (links). Als colorierte Banden sind nach dem Gellauf die fiinf
Photosynthesekomplexe erkennbar: Photosystem I (PSI), ATP-Synthase (ATP-S.), Photosystem II (PSII),
Cytochrom bg/f-Komplex (Cyt. bg/f) und Lichtsammelkomplex vom PSII (LHCII). Die Thylakoide wurden
nach dem Organellimport der oben angegebenen Vorstufenproteine gewonnen (ca. 30 pg Chl. entsprechende
Menge), mit Digitonin solubilisiert und nativ aufgetrennt. Die Exposition zeigte drei verschiedene Banden (1
bis 3), wobei Bande 1 dem Cyt. bg/f-Komplex entspricht. Das apparente Molekulargewicht fiir Bande 2 liegt
bei ca. 280 kDa, fiir Bande 3 bei ca. 100 kDa.

So assemblierte das authentische Rieske-Protein erwartungsgemaf3 in den Cytochrom bg/f-
Komplex (Komplex 1), ebenfalls die Rieske tpp-Variante. Neben der Markierung des
Cytochrom bg¢/f-Komplexes tauchte bei dieser Form des Rieske-Proteins eine weitere
Bande im unteren Teil des Gels auf (Komplex 3), die vom Laufverhalten abgeleitet eine

GroBe von ca. 100 kDa aufwies. Diese Bande erschien in unterschiedlicher Intensitit
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ebenfalls bei Verwendung der chimédren Proteine mit Tat-spezifischen Signalpeptid
(16*/Ri-h, 16/Ri-h und 23/Ri-h). Jedoch kam es in diesen drei Féllen nicht zur Markierung
des Cytochrom be/f-Komplexes, folglich auch nicht zur Integration der chiméren Proteine
in diesen Komplex. Fiir die Chiméren mit Sec-spezifischem Signalpeptid, und hier am
auffilligsten fiir das 33*/Ri-h Protein, lie} sich im BN-Gel ein Komplex von ca. 280 kDa
detektieren (Abb. 3-7; Komplex 2). Ist fiir den Komplex 1 die Identifikation als Cytochrom
be/f-Komplex sicher, 14Bt sich iiber die Zusammensetzung der Komplexe 2 und 3 nur
spekulieren. Da das Auftreten des Komplexes 2 auf die chiméren Proteine mit Sec-Signal
beschrinkt ist, konnte es sich hierbei um den Komplex der Sec-Translokase handeln. Eine
Translokation der luminalen Doméne erfolgt iiber diesen Transportweg zwar offensichtlich
nicht, eine Markierung der Sec-Translokase durch Bindung des 33 kDa-Signalpeptids ist
deswegen jedoch nicht ausgeschlossen. Eine detailliertere Analyse dieses Komplexes ist im
nachfolgenden Kapitel beschrieben.

Da der Komplex 3 nicht beim authentischen Rieske-Protein sondern erst nach Generierung
einer TPP-Schnittstelle auftritt, legt das die Vermutung nahe, dafl dieser Komplex die
durch die TPP freigesetzte luminale Domine des Rieske-Proteins enthdlt. Auch die
Chimdren mit Tat-Signalpeptid besitzen eine TPP-Schnittstelle, die, wie oben bereits
beschrieben, nach der Translokation des Proteins auch genutzt wird und zur Abspaltung der
luminalen Domaéne fiihrt. Da im Falle der Chiméren nur dieses Prozessierungsprodukt vor
Proteaseabbau geschiitzt ist, unterstiitzt das die Annahme, das der Komplex 3 die luminale
Domine enthilt. Diese Vermutung lie8 sich durch eine denaturierende Auftrennung der
Proteinkomplexe des BN-Gels in der zweiten Dimension (2D) bestdtigen (Abb. 3-8).
Obwohl die Signale des 2D-Gels zum Teil sehr schwach sind, 148t sich erkennen, da3 die
Auftrennung des Komplexes 3 (Position 5 im BN-Gel) ausschlieB8lich ein Signal von 14
kDa, der GroBBe der luminalen Doméne entsprechend, lieferte. Die Intensitdt des Signals ist
fiir das Protein 23/Ri-h am stirksten, fiir die zwei Chiméren mit dem 16 kDa-Signalpeptid
und fiir das Rieske tpp-Protein sind die Signale in der zweiten Dimension nur sehr
schwach. Dies korreliert allerdings mit den Signalstdrken der einzelnen Proteine fiir den
Komplex 3 im BN-Gel. Die Auflosung des Cytochrom be/f-Komplexes in der zweiten
Dimension zeigte, daB hier lediglich das wvollstindige, reife Protein mit dem
Molekulargewicht von 20 kDa integriert werden konnte, nicht jedoch die luminale Rieske-

Doméne allein.
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Abb. 3-8  Auftrennung von Membrankomplexen in der zweiten Dimension (2D). Wie fiir Abb. 3-7 beschrieben,
wurden die Thylakoide nach dem Import der entsprechenden Vorstufenproteine in isolierte
Spinatchloroplasten solubilisiert und mittels BN-PAGE aufgetrennt (erste Dimension, 1D, oben). Aus diesem
Gel wurden die gekennzeichneten Bereiche (Cyt. be/f [C] und 1 bis 5) ausgeschnitten und in einem 15 %igen
SDS-Gel analysiert (2D, unten). Die Bereiche, in denen Signale detektiert wurden, sind unterstrichen. Die
graue Pfeilspitze kennzeichnet das reife Rieske-Protein, die weifle Pfeilspitze die durch die TPP freigesetzte
luminale Domaéne.

Die Assemblierungsfihigkeit in den Cytochrom be/f-Komplex beschrinkte sich auf das
authentische Rieske-Protein und die Rieske tpp-Variante. Die chimdren Proteine wurden
nicht in diesen Komplex eingebaut. Dies mag allerdings darin begriindet liegen, dal3 trotz
Manipulation der TPP-Schnittstelle die nahezu vollstindige Prozessierung der chimiren
Proteine die Verbindung zwischen Transmembranhelix und luminaler Doméne zerstorte
und somit kein stabiles Fusionsprotein in der Thylakoidmembran vorlag, das in den
Cytochrom bg/f-Komplex hitte integriert werden konnen. Somit kann die Frage nach der
Spezifitit der Membranhelix fiir die Assemblierungsfahigkeit des Rieske-Proteins in den
Cytochrom bg/f-Komplex nicht endgiiltig beantwortet werden. Die luminale Doméne allein
reicht zumindest nicht aus, um eine Interaktion mit dem Cytochrom bg/f-Komplex zu
erreichen. Um ein stabiles Fusionsprotein mit Membrananker auch nach der Fusion mit
fremden ApH/Tat-Signalen zu erhalten, miiite eine drastischere Verdnderung an der TPP-
Schnittstelle durchgefiihrt werden, damit die Prozessierung vollstindig blockiert wird. Erst
dann lieBe sich moglicherweise eine Aussage dariiber machen, ob der Rieske-

Membrananker funktionell durch ein Signalpeptid ersetzbar ist.
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Die Auftrennung des 280 kDa-Komplexes (Komplex 2), der durch die 33 kDa-
Fusionsproteine markiert wurde, ergab in der zweiten Dimension leider kein Signal (Abb.
3-8, Position 1 und 2). Die Ursachen hierfiir sind unbekannt.

Alle bis jetzt beschriebenen Ergebnisse wurden durch die Nutzung isolierter Chloroplasten
aus Spinat erzielt. Um sicher zu gehen, dal das beobachtete Transportverhalten der
chimdren Proteine nicht nur fiir die verwendete Pflanzenspezies spezifisch ist, wurden die
gezeigten Importversuche mit isolierten Plastiden aus Erbse wiederholt. Im Erbsensystem
zeigten sich prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie zuvor fiir den Import in Spinatplastiden
beschrieben (Abb. 3-5 B). Da jedoch die Thylakoidtransportrate fiir das Rieske-Protein in
Erbsenchloroplasten im Vergleich zu der in Spinatplastiden deutlich herabgesetzt ist,
befand sich generell weniger Protein in den Thylakoidfraktionen. Die luminale Rieske-
Domine wurde auch im Erbsensystem nur in Abhdngigkeit von ApH/Tat-spezifischen
Signalpeptiden iiber die Thylakoidmembran transportiert, die Menge ist jedoch nur sehr
gering. AuBBerdem scheint es in den Erbsenchloroplasten sowohl im Stroma als auch in den
Thylakoiden verstirkt zur Degradation des importierten Proteins zu kommen. Dies war
besonders in der Stromafraktion fiir das chiméire Protein 33*/Ri-h zu erkennen, wo es
vermehrt zu Bildung von kleineren Degradationsprodukten kam (Abb. 3-5 B). AuBerdem
erfolgte die Prozessierung dieses chimédren Proteins zum stromalokalisierten Intermediat in
Erbsen- bzw. Spinatchloroplasten an zwei unschiedlichen Stellen innerhalb des

Transitpeptids (Abb. 3-9).
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Abb. 3-9  Prozessierung des chimiren Proteins 33*/Ri-h durch die SPP in Erbse und Spinat. Dargestellt ist die
Exposition eines 10-17%igen Gradientengels (A) und die Prozessierungsmoglichkeiten des 33 kDa-
Transitpeptids (B). Das Protein 33*/Ri-h wurde in Erbsen- bzw. Spinatplastiden importiert und die
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Analyse des gesamten Transitpeptids iliber das
Programm ChloroP ergab die Position SPP (1) als stromale Prozessierungsstelle. Die Analyse der 51 C-
terminalen AS des Transitpeptids ergab die Position SPP (2). Die AS bzw. die abgeleiteten
Molekulargewichte der verschiedenen Prozessierungsformen sind angegeben (B).
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Wird die Liange des Chloroplastenimportsignals tiiber das Programm ChloroP 1.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/, Emanuelsson et al., 1999) bestimmt, betrégt das
theoretische Molekulargewicht des Intermediats, bestehend aus dem 33 kDa Signalpeptid
und der luminalen Domine etwa 20 kDa (182 AS). Damit scheint im Erbsenstroma primir
die vorhergesagte Prozessierungsstelle genutzt zu werden, im Spinatstroma dagegen
akkumuliert hauptsichlich ein Produkt von 17 kDa. Das Vorhersageprogramm ChloroP
findet 30 Aminoséurereste abwérts der mutmaBlichen SPP-Schnittstelle (score 0,557) eine
zweite Prozessierungsstelle mit geringerer Wahrscheinlichkeit (score 0,45). Diese 30
Aminosdurereste entsprechen einem Molekulargewicht von 3,1 kDa. Somit 148t sich der
GroBenunterschied von rund 3 kDa zwischen den Prozessierungsprodukten des 33*/Ri-h
Proteins in Erbse und Spinat durch das Vorhandensein von zwei potentiellen SPP-
Schnittstellen erkldren. Durch das Proramm SignalP wurde auch fiir das um 30
Aminosduren verkiirzte Signalpeptid (Lange: 21 AS), das durch Nutzung der zweiten
potentiellen SPP-Schnittstelle erzeugt wird, noch ein vollstindiges
Thylakoidtransportsignal mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,0 vorhergesagt (Daten nicht
gezeigt).

Die Assemblierung der authentischen und chimiren Proteine in Komplexe der
Thylakoidmembran zeigte in Erbse ein vergleichbares Bild zu den Ergebnissen, die zuvor

durch den Einsatz von Spinatplastiden erhalten wurden (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10 Assemblierung des authentischen und verschiedener
chimiirer Rieske-Proteine in die Thylakoidmembran
von Erbsenplastiden. Dargestellt ist die Exposition eines
5-13%igen BN-Gels. Das Experiment wurde analog den
Angaben in Abb. 3-7 durchgefiihrt, nur diesmal mit
Erbsenplastiden. Der Cytochrom by/f-Komplex (1) sowie
die Komplexe 2 und 3 sind durch Pfeilspitzen
gekennzeichnet.
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Da wie bereits erwihnt, die Thylakoidtransportrate von frisch importierten Proteinen im
Erbsensystem nicht besonders hoch ist, sind nur schwache Signale fiir die Komplexe 1
(Cytochrom bg¢/f-Komplex) bis 3 zu erkennen, die sich kaum von den Hintergrundbanden
abheben. Aus einem unbekannten Grund war die unspezifische Markierung der
Photosynthesekomplexe in Erbsenplastiden viel stirker als es zuvor im Spinatsystem
beobachtet wurde. Dennoch kann man aufgrund der vergleichbaren Ergebnisse mit Spinat-
und Erbsenplastiden davon ausgehen, daBl die beobachtete Integration der chiméren
Proteine in die Komplexe der Thylakoidmembran spezifisch ist und nicht von der
verwendeten Chloroplastenart bestimmt wird. Im ndchsten Schritt wurde versucht, die

Identitédt des Komplexes 2 ndher zu bestimmen.

3.1.2.4 Versuche zur Identifizierung der BN-Gel-Komplexe

Die chimiren Proteine, bestehend aus luminaler Rieske-Domine und Sec-spezifischem
Signalpeptid, werden zwar nicht iiber die Thylakoidmembran transportiert, markieren
jedoch einen Thylakoidmembrankomplex mit einer Grofle von etwa 280 kDa (Abb. 3-7).
Es lag die Vermutung nahe, dal} es sich dabei um die Sec-Translokase handeln konnte, die
das angebotene Substrat zwar binden, aber aufgrund des Faltungszustands nicht
transportieren kann.

Die plastididre Sec-Translokase enthdlt die zwei Membranprotein-Untereinheiten cpSecY
und cpSecE. Im Transport-aktiven Zustand kommt eine dritte, normalerweise im Stroma
vorliegende Untereinheit, cpSecA, dazu (Yuan et al., 1994; Mori & Cline, 2001). Fiir die
cpSecE-Untereinheit aus Arabidopsis wurde ein Molekulargewicht von etwa 16 kDa, fiir
die cpSecY-Untereinheit von etwa 44 kDa ermittelt (Schiinemann et al., 1999). Plastidére
SecA-Proteine haben eine durchschnittliche Grofle von 110 kDa, wie es fiir die
entsprechenden Proteine aus Erbse, Spinat und Mais gezeigt wurde (Yuan et al., 1994;
Nohara et al., 1995; Berghofer et al., 1995; Voelker et al., 1997). Unter nativen
Bedingungen wurde cpSecA aus Erbse als Homodimer mit einem Molekulargewicht von
200-250 kDa isoliert (Yuan et al., 1994). Fiir den membranstindigen cpSecYE-
Translokasekomplex aus Arabidopsis konnte mittels Gelfiltration eine Groe von etwa 180
kDa ermittelt werden (Schiinemann et al., 1999). Dieser Komplex enthilt eine unbekannte
Anzahl von cpSecE- und cpSecY-Molekiilen, moglicherweise auch bislang nicht
identifizierte Untereinheiten. Somit weicht der in der Literatur beschriebene Komplex rund

100 kDa von dem im BN-Gel beobachteten etwa 280 kDa grof3en Komplex 2 ab. Da es sich
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um zweil unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der Proteinkomplexgrofie
(Gelfiltration bzw. BN-PAGE) und um zwei verschiedene Pflanzenspezies (4Arabidopsis
bzw. Spinat) handelte, sollte versucht werden, die Position der Sec-Translokase aus Spinat
im BN-Gel durch Western-Analyse zu bestimmen. Zur Vorbereitung wurden
Thylakoidmembranen aus isolierten Spinatchloroplasten mittels Digitonin solubilisiert und
tiber BN-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden cpSecA und cpSecY mit
entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen (Abb. 3-11). Zum Vergleich erfolgte der
Nachweis des Cytochrom bg/f-Komplexes mittels Rieske-Antikdrper (Abb. 3-11).
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Abb. 3-11 Immunlokalisierung plastidirer Sec-Komponenten im Blue native-Gel. Spinatthylakoide wurden
solubilisiert und zusammen mit dem HMW-Marker mittels Blue native-PAGE aufgetrennt (BN-Gel, links).
Die Proteinkomplexe wurden anschliefend auf eine PVDF-Membran transferiert und in einzelne Streifen
zerschnitten, die separat mit den Antikorpern gegen cpSecA, cpSecY und Rieske (aSecA, aSecY, aRi)
behandelt wurden. Die Detektion erfolgte durch eine ECL-Reaktion (Western, rechts).

Durch die beiden Sec-Antikorper wurde je ein Komplex im BN-Gel detektiert, die sich in
threm Laufverhalten jedoch unterscheiden. So reagierte der cpSecA-Antikorper mit einem
Komplex von etwa 155 kDa; der cpSecY-Antikorper erkannte dagegen einen Komplex von
ca. 120 kDa. Damit scheint im Transport-inaktiven Zustand der membrangebundene Anteil
des cpSecA-Pools mit der cpSecYE-Translokase nicht in Verbindung zu stehen.

Die apparente GroBle des detektierten cpSecA-Komplexes liegt mit ca. 155 kDa zwischen
der theoretischen Groéfe der Monomer- (110 kDa) und der Dimerform. Der hier

beobachtete cpSecY-haltige Komplex weicht mit seiner GroB3e von 120 kDa etwa 60 kDa
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von dem aus Arabidopsis thaliana iiber Gelfiltration gereinigten cpSecYE-Komplex ab
(Schiinemann et al., 1999).

Um einen Eindruck von den GréBen der Monomere zu bekommen, wurden die Komplexe
des BN-Gels in einer zweiten, denaturierenden Dimension (2D) aufgetrennt. Dazu wurden
die in Abb. 3-12 gekennzeichneten Bereiche aus dem nativen Gel ausgeschnitten und
mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western blot analysiert. Dabei detektierte der
SecA-Antikorper eine Bande von ca. 116 kDa, der SecY-Antikorper reagierte mit einem

Protein von etwa 45 kDa.
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Abb. 3-12 Immunonachweis plastidirer Sec-Komponenten nach Auftrennung in der zweiten Dimension (2D).
Proteinkomplexe solubilisierter Spinatthylakoide wurden wie zu Abb. 3-11 beschrieben in der ersten
Dimension in einem Blue native-Gel aufgetrennt (1D: BN, oben), die gekennzeichneten Gelbereiche (Cyt.
be/f [C] und 1 bis 8) wurden ausgeschnitten und die enthaltenen Komplexe wurden parallel auf zwei
12 %igen SDS-Minigel aufgetrennt (2D), die anschlieBend einer Western-Analyse mit Antikdrpern gegen
cpSecA und cpSecY unterzogen wurden (0SecA, aSecY). Die Detektion erfolgte iiber die ECL-Rektion
(unten).

Beide Signale lassen sich gut mit den theoretischen Molekulargewichten von 110 kDa fiir
cpSecA bzw. 46 kDa fiir cpSecY vereinbaren (Berghofer et al., 1995; Schiineman et al.,
1999). Die Verteilung des cpSecA-Proteins im BN-Gel ist hauptséchlich auf den Bereich 3
bis 5 begrenzt, das cpSecY-Protein ist im Bereich 5 und 6 zu finden. Somit gibt es hier eine
raumliche Uberschneidung von cpSecA und cpSecY im Bereich 5. Dies ist vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dafl die Auftrennung von Proteinkomplexen im BN-Gel nicht
immer gleich gut funktioniert und der Versuch, gleiche Gelbereiche in verschiedenen
Spuren auszuschneiden, etwas fehleranfillig ist.

Ein sehr schwaches Signal 148t sich fiir das cpSecA-Protein auch in den Bereichen 1 und 2,
die der Position des Komplexes 2 entsprechen, erkennen. Dagegen 148t sich cpSecY in
diesem Bereich nicht nachweisen. Damit besteht die Moglichkeit, dal cpSecA an dem

durch 33(33*)/Ri-h markierten Komplex 2 beteiligt ist.
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Die bisherige Western-Analyse wurde im Gegensatz zu den Importversuchen mit den
radioaktiv markierten chiméren Rieske-Proteinen, mit Thylakoiden ohne externes
Transportsubstrat durchgefiihrt. Dies konnte der Grund fiir die unterschiedlichen
Komplexzusammensetzungen bzw. -groflen sein. Die Sec-Translokase sollte im Transport-
aktiven Zustand, d.h. in Gegenwart eines Transportsubstrates, aufgrund des
Zusammenfindens von cpSecA und dem Precursor mit dem membranstindigen cpSecYE-
Komplex an GroBe zunehmen. So wurde ein weiterer Versuch zur Identifikation der Sec-
Translokase im BN-Gel durchgefiihrt. Diesmal wurden die isolierten Spinatchloroplasten
zuvor unter Importbedingungen mit dem Sec-Substrat 33 kDa-Protein (Yuan & Cline,
1994), das durch Uberexpression in E. coli gewonnen wurde, inkubiert. Die Anwesenheit
des Transportsubstrates im Chloroplastenstroma und damit die Verfiigbarkeit fiir die Sec-
Translokase, wurde iiber Western-Analyse mit dem 33 kDa-Antikdrper nachgewiesen
(Abb. 3-13). Zur Beeinflussung der Sec-abhidngigen Translokation wurden den
Importansdtzen zum Teil Inhibitoren zugegeben. Dabei kamen ein nicht-hydrolysierbares
ATP-Analogon (AMP-PNP, Adenosin-5’- [By-imido]triphosphat) sowie Natrium-Azid zum
Einsatz. Beide Substanzen blockieren die ATPase-Aktivitidt und damit die Motorfunktion
des cpSecA-Proteins, das zum Arretieren des Transportsubstrats in der Translokationspore
fiihrt (Oliver et al., 1990; Knott et al., 1994; van der Wolk et al., 1997). Anschlie3end
wurden die Thylakoide isoliert, solubilisiert und mittels BN-PAGE aufgetrennt. Der
Antikorpernachweis erfolgte gegen cpSecA und cpSecY (Abb. 3-13). Der Western fiir den
cpSecA-Nachweis 14Bt eine Grolenzunahme des cpSecA-haltigen Komplexes in
Gegenwart des Transportsubstrates und AMP-PNP vermuten (Abb. 3-13, Spur 3). Die
GroBe dieser Banden (270 bzw. 320 kDa) stimmt ungefahr mit dem Laufverhalten des
Komplexes 2 in Abb. 3-7 {iiberein. In Abwesenheit des Transportsubstrates ist die
GroBenzunahme des cpSecA-Komplexes nicht zu beobachten (Spur 6). Auch in Gegenwart
von Azid kam es nicht zu Groenverdnderung des cpSecA-haltigen Komplexes (Spur 2).
Die Grofenzunahme unter Einflul des AMP-PNP lieB sich allerdings nur mit dem SecA-
Antikorper beobachten, der Einsatz des SecY-Antikorpers ergab dagegen unter den
gleichen Versuchsbedingungen keine Verdnderungen im Bandenmuster (Abb. 3-13). Statt
dessen lieBen sich mit dem SecY-Antikorper im Vergleich zu Abb. 3-11 in allen Ansétzen
zwei weitere Banden detektieren, die mit dem PSII und dem Cytochrom be/f-Komplex co-

migrierten.
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Abb. 3-13 Immunonachweis plastidirer Sec-Komponenten im Blue native-Gel unter verschiedenen Transport-
bedingungen. Spinatchloroplasten wurden unter Importbedingungen in Gegenwart (Ansatz 1 bis 3) oder
Abwesenheit (Ansatz 3 bis 6) des Sec-Substrates 33 kDa-Protein (33/33, 5 uM) mit Na-Azid (4 mM), AMP-
PNP (5 mM) oder ohne Inhibitoren inkubiert. Die Thylakoide (2 x ca. 30 pg Chl.) wurden solubilisiert, iiber
BN-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membran transferiert, die mit Antikdrpern gegen cpSecA bzw.
cpSecY behandelt wurde (0SecA, aSecY). Die Detektion erfolgte iiber ECL-Reaktion (oben, links und
Mitte). Ein Ausschnitt des Blue native-Gels ist oben rechts abgebildet. Der Nachweis des 33 kDa-
Transportsubstrates erfolgte durch Western-Analyse der Stromafraktionen der Anséitze 1-6, die mittels SDS-
PAGE aufgetrennt wurden (unten, 033kDa). Das Stromaintermediat des 33 kDa Proteins (i 33kDa) ist mit
einem Pfeil markiert .

Ob es sich hierbei um eine unspezifische Reaktion oder um einen spezifischen Nachweis
der cpSecY-abhidngigen Integration des D1-Proteins in den PSII-Komplex bzw. der
Cytochrom f Untereinheit in den Cytochrom be/f-Komplex handelt, ist noch unklar
(Rothstein et al., 1985; Nohara et al., 1996; Zhang et al., 2001). Da durch den SecY-
Antikorper keine GroBendnderung des Komplexes in Anwesenheit eines Transport-
substrates und AMP-PNP gezeigt werden konnte, bleibt die Frage nach der Position der
Transport-aktiven Sec-Translokase im BN-Gel vorerst unbeantwortet. Durch die
beobachtete GroBenverdnderung des cpSecA-haltigen Komplexes hin zur Position des
Komplexes 2 (Abb. 3-7), ist eine Beteiligung von cpSecA am Komplex 2 zumindest nicht

ausgeschlossen.
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3.1.3 Der EinfluR der luminalen Rieske-Domane auf den TransportprozeR

Der Thylakoidtransport des Rieske Fe/S-Proteins wird vom N-terminalen Membrananker
vermittelt, der zwar nur schwache Merkmale eines Signalpeptids aufweist, jedoch
funktionell als Thylakoidtransportsignal fungieren kann (Madueno et al., 1994; Molik,
2000). Die Erkenntnisse, die bereits im Rahmen der Diplomarbeit {iber die Qualitit des
Rieske-Membranankers als Transportsignal gewonnen wurden, zeigten, dal er nur
suboptimal funktioniert, d.h. in Kombination mit anderen Passagierproteinen kein
effektiver Thylakoidtransport erreicht werden kann (Molik, 2000). Andererseits ergab auch
der Austausch des Membranankers gegen ein typisches Signalpeptid keinen gesteigerten
Thylakoidtransport der luminalen Rieske-Domine (Kapitel 3.1.2.2). Ohnehin wurde die
luminale Doméne nur in Abhédngigkeit eines ApH/Tat-spezifischen Signals transportiert;
Sec-spezifische  Signale dagegen ermoglichten keinen Transport iiber die
Thylakoidmembran. Dies deutete darauf hin, dal die luminale Domédne durchaus einen
gewissen EinfluB auf das Transportverhalten des Rieske-Proteins hat. Dabei war zu
vermuten, daB3 dieser Einflul im Faltungszustand der luminalen Doméne begriindet liegt,
da die ApH/Tat-Translokase (im Gegensatz zur Sec-Translokase) in der Lage ist, gefaltete
Proteine zu transportieren (Robinson & Bolhuis, 2004). So sollte im weiteren Verlauf der
Arbeit der Blick auf die luminale Doméne fokussiert werden, um herauszufinden, welchen
Modifikationen sie unterworfen ist, welche Faktoren daran beteiligt sind und ob diese

Prozesse den verzogerten Thylakoidtransport bewirken.

3.1.3.1 Blockierung des Thylakoidtransports

Ein weiterer Hinweis darauf, dafl die luminale Doméne einen EinfluB auf den
Transportprozel3 hat, lieB sich aus den Versuchen mit isolierten Thylakoiden ableiten.
Obwohl die meisten ApH/Tat-Substrate mit guter Effizienz auch in isolierte
Thylakoidvesikel transportiert werden konnen (Mould et al., 1991; Klosgen et al., 1992;
Nielsen et al., 1994), war dies fiir die luminale Rieske-Doméne, weder in Abhéingigkeit
vom authentischen Thylakoidtransportsignal noch mit Hilfe des typischen ApH/Tat-
spezifischen Signalpeptids des 23 kDa-Proteins (23/Ri-h) nicht moglich (Abb. 3-14 A).

DaB} diese Inkompatibilitdt tatsdchlich durch die luminale Domine verursacht wird, wurde

durch die Transportfihigkeit eines chimiren Proteins unterstiitzt, in dem die luminale
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Domine durch das reife 23 kDa-Protein ausgetauscht wurde (Ri tpp/23; Abb. 3-14 B). Also
ist der Rieske-Membrananker durchaus in der Lage, bestimmte Passagiere, hier das reife 23
kDa-Protein, in isolierte Thylakoide zu dirigieren. Die luminale Prozessierung des
chiméren Intermediats setzt das reife 23 kDa-Protein frei, wenn auch mit geringerer
Effizienz als im Kontrollansatz mit dem authentischen 23 kDa-Protein (23/23; Abb. 3-14
B). Neben dem reifen 23 kDa-Protein zeigte sich im Ri tpp/23-Ansatz auch ein chiméres
Intermediat von 29 kDa, das ebenfalls gegeniiber der externen Protease Thermolysin
iiberwiegend resistent war (Abb. 3-14 B, T+). Hierbei konnte es sich um ein
Translokationsintermediat handeln, das zwar bereits iiber die Membran transportiert aber
noch nicht terminal prozessiert wurde und somit vielleicht noch in Kontakt mit der
Translokase war. Ahnliches wurde bereits fiir das chimire Protein 16/23 (zusammengesetzt
aus den 16 und 23 kDa-Untereinheiten des Wasserspaltungsapparates) beobachtet
(Berghofer & Klosgen , 1999).
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Abb. 3-14 In thylakoido-Import authentischer und chimirer Rieske bzw. 23 kDa-Proteine. Dargestellt sind
Expositionen 10-17,5%iger Gradientengele (Laemmli, 1970). Der Thylakoidtransport wird verhindert (A)
oder ist moglich (B). Der Import der angegebenen Vorstufenproteine erfolgte in isolierte Erbsenthylakoide in
Gegenwart von Stromaextrakt. Die Thylakoide blieben anschlieBend entweder unbehandelt (T-), wurden in
HM-Puffer gewaschen (W) oder mit Thermolysin behandelt (T+).  Stochiometrische Mengen der
Thylakoidfraktionen (7,5 pg Chl. entsprechend) wurden zusammen mit dem Translationsansatz (t) mittels
SDS-PAGE analysiert. Schwarze Pfeilspitzen markieren die Vorstufenproteine, graue die
Stomaprozessierungsprodukte und weile die Thylakoidprozessierungsprodukte. Der Groenmarker (in kDa)
ist jeweils links vom Bild angegeben.

Das Unvermdgen isolierter Thylakoide, die luminale Rieske-Doméne selbst in Gegenwart
eines addquaten Transportsignals zu transportieren, konnte durch den hochverdiinnten
Stromaextrakt bedingt sein, der fiir das Rieske-Protein moglicherweise keine ausreichenden
Transportbedingungen bietet. So scheint die Anwesenheit des intakten Organells fiir den
Thylakoidtransport des Rieske-Proteins notwendig zu sein. Daraus ergab sich die

Uberlegung, daB vielleicht das nach Organellimport im Stroma akkumulierte Rieske-
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Protein in einem Thylakoidtransport-kompetenten Zustand vorliegt und somit nach
Gewinnung dieses Stromas von isolierten Thylakoiden aufgenommen werden kann. Um
dies zu iberpriifen, wurde ein kombinierter Organell-Thylakoidtransport als
Versuchsansatz gewidhlt. Dazu wurde das Rieske-Protein zunichst in intakte Organellen
importiert; anschlieBend konnte ein GroBteil des importierten Rieske-Proteins durch
Priparation des Stromas dieser Organellen gewonnen und mit frischen Thylakoiden
inkubiert werden. In diesem Versuch wurden Chloroplasten bzw. Thylakoide nicht nur aus
Spinat sondern auch aus Erbse eingesetzt und zum Teil miteinander kombiniert (Abb.

3-15).
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Abb. 3-15 Kombination von in organello- und in thylakoido-Import. Dargestellt sind Expositionen von 10-
17,5%igen SDS-Gradientengelen (Laemmli, 1970) Das Rieske-Vorstufenprotein wurde in einem ersten
Schritt in isolierte Spinat- bzw. Erbsenchloroplasten importiert (A). Anschliefend wurde aus diesen
Organellen das Stroma gewonnen und mit frischen Thylakoiden aus Erbse bzw. Spinat inkubiert. Die
Thylakoide wurden mit Thermolysin versetzt (T+) oder blieben unbehandelt (T-). Alle Fraktionen wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend exponiert (B). Der Thylakoidtransport (Erbse bzw. Spinat)
des 23 kDa-Proteins als Kontrolle ist unter (C) dargestellt.

Der in organello-Import des Rieske-Proteins zeigte die typische Verteilung des
importierten Proteins zwischen Stroma und Thylakoiden (Abb. 3-15 A). Dabei

akkumulierte das frisch importierte Protein verstirkt im Stroma der Erbsenplastiden.

Sowohl das Stroma der Erbsen- als auch der Spinatplastiden wurde prépariert und
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anschliefend mit frischen Thylakoiden aus beiden Spezies inkubiert (Abb. 3-15 B, in
thylakoido). In diesem Versuchsansatz war es nur fiir das aus dem Erbsenstroma
gewonnene Rieske-Protein moglich, in geringen Umfang in isolierte Thylakoide
transportiert zu werden (Abb. 3-15 B, Spur T+). Dabei erfolgte die Translokation sowohl in
Erbsenthylakoide als auch, mit leicht abgeschwéchter Effizienz, in Spinatthylakoide. Wie
der in thylakoido-Kontrollansatz mit dem 23 kDa-Protein zeigte, weisen Erbsen- und
Spinatthylakoide grundsétzlich unterschiedliche Transportkompetenzen auf (Abb. 3-15 C).

In den Ansdtzen mit Spinatstroma konnte kein Weitertransport des dort vorliegenden
Rieske-Proteins in frische Thylakoide beobachtet werden (Abb. 3-15 B). Zumindest das im
Erbsenstroma befindliche Rieske-Protein liegt in einem Transport-kompetenten Zustand
vor. Daraus ergibt sich die Frage, welche Bedingungen erfiillt sein miissen, um dem
Rieske-Protein die Passage der Thylakoidmembran zu ermdglichen. Wie bereits erwidhnt,
konnte der Faltungszustand der luminalen Doméne einen EinfluB auf die
Transportfahigkeit des Proteins haben. Eine weitere denkbare Modifikation innerhalb der
luminalen Doméne konnte der Einbau des Fe/S-Zentrums sein. Deshalb sollte es ein Ziel
dieser Arbeit sein, die stromalen Interaktionspartner des Rieske-Proteins zu identifizieren
und die damit verbundenen Modifikation des Proteins aufzuzeigen. Dazu sollte als erstes
die Frage nach der Bedeutung des Fe/S-Zentrums fiir den Thylakoidtransport beantwortet

werden.

3.1.3.2 Das Transportverhalten der Fe/S-Ligandenmutanten

Die Beteiligung des Rieske-Proteins an der photosynthetischen Elektronentransportkette ist
auf die Anwesenheit eines [2Fe-2S]-Zentrums zuriickzufithren. Dabei erfolgt die
koordinative Bindung der Eisenatome iiber je zwei Cystein- bzw. Histidinreste innerhalb
der luminalen Doméne (Zhang et al., 1996). Im Fall des plastiddren Rieske-Proteins aus
Spinat sind folgende Aminosdurereste an der Bindung beteiligt: Cys107, His109, Cys125,
His128 (Abb. 3-16). Fiir das mitochondriale Rieske-Protein aus Hefe wurde bereits gezeigt,
daBB die Verdnderung einer Fe/S-bindenen Aminosdure den Einbau des Cofaktors
verhindert (Graham & Trumpower, 1991). Deshalb sollte fiir das plastidare Rieske-Protein
aus Spinat der EinfluB des [2Fe-2S]-Zentrums auf das Transportverhalten durch den
Einsatz von sogenannten Fe/S-Ligandenmutanten im in organello-Experiment getestet
werde. Dabei standen aus fritheren Arbeiten des Labors folgende Mutanten zur Verfiigung:

1124S (Isoleucin 124 wurde zu Serin mutiert), C125S und C127S (Kanauchov, 1998).
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Abb. 3-16 Struktur der luminale Domiine des Rieske-
Proteins. Dargestellt sind die 139 C-terminalen
Aminoséuren des plastiddren Rieske-Proteins aus
Spinat, nach Carrel et al., 1997. Das [2Fe-2S]-
Zentrum ist in Form von roten und gelben
Kugeln zu erkennen. Die an der Bindung
beteiligten =~ Aminosduren (Liganden) sind
hervorgehoben (Cys107, His108, Cysl25,
His128). Die das Fe/S-Zentrum stabilisierende
Disulfidbriicke zwischen Cys112 und Cys127 ist
als scharzer Balken dargestellt.

Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit die Mutante H128Q erstellt. Wahrend bei den
beiden Mutanten C125S und H128Q direkte Fe/S-Liganden ausgetauscht wurden (Fe/S-
Ligandenmutanten im engeren Sinne), ist die Mutante C127S in der Ausbildung einer
Sekundérstruktur-stabilisierenden Disulfidbriicke gestort (Abb. 3-16). Die Verdnderung in
der Mutante 1124S ist dagegen irrelevant fiir den Einbau des Fe/S-Zentrums und dient als
Negativkontrolle. Alle vier Mutanten des Rieske-Proteins wurden als radioaktiv markierte

Precursor fur in organello-Experimente eingesetzt (Abb. 3-17).
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Abb. 3-17 Import der Rieske Fe/S-Ligandenmutanten in isolierte Spinatchloroplasten. Dargestellt ist die
Exposition eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels (Laemmli, 1970). Neben dem authentischen Rieske-
Protein wurden verschiedene Rieske-Mutanten mit Einzelaminosdureaustauschen eingesetzt. Die betroffenen
AS stellen Liganden zur [2Fe-2S]-Cluster Bindung dar (C125S, H128Q) oder sind zur Ausbildung der
Disulfidbriicke erforderlich (C127S). Die Mutante 11248 stellt die Negativkontrolle dar. Fiir weitere Details
siche Text zu Abb. 3-1.
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Das Transportverhalten der Mutanten C125S, C127S und H128Q war im Vergleich zum
authentischen Rieske-Protein stark verdndert. In allen drei Fillen fand sich zwar ein Teil
des importierten Proteins in der Thylakoidfraktion (T-), dieser wurde aber durch die
zugegebene Protease fast vollstindig degradiert (T+). Folglich kam es nur zur
Membranassoziation, aber nicht zum Transport des jeweiligen Proteins. Nur fiir die
Mutante H128Q 148t sich ein geringer Protease-resistenter Anteil in der T+ Spur erkennen.
Nur die Mutante 1124S zeigte dagegen keine auffillige Verdnderung in ihrem
Transportverhalten.

Aus dem Verhalten der Fe/S-Ligandenmutanten C125S und H128Q 146t sich ableiten, daf3
die Verhinderung des Fe/S-Einbaus einen Einflul auf den Thylakoidtransport des Rieske-
Proteins hat. Dabei zeigte der Austausch eines Cystein-Liganden einen etwas stirkeren
Wirkung als der Austausch eines Histidinrestes. Die verhinderte Ausbildung der
Disulfidbriicke in der Mutante C127S beeintrachtigt die Thylakoidtransportrate ebenfalls
massiv. Um zu iiberpriifen, ob eine Assoziation der Mutanten mit Komplexen der
Thylakoidmembran erfolgte, wurden die unbehandelten Thylakoide (T-) solubilisiert und
auf einem BN-Gel aufgetrennt (Abb. 3-18).

BN Exposition

Ri_C125S

' Ri_C127S
Ri_H128Q

PSI -
ATP-S. -

Rubisco -
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LHCI - 8

Abb. 3-18 Assemblierung der Fe/S-Ligandenmutanten in Komplexe der Thylakoidmembran. Dargestellt ist die
Exposition eines 5-13%igen Blue native-Gels sowie ein Streifen des unbehandelten Gels (BN). Der Versuch
wurde mit den oben angegebenen Proteinen und isolierten Spinatchloroplasten durchgefiihrt. Der Cytochrom
be/f-Komplex ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Fiir weitere Details siche Text zu Abb. 3-7.
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Dabei zeigte sich, daB tatsdchlich die Fe/S-Ligandenmutante H128Q in geringem Umfang
in den Cytochrom be/f-Komplex integriert wurde. Dagegen ist fiir die Mutanten C125S und
C127S keine Komplexassemblierung nachweisbar. Das authentische Rieske-Protein und
die Mutante 1124S zeigten dagegen erwartungsgemail eine deutliche Assemblierung in den
Cytochrom be/f-Komplex (Abb. 3-18).

Fiir das auffillig veranderte Thylakoidtransportverhalten der Fe/S-Ligandenmutanten gibt
es zwei mogliche Erklarungen. Zum einen konnte der Thylakoidtransport der Mutanten mit
normaler Effizienz erfolgen, allerdings kommt es aufgrund des fehlenden [2Fe-2S]-
Zentrums zum vorzeitigen Abbau des nicht verwendbaren Proteins. Die zweite
Erklarungsmoglichkeit geht von einer Verhinderung des Thylakoidtransports aufgrund des
fehlenden [2Fe-2S]-Zentrums aus. Da die zweite Moglichkeit als Arbeitshypothese
angenommen wurde, sollte sie niher untersucht werden. So lag die Uberlegung nahe, sich
genauer den stromalokalisierten Anteil des Rieske-Proteins bzw. der Fe/S-
Ligandenmutanten anzuschauen. Dazu wurden die Stromafraktionen der jeweiligen
Proteine nach erfolgtem Import in isolierte Spinatchloroplasten gewonnen und nicht nur
mittels SDS-PAGE, sondern parallel auch auf nicht-denaturierenden Colorless native-
Gelen (CN-Gel) aufgetrennt. Fiir diesen Versuch wurden die Mutanten 1124S, C125S und
C127S sowie das authentische Rieske-Protein eingesetzt (Abb. 3-19). Es ist zu erkennen,
dal die frisch importierten Proteine im Stroma in Form von verschiedenen
hochmolekularen Komplexen vorliegen. Dabei féllt auf, da3 einige Banden in allen vier
Ansitzen zu finden sind, wie z.B. der prominente Komplex bei ca. 440 kDa und die Bande
um 140 kDa. Dagegen zeigten die Komplexe um 67 kDa unterschiedliches Laufverhalten
in den verschiedenen Ansédtzen. So verhielt sich die Mutante [124S gleich dem
authentischen Rieske-Protein, wiahrend die beiden Fe/S-Ligandenmutanten C125S und
C127S in der 67 kDa-Bande zueinander und zum authentischen Protein ein verdndertes

Laufverhalten zeigten.
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Abb. 3-19 Native Auftrennung (CN) von Stromakomplexen nach Import der Rieske Fe/S-Ligandenmutanten.
Dargestellt ist die Exposition eines 5-18 %igen Colorless native (CN)-Gels (A) sowie eines 10-17,5%igen
SDS-Gradientengels (B). Die angegebenen Proteine wurden in isolierte Spinatchloroplasten importiert. Die
gewonnenen Fraktionen wurden entweder nativ aufgetrennt (Stroma, jeweils ca. 25 pg Chlorophyll
entsprechend, A) oder mittels SDS-PAGE (B). Die schwarzen Pfeile unter (A) kennzeichnen einheitliche
Komplexe, weifle Pfeile kennzeichnen Komplexe, die bei den verwendeten Proteinen unterschiedlich sind.
Als GroBenstandard wurde der HMW-Marker verwendet.

Die Unterschiede in der Intensitit der einzelnen Banden ist vermutlich auf die
unterschiedliche Anhdufung der jeweiligen Proteine im Stroma zuriickzufiihren (Abb. 3-19
B, Spur S). Da sich durch die gezielten Aminosdureaustausche innerhalb des authentischen
Rieske-Proteins z.T. deutliche Verianderungen im Bandenmuster der Stromakomplexe
ergaben, 146t dies einen stromalokalisierten Fe/S-Einbau vermuten. Zusétzliche Indizien,
die diese Arbeitshypothese unterstiitzen, werden im weiteren Verlaufe der Arbeit

dargestellt.

3.1.3.3 Die Analyse des 440 kDa-Komplexes

Die Identifikation des in Abb. 3-19 A dargestellten 440 kDa-Komplexes soll im
Mittelpunkt dieses Kapitels stehen. Um zu bestimmen, welche Prozessierungsform des
Rieske-Proteins in diesem Komplex vorliegt, wurde im AnschluB an die native
Elektrophorese eine zweite, denaturierenden Auftrennung durchgefiihrt. Aufgrund der
intensiven Markierung wurde zu diesem Zweck die Mutante C125S eingesetzt (Abb. 3-20).
Diese 2D-Analyse ergab, dafl der 440 kDa-Komplex sowohl das Vorstufen- als auch das
reife Protein enthilt. Alle anderen Komplexe wurden dagegen nur durch die reife

prozessierte Form des Rieske-Proteins markiert (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20 Auftrennung von Stromakomplexen in der zweiten Dimension (2D). Dargestellt ist die Exposition eines
CN-Gelstreifens (aus Abb. 3-19) und die daraus resultierende Auftrennung in einem 15%igen SDS-Gel
(Laemmli, 1970). Fiir diesen Versuch wurde die Mutante Ri_C125S benutzt. Die schwarze Pfeilspitze
markiert das Vorstufenprotein, die graue Pfeilspitze das reife Protein.

In der Literatur fanden sich Hinweise darauf, da3 es sich bei dem 440 kDa-Komplex um
Cpn60 (chaperonin), das plastidire, zu Hsp60 homologe Faltungschaperon, handeln kdnnte
(Lubben et al, 1989). Da dem Labor Antikdrper gegen das Hsp60-Protein aus
Saccharomyces cerevisiae zur Verfiigung standen, konnte eine Western-Analyse
durchgefiihrt werden. Es ist bekannt, dafl die Stabilitit zwischen Cpn60 (Hsp60) und
seinem Substrat sensitiv gegeniiber hohen ATP-Konzentrationen ist (Milos & Roy, 1984;
Lubben et al., 1989; Madueno et al., 1993, Boston et al., 1996). So wurde nach
Organellimport des authentischen Rieske-Proteins und der Mutante C125S, jeweils der
Hélfte des reisolierten Stromas 5 mM ATP zugesetzt, wihrend die andere Halfte
unbehandelt blieb. Die Proben wurden mittels CN-PAGE nativ aufgetrennt und zum einen
exponiert, zum andern der Western-Analyse mit Antikorpern gegen das Hsp60-Protein aus
Hefe unterzogen (Abb. 3-21). Die Exposition ergab, daBl die Stabilitit des 440 kDa-
Komplex tatsdchlich von der ATP-Konzentration abhéngig war. So ist in Gegenwart von
5 mM ATP die Intensitdt der beobachteten Komplexe weitaus geringer als in den Ansétzen
ohne zusitzliches ATP. Demgegeniiber hat die ATP-Konzentrationen keinen Einfluf} auf
die Stabilitdt der iibrigen Komplexe. Der Antikdrpernachweis des Cpn60-Komplexes tliber
die enzymatische Reaktion der alkalischen Phosphatase ergab eine Bande auf der Hohe des
radioaktiv markierten 440 kDa-Komplexes sowie eine Bande um 67 kDa, die aber nicht mit

den radioaktiv markierten Banden in diesem Bereich korreliert (Abb. 3-21).
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Durch nachtrigliche Exposition der Nitrocellulosemembran konnte die Ubereinstimmung
im Laufverhalten der iiber Antikdrper bzw. Radioaktivitit detektierten 440 kDa-Bande
eindeutig gezeigt werden. Die vom Hsp60-Antikdrper detektierte Bande um 67 kDa stellt
vermutlich Monomere Cpn60-Molekiile dar, die ein theoretisches Molekulargewicht von

ca. 60 kDa aufweisen.

Exposition Western o Hsp60
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Abb. 3-21 Identifizierung des stromalen 440 kDa-Komplexes als Cpn60. Dargestellt ist die Exposition sowie die
Western-Analyse (0Hsp60) eines 5-18%igen CN-Gels, auf dem Stromafraktionen, die nach Import der
angegebenen Proteine in Spinatchloroplasten gewonnen worden waren, nativ aufgetrennt wurden. Die Halfte
des jeweiligen Stromaextraktes wurde zuvor mit 5 mM ATP versetzt (+ ATP) und fiir 15 min auf Eis
inkubiert, die zweite Hilfte wurde unbehandelt inkubiert (- ATP). Der Hsp60 Antikdrpernachweis erfolgte
iber die Reaktion der alkalischen Phosphatase, die Membran wurde anschlieBend zum Nachweis der
Radioktivitit auf einer Phosphorimagerplatte exponiert. So war (iiber eine zuvor angebrachte radioaktive
Markierung auf der Membran) zu erkennen, daf3 die 440 kDa-Bande der Exposition mit der Hsp60
Antikorperbande co-migrierte (schwarze Pfeilspitze). Die graue Pfleilspitze markiert ein weiteres Hsp60-
Antikorpersignal, dafl vermutlich Cpn60-Monomeren entspricht.

Im assemblierten Cpn60-Komplex sind dann 2x7 Monomere zu einem etwa 840 kDa
Tetradecamer vereinigt. Als Co-Chaperone binden dann noch eine bislang unbekannte
Anzahl von Cpn2I1-Monomeren und eventuell auch Cpnl0-Molekiile an diesen Komplex
(Levy-Rimler et al., 2002). Damit steigt die theoretische GroBe des kompletten Cpn60-
Komplexes auf iiber 900 kDa. Die hier beobachtete 440 kDa-Bande stellt somit entweder
Cpn60-Subkomplexe dar oder Cpn60-Komplexe mit ungewdhnlichem Laufverhalten auf
CN-Gelen. Fiir Cpn60-Tetradecamere wurde bereits eine ATP-abhingige Dissoziation in
kleinere Komplexe beschrieben (Hemmingsen & Ellis, 1986; Musgrove et al., 1987; Roy et
al., 1988).
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Ob es tatsdchlich zu einer direkten Interaktion zwischen dem Cpn60-Komplex und dem
frisch importierten Rieske-Protein im Stroma kommt, sollte durch Co-Immunprézipitation
tiberpriift werden (Kapitel 2.2.11). Der Versuch wurde so durchgefiihrt, da3 zunéchst das
radioaktiv markierte Rieske-Vorstufenprotein mit isolierten Spinatchloroplasten unter
Importbedingungen inkubiert wurde, um anschlieBend die Stromafraktion zu gewinnen.
Diesem Extrakt wurden Hsp60-Antikorper zugegeben, die zuvor an ProteinA-Sepharose
gebunden worden waren. Die Antigen-Antikorperbindung erfolgte eine Stunde entweder
bei 4 °C oder bei Raumtemperatur (20 °C). Zur weiteren Anreicherung des Rieske-Proteins
in der Stromafraktion wurde einigen Ansédtzen Nigericin, ein Hemmstoff des ApH/Tat-
Weges, zugegeben. Alternativ zum Hsp60-Antikorper wurden auch verschiedene andere
Antikorper zur Co-Immunprézipitation eingesetzt, so gegen zwei weitere Faltungsproteine,
Hsp70 und Rubisco-Aktivase (RuA) sowie gegen zwei Proteintransportkomponenten,
cpSecA und Ffh (Fifty four homologue aus E. coli, homolog zum cytosolischen und
plastiddren SRP54; Luirink et al., 1992; Schiinemann et al, 1998). Da die eingesetzten
Antikorper nicht alle gegen das entsprechende Spinatprotein gerichtet waren (Tab. 2-2),
wurde zuvor getestet, ob es zu einer Erkennung des gewiinschten Antigens in
Spinatplastiden kommt (Abb. 3-22).

So erkannte der SecA-Antikorper, neben gewissen Kreuzreaktionen, das korrekte Antigen
cpSecA auf Hohe der 116 kDa-Markerbande. Die Hsp70-Antikérper reagierten mit zwei
Proteinen von ca. 60 bzw. 70 kDa. Ein stromalokalisiertes Spinatprotein vom Hsp70-Typ,
das ein apparentes Molekulargewicht von 75 kDa zeigte, wurde bereits charakterisiert
(Wang et al., 1993), zwei weitere Proteine von etwa 70 kDa wurden aus
Genomsequenzdaten abgeleitet (Guy & Li, 1998). So konnten beide hier beobachteten
Hsp70-Antikorpersignale spezifisch sein. Auch die Rubisco-Aktivase kommt in zwei
Isoformen vor, die in Spinat GréBen von 41 kDa bzw. 45 kDa aufweisen (Werneke et al.,

1989). Dies korreliert sehr gut mit den Reaktionen des RuA-Antikdrpers (Abb. 3-22).
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Abb. 3-22 Western-Analyse zum Nachweis verschiedener Antigene in Spinatplastiden. Vorbereitend zur Co-
Immunprézipitation wurden die dafiir eingesetzten Antikorper auf die Erkennung des entsprechenden
Antigens in Spinatchloroplasten getestet. Dazu wurden jeweils stochiometrische Mengen Stroma (S) und
Thylakoide (T, 3 pg Chlorophyll entsprechend) auf einem 10%igen SDS-Minigel aufgetrennt. Die
verwendeten Antikdrper wurden wie in Tab. 2-2 angegeben verdiinnt. Die Detektion erfolgte iiber die ECL-
Reaktion. Die vermutlich spezifischen Signale sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Ein Teil der Coomassie-
gefirbten PVDF-Membran ist links abgebildet. Als Grofenstandard wurde neben dem 7L-Marker auch der
6H-Marker (205-116-97-66-45-29 kDa) eingesetzt.

Die GrofBe des plastiddren Ffh-Homologen, cpSRP54, liegt bei 54 kDa (Schiinemann et al.,
1998) . Der Ffh-Antikorper reagierte spezifisch mit einem Protein von ca. 50 kDa,
unmittelbar unterhalb der groBen Untereinheit der Rubisco.

Die plastiddren Hsp60-Proteine (Cpn60) besitzen Molekulargewichte zwischen 60 und 63
kDa. Die hier detektierten Signale des Hsp60-Antikdrpers erstrecken sich etwa iiber einen
GroBenbereich von 60 bis 80 kDa (Abb. 3-22).

Auller zu cpSecA wurden in verschiedenen Arbeiten Interaktionen des Rieske-Proteins mit
den hier aufgezihlten Proteinen gezeigt (Hsp70, Rubisco-Aktivase und cpSRP54; High et
al., 1997; Karnauchov, 1998). Diese Beobachtung konnte hier jedoch in keinem Fall
bestitigt werden. Weder fiir Hsp70, Rubisco-Aktivase oder cpSRP54, noch fiir cpSecA
konnte eine Interaktion mit dem Rieske-Protein nachgewiesen werden (Abb. 3-23).
Dagegen liel sich mit dem Hsp60-Antikérper ein signifikanter Anteil des im Stroma
befindlichen Rieske-Proteins prézipitieren (Abb. 3-23). Dabei fallt auf, dal in jedem Fall
das reife Protein, aber auch iiberproportional das Vorlduferprotein zu finden ist. Dies deckt
sich mit dem Ergebnis der 2D-Analyse, die zeigte, dall der 440 kDa-Komplex sowohl das
reife Rieske-Protein als auch den Vorldufer enthdlt (Abb. 3-20). Die zuséitzliche
Anreicherung des Rieske-Proteins im Stroma, ausgelost durch den Hemmstoff Nigericin,
filhrte zu einer verstirkten Co-Immunfillung des reifen Proteins durch den Hsp60-
Antikorper. Die Prazipitation des Precursors scheint hier allerdings etwas schwicher
auszufallen. Die Stabilitdit der Komplexe ist aulerdem von der Temperatur, bei der die
Immunfillung durchgefiihrt wurde, abhingig. So erfolgte bei 4 °C eine stirkere

Prizipitation des reifen Rieske-Proteins als bei 20 °C.
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Abb. 3-23 Co-Immunprizipitation des importierten, radioaktiv markierten Rieske-Proteins aus dem
Stromaextrakt. Dargestellt ist die Exposition eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels, auf dem Pellet- und
Uberstandfraktionen (1/8 Vol.) aufgetrennt wurden. Dazu wurde das radioaktiv markierte Rieske-
Vorstufenprotein in isolierte Spinatchloroplasten importiert, der Stromaextrakt wurde reisoliert und mit den
angegebenen Antikorpern (gebunden an ProteinA-Sepharose) 1 h entweder bei RT (20 °C) oder im Kiihlraum
(4 °C) inkubiert. Die Importversuche wurden z.T. in Gegenwart von 4 uM Nigericin durchgefiihrt (+ Nig.).
Vorstufenprotein (schwarze Pfeilspitze) und reifes Rieske (weiBe Pfeilspitze) sind gekennzeichnet.

Die Auftragung der Uberstinde (jeweils 1/8 Vol.) zeigt, daB in allen Ansitzen
vergleichbare Mengen an stromalokalisierten Rieske-Protein vorhanden war (Abb. 3-23).

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, da3 es sich bei dem 440 kDa-Komplex des
CN-Gels um eine direkte Interaktion des importierten Rieske-Proteins mit dem Chaperon
Cpn60 handelt. Dabei scheint diese Interaktion in einer frither Phase der Stromapassage des
Proteins stattzufinden, da neben dem reifen Protein auch ein GroBteil der noch

unprozessierten Vorlduferform an diesen Komplex bindet.

3.2 Kandidaten der plastidaren Fe/S-Cluster-Assemblierungs-

maschinerie (ISC)

Da wihrend der Stromapassage des Rieske-Proteins anscheinend eine Cpn60-abhingige
Faltung erfolgt, stellt sich die Frage, ob damit gleichzeitig der Einbau des [2Fe-2S]-
Clusters verbunden ist. Denn erst durch die korrekte Sekundir- bzw. Tertidrstruktur der
luminalen Domine werden die Cofaktor-bindenden Aminoséurereste so in raumliche Nihe
gebracht, dall es moglich wird, das [2Fe-2S]-Zentrum zu integrieren.

Uber den eigentlichen ProzeB, der im Chloroplasten zur Integration von Fe/S-Zentren fiihrt,
war zu Beginn dieser Arbeit recht wenig bekannt. Es konnte zwar gezeigt werden, dafl

isolierte Chloroplasten in der Lage waren, Apo-Ferredoxin in seine [2Fe-2S]-gebundene
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Holoform zu {iberfiihren, allerdings blieb zunédchst unklar, wie dieser Prozell im einzelnen
ablduft und welche Faktoren daran beteiligt sind (Takahashi et al., 1986; Suzuki et al.,
1991). Samtliche Informationen, die es zu diesem Zeitpunkt zum Thema Fe/S-Cluster-
Assemblierung gab, stammten aus bakteriellen bzw. mitochondrialen Systemen. Vor allem
in Hefemitochondrien konnten bereits eine Vielzahl von beteiligten Proteinen identifiziert
werden (Mihlenhoff & Lill, 2000). Um einen Eindruck diesbeziiglich von der Situation in
Plastiden zu bekommen, sollte versucht werden, Kandidaten, die an der dortigen Fe/S-
Cluster-Assemblierung beteiligt sind, aufzuspiiren und auf mogliche Interaktionen mit dem

Rieske-Protein zu testen.

3.2.1 Die Basis zur Identifizierung der ISC-Kandidaten

Die erstmalige Beschreibung eines Enzyms, das am Proze3 der Eisen-Schwefel-Cluster-
Assemblierung beteiligt ist, erfolgte 1993 (Zheng et al., 1993). So wurde fiir das als NifS
bezeichnete Protein eine Cystein-Desulfurase-Aktivitit gezeigt, d.h. die Aminosdure
Cystein wird in Alanin und Enzym-gebundenen Schwefel gespalten, der unter
reduzierenden Bedingungen als Sulfid vorliegt (Zheng et al., 1993; Zheng et al., 1994). Das
NifS-codierende Gen ist Teil des zuvor in dem Stickstoff-fixierenden Bakterium
Azotobacter vinelandii entdeckten nif (nitrogen-fixation)-Operons, das neben nifS die Gene
iscAnis nifU, nifV, cysEI u.a. enthdlt (Jacobson et al., 1989 a). Die nif-Genprodukte stellten
zwar keine strukturellen Komponenten des Stickstoff-fixierenden Nitrogenasekomplexes
dar, waren aber fiir dessen Aktivitdt essentiell (Jacobson et al., 1989 b; Evans et al., 1991;
Kennedy & Dean, 1992). Die Aktivitit der Nitrogenase wird durch Bindung von 20
Schwefel- und 19 Eisenatomen sowie einem Molybdidnatom erreicht (Dean et al., 1993;
Einsle et al., 2002). Die Deletion von #nifS fiihrte zwar zu einer drastische Abnahme aber
nicht zu einer vollstdndigen Blockierung der Nitrogenase-Aktivitit (Jacobson et al., 1989
a). Somit ging man davon aus, dal flir die Nitrogease-Restaktivitit ein anderes Fe/S-
Assemblierungssystem verantwortlich war (Frazzon et al., 2002). Dies fiihrte zur
Entdeckung eines zweiten, NifS-dhnlichen Proteins, das aufgrund seiner Beteiligung an
einem allgemeinen Fe/S-Zentrum-Biosyntheseweg als IscS (Isc, [ron-sulfur-cluster
formation) bezeichnet wurde (Flint, 1996; Zheng et al., 1998). Charakteristisch fiir alle
NifS/IscS-Proteine ist die Bindung von Pyridoxalphosphat (PLP) als Cofaktor iiber die

Seitenkette eines konservierten Lysinrestes (Zheng et al., 1993). Dariiber hinaus gibt es
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einen konservierten Cysteinrest, der als aktives Zentrum und Bindungsort des freigesetzten
Schwefels fungiert (Abb. 3-24 A). Das IscS-codierende Gen ist Teil des isc-Operons, das
auflerdem Orthologe zu den Genen nifU (iscU) und iscA,; (iscA) des nif-Operons enthalt.
Dariiber hinaus codiert es fiir zwei Chaperone vom Dnal/Hsp40- (HscA) bzw.
DnaK/Hsp70-Typ (HscB) sowie fiir ein Ferredoxin (Fdx).

Das im nif-Operon von A. vinelandii codierte NifU-Protein zeigt eine Drei-Doménen-
Struktur (Abb. 3-24 B). Die N-terminale Doméne trigt drei Cysteinreste, die zur
transienten Bindung eines Eisen-Schwefel-Zentrums dienen; die zentrale Domine dagegen
koordiniert iiber vier Cysteinreste ein permanentes [2Fe-2S]-Zentrum, die C-terminale
Domine ist durch das Vorhandensein eines Thioredoxin-Motivs (Cys-x-x-Cys)
gekennzeichnet. Die orthologen IscU-Proteine, codiert im isc-Operon, bzw. die
eukaryontischen Homologen ISU sind wesentlich kleiner als NifU, da sie nur der N-
terminalen Doméne entsprechen (Abb. 3-24 B). IscU/ISU-Proteinen wird eine zentrale
Rolle beim Autbau des Fe/S-Clusters zugeschrieben: sie stellen eine Art Geriistproteine
dar, die iiber die drei konservierten Cysteinseitenketten transient den neuen Fe/S-Cluster
binden, bevor er auf ein Apoprotein iibertragen wird (Agar et al., 2000; Miihlenhoff & Lill,
2000). Sie stellen in Hefemitochondrien eine essentielle Komponente der Fe/S-Cluster-
Biosynthese dar (Garland et al., 1999; Schilke et al., 1999).

Eine zweite Gruppe von Proteinen, die als NFU bezeichnet werden, entsprechen dagegen
der C-terminalen Doméne des NifU-Proteins (Abb. 3-24 B). NFU-Proteine wurden
ebenfalls in Pro- und Eukaryonten gefunden, sind dort aber anscheinend nicht essentiell
(Garland et al., 1999; Schilke et al., 1999; Agar et al., 2000). Den NFU-Proteinen wird
ebenfalls die Fiahigkeit zur transienten Bindung von Fe/S-Zentren zugeschrieben (Léon et
al., 2003).

Zu der zentralen NifU-Domidne wurden bislang keine homologen Proteine gefunden; man
vermutet aber, dal das im isc-Operon codierte Ferredoxin die Funktion dieser Domine
iibernimmt.

Als Alternative zum IscU/ISU bzw. NFU wird auch das IscA/ISA als Geriistprotein zum
Aufbau und zur transienten Bindung eines neuen Fe/S-Clusters diskutiert (Krebs et al.,
2001, Wollenberg et al., 2003). So verfligen die Mitglieder dieser Proteinfamilie ebenfalls
iiber drei konservierte Cysteinreste, die im sogenannten Isal- und Isall-Motiv integriert

sind (Kaut et al., 2000; Abb. 3-24 C).
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A Nifs A. vinelandii (1)
IscS A. vinelandii (1)
N K C lc NFs S. cerevisiae (1 M)
PLP-Cofaktor aktives Zentrum IscS Synechocystis (3)
Bindung AtNFS A. thaliana (1 C)
B
M| cCD cC C [ cc c ¢ EE: Nifu A. vinelandii (1)
IscU A. vinelandii (1)
N —-c
| cb cc | ISU S. cerevisiae (2 M)
N— DNCNCI-c  NFU1p S. cerevisfae (1 M)

~CHCI ¢ Cnfu Synechocystis (1)
NCICIN . ANFU A thajana (30)

C Isa I Motiv Isa I Motiv
N GCsGl-y _ CaCesF|c IscA A. vinefandii. (1)
N GCsGLY  CaCGSF | ISA S. cerevisiae (2 M)
N-| C GCsGL-Y CGCGSF }C IscA Synechocystis. (2)
N-4| C GCSGL-Y CGCGSF |-c AtISA A. thaliana (1 C)

Abb. 3-24 Schematische Darstellung der ISC (iron-sulfer-cluster formation)-Proteine. Gezeigt sind charakteristische
Aminosduren/Sequenzmotive der NifS/IscS/NFS (A), NifU/ISU/NFU (B) bzw. IscA/ISA Komponente (C)
aus verschiedenen Organismen (4Azotobacter vinelandii, Saccharomyces cerevisiae, Synechocystis PCC6803,
Arabidopsis thaliana). Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Homologen des jeweiligen Proteins
an, die Lokalisierung in eukaryontischen Organismen ist mit M (Mitochondrium) bzw. C (Chloroplast)
angegeben. Die aufgefiihrten Proteine aus Arabidopsis thaliana wurden im Rahmen dieser Arbeit
identifiziert.

Mittlerweile wurden Homologe zu diesen isc-Genen bzw. Genprodukten in einer Vielzahl
von Pro- und Eukaryonten identifiziert, z.B. E. coli, B. subtilis, Synechocystis PCC6803, R.
prowazekii, S. cerevisiae, S. pombe, C. elegans, D. melanogaster, H. sapiens u.v.a.. Dies
deutet darauf hin, da3 es sich bei dem ISC-abhdngigen Fe/S-Cluster-Biosyntheseweg um
einen generellen und hochkonservierten Prozef3 handelt.

In den bislang analysierten Eukaryonten scheint die Eisen-Schwefel-Cluster-Synthese
hauptsidchlich eine Aufgabe der Mitochondrien zu sein. So stellte sich die Frage, ob in
pflanzlichen Zellen auch im zweiten endosymbiontischen Organell, den Plastiden, eine
dem Isc-System dhnliche Maschinerie zur Bildung von Fe/S-Zentren vorhanden ist. Da das
Genom fiir den pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis thaliana bereits komplett
sequenziert wurde (Arabidopsis genome initative, 2000), sollte es mdglich sein, dort

vorhandene Homologe zu den isc-Genen zu identifizieren.
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3.2.2 Identifizierung und Klonierung der ISC-Kandidaten

Zum Sequenzvergleich mit Hilfe des Programms BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Altschul et al., 1990) wurden zum einen die

ISC-Proteine  aus  Synechocystis PCC6803, einem nahen Verwandten des
Chloroplastenvorldufers, als Grundlage herangezogen. Da aber im Hefesystem bereits mehr
Komponenten der Fe/S-Cluster-Assemblierungsmaschinerie bekannt waren als in
Synechocystis (Miihlenhoff & Lill, 2000), wurden aullerdem die entsprechenden
Proteinsequenzen aus Saccharomyces cerevisiae zur Homologiesuche im Arabidopsis
thaliana-Genom eingesetzt. So waren in Synechocystis Homologe (Anzahl) zu folgenden
Fe/S-Assemblierungsproteinen bekannt: IscS (3), IscA (2), NFU (1; Seidler et al., 2001).
Auf Grundlage dieser Proteinsequenzen konnten mit Hilfe von BLAST fiir IscS zwei, fiir

IscA drei und fiir NFU vier Kandidaten im Arabidopsis-Genom gefunden werden. Durch

das Programm TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP, Emanuelsson et al., 2000)
wurde anschlieBend die vermutliche intrazelluldre Lokalisierung dieser Proteine bestimmit.
Diese Vorhersage ergab, daf} je ein Protein der IscS- und IscA-Familie plastidir lokalisiert
sein sollte. Die vier NFU-Kandidaten, die der C-terminalen Doméne des NifU-Proteins
entsprechen, verteilen sich laut Vorhersage im Verhiltnis 1:3 auf Mitochondrien und
Plastiden. Zur eigentlich essentiellen N-terminalen NifU-Domidne konnten nur
mitochondriale aber keine entsprechenden plastiddren Proteine in 4. thaliana identifiziert
werden. Interessanterweise konnte auch fiir Synechocystis kein IscU/ISU-homologes

Protein gefunden werden (Seidler et al., 2001).

Ein zusammenfassender Aminosdurevergleich zwischen den Proteinen der NifS/IscS/NFS-,
NifU/ISU/NFU- bzw. IscA/ISA-Familie ist in Tab. 3-1 dargestellt. Dabei wurden jeweils
die entsprechenden Proteine aus Azotobacter vinelandii, Saccharomyces cerevisiae und
Synechocystis PCC 6803 mit den identifizierten Kandidaten aus Arabidopsis thaliana
verglichen. Die Proteine aus Symechocystis zeigten erwartungsgemdf3 in allen drei
Vergleichen die groften Homologiewerte zu den Arabidopsis-Proteinen. Die
Identitdtswerte lagen zwischen 49 % zu AtNFU1 und 70 % zu AtNFU2 bzw. AtNFU3. Die
Aminoséduresequenzen der NFS- bzw. der ISA-Kandidaten wiesen ca. 60 % Identitit zum

entsprechenden Synechocystis-Protein auf (Tab. 3-1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP
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Tab. 3-1 Aminosﬁurevergleiche zwischen IscS/NFS- (A) NifU/NFU- (B) und IscA/ISA-Proteinen (C).

A IscS NFS1p IscS1 IscS2 IscS3 AtNFS
A. vinelandii S. cerevisiae Synechocystis | Synechocystis | Synechocystis | A. thaliana
031269 NP-009912 s110704 slr0387 slr0077 NP-172325

IscS 55 38 46 23 22

NFS1p 39 50 24 24

IscS1 38 23 24

IscS2 26 24

IscS3 62

B NifU* NFUlp* CnfU AtNFU1 AtNFU2 AtNFU3
A. vinelandii S. cerevisiae Synechocystis | A. thaliana A. thaliana A. thaliana
P05340 NP-012884 ss12667 NP-567219 NP-567735 NP-568715

NifU 33 39 36 39 42

NFUlp 26 26 29 28

CnfU 49 70 70

AtNFU1 29 29

AtNFU2 55

C IscA ISA1p ISA2p IscAl IscA2 AtISA
A. vinelandii S. cerevisiae S. cerevisiae Synechocystis | Synechocystis | A. thaliana
AAC 24474 NP-013073 NP-015392 slr1417 slr1565 NP-172520

IscA 39 28 38 38 35

ISAlp 18 36 25 17

ISA2p 30 25 20

IscAl 36 60

IscA2 35

Angaben in % Aminosédure-Identitit. Der Vergleich wurde mit dem Programm MegAlign (DNA Star) nach der
Methode ClustalW (Thompson et al., 1994) durchgefiihrt. Die jeweils groBten Identititswerte der Arabidopsis-
Proteine sind hervorgehoben (fett). Im Tabellenkopf ist neben dem Proteinnamen und dem entsprechenden
Organismus auch die Protein- bzw. Gen-Identifikationsnummer angegeben.

Das fiir die Fe/S-Cluster-Synthese notwendige Ferredoxin der Hefemitochondrien wird als
YAHIp (yeast adrenodoxin homologue) bezeichnet (Lange et al., 2000), die dazugehorige
Reduktase ist ARH1p (adrenodoxin reductase homologue; Lacour et al., 1998; Manzella et
al., 1998). Fiir Synechocystis war zu dem Zeitpunkt kein homologes Protein zu YAHI1p
oder ARHI1p bekannt. So erfolgte die Suche nach homologen Proteinen in Arabidopsis
durch den Sequenzvergleich mit den beiden Hefeproteinen. Dabei konnte nur fiir YAH1p
ein Arabidopsis-Protein mit geringer Homologie identifiziert werden. Die vorhergesagte
Chloroplastenlokalisierung durch das Programm TargetP ist mit einem RC-Wert von 5
sehr unsicher (RC, Reliability Class, hochste

auBerdem Zuverldssigkeit, 1 =
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Zuverldssigkeit, 5 = geringste Zuverlédssigkeit). Darliber hinaus verfligt das Arabidopsis-
Protein nur iiber drei der vier Fe/S-Zentrum-bindenden Cysteinreste des Hefeferredoxins.
Somit ist unwahrscheinlich, daf3 es sich bei AtYAH um ein Ferredoxin handelt.

Als letzte Gruppe standen noch die Chaperone aus, die im isc-Operon durch die beiden
Gene hscA und hscB codiert werden. In Hefemitochondrien wurde fiir das Homologe von
HscA (SSQ1 vom DanK/Hsp70-Typ) und fiir das Homologe von HscB (JAC1 [J-type
accesory chaperone] vom Dnal/Hsp40-Typ) eine Mitwirkung an der Fe/S-Zentrum-
Biosynthese gezeigt (Strain et al., 1998; Kim et al., 2001; Lutz et al., 2001). Die Suche
nach dhnlichen Proteinen in Arabidopsis-Datenbanken ergab zwei plastidire Kandidaten
fiir den Dnal/Hsp40-Typ, die allerdings in ihrer Groe sehr differieren (160 bzw. 465 AS
fiir die jeweiligen Vorstufenproteine). Ein Homologes zum SSQ1-Protein wurde ebenfalls

gefunden, allerdings erwies sich dieses Protein als Mitochondrien-lokalisiert.

Alle in diesem Abschnitt aufgefiihrten Daten sind in Tab. 3-2 und 3-3 zusammengefal3t. So
zeigt Tab. 3-2 Angaben zur Gen- und Proteinidentifizierung, den in dieser Arbeit
verwendeten Namen des Proteins und die Bezugsquelle fiir die entsprechende cDNA. In
Tab. 3-3 sind Lénge und Molekulargewichte der Vorldufer- bzw. reifen Proteine
dargestellt, so wie sie sich aus den Vorhersageergebnissen von TargetP bzw. ChloroP

ergeben.

Tab. 3-2  Protein- und Genidentifizierung der ISC-Kandidaten sowie die jeweilige Bezugsquelle.

Typ Proteinname Protein ID Gen-Locus c¢DNA-Quelle
AtNFU1 NP-567219 At4g01940 RIKEN
NifU/
IscU/ AtNFU2 NP-567735 At4g25910 PCR*
NFU
AtNFU3 NP-568715 At5g49940 RIKEN
NifS/IscS/NFS AtNFS NP-172325 At1g08490 RIKEN
IscA/ISA AHISA NP-172520 Atlg10500 University of
1llinois
HscB/ AtJAC1 NP-179378 At2g17880 RIKEN
Hsp40/DnaJ/
JAC AtJAC2 NP-197715 At5g23240 DNA Stock Center
Fdx/YAH AtYAH NP-566309 At3g07480 RIKEN

RIKEN: BioResource Center, RIKEN Tsukuba Institute, Japan

University of lllinois: Department of Plant Biology, Urbana, Illinois, USA

DNA Stock Center: Ohio State University, Arabidopsis Biological Resource Center, DNA Stock Center, USA
(*) AtNFU2 wurde wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben durch PCR auf der Basis von cDNA amplifiziert.
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Tab. 3-3 Zusammenfassung der Proteindaten und der Vorhersageergebnisse fiir die ISC-Kandidaten.

Vorliufer Vorhersage reifes Protein

B R R 1 il I A
AtNFU1 231 25 Cp (1) 69 162 18
AtNFU2 236 26 Cp (2) 39 137 15
AtNFU3 235 26 Cp (1) 16 209 23
AtNFS 463 51 Cp (1) 35 428 47
AtISA 180 20 Cp (1) 55 125 14
AtJAC1 160 18 Cp (1) 39 120 13
AtJAC2 465 51 Cp (1) 38 427 47
AtYAH 159 18 Cp (5) 25 134 15

AS, Aminosédure; Cp, Chloroplast; TP, Transitpeptid; RC, Reliability Class, Zuverldssigkeit, 1 = hochste Zuverldssigkeit,
5 = geringste Zuverlassigkeit.

3.2.3 Importverhalten der ISC-Kandidaten

Die Richtigkeit der TargetP-Vorhersage sollte zundchst durch in vitro-Importversuche mit
isolierten Chloroplasten iiberpriift werden. Dazu wurden die cDNAs aller in Tab. 3-2
aufgefiihrten Kandidaten nach Erhalt bzw. nach Amplifikation mittels PCR (AtNFU?2,
Kapitel 2.2.3) mit dem fiir in vitro-Transkription/Translation optimierten pBAT-Vektor
kloniert. Die Synthese der Vorstufenproteine erfolgte in vitro durch Transkription der
entsprechenden c¢DNA und anschlieBender Translation der mRNA im zellfreien
Reticulocytenlysat in Gegenwart der [°S]-markierten Aminosdure Methionin. Die
markierten Proteine konnten nun durch Inkubation mit isolierten Chloroplasten auf ihre
Importkompetenz bzw. innerplastididre Sortierung hin iiberpriift werden. Da zu Beginn der
Arbeit erst zwei der acht Kandidaten in Form einer cDNA vorlagen, wurden diese beiden
Proteine (AtNFU2 und AtISA) auf ihren Import in Spinat- bzw. Erbsenchloroplasten
getestet. (Abb. 3-25). Da es sich hierbei zundchst um einen Vorversuch handelte, erfolgte
nach dem Importexperiment noch keine Trennung von Stroma und Thylakoiden zur
Klarung der innerplastiddren Sortierung. Die Plastiden wurden stattdessen nach dem Import
nur gewaschen und ein Teil des Ansatzes wurde mit der Protease Thermolysin behandelt

(C+), wihrend die zweite Hélfte unbehandelt blieb (C-). Das Ergebnis zeigt deutlich, da3
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es sich bei den ausgewihlten Arabidopsis-Kandidaten AtNFU2 und AtISA tatséchlich um
plastidenlokalisierte Proteine handelt, da sie beide mit guter Effizienz sowohl in Spinat- als
auch auch in Erbsenchloroplasten transportiert und zum reifen Protein prozessiert wurden
(Abb. 3-25). Dabei erfolgte der Import von AtNFU2 in Spinatchloroplasten effizienter als
in Erbsenplastiden. In jedem Fall wurde durch die Behandlung mit Thermolysin lediglich
der an die Hiillmembran gebundene Vorldaufer abgebaut, wihrend das reife Protein
innerhalb des Organells vor dem Proteaseangriff geschiitzt war. Die apparenten
Molekulargewichte der Vorldufer- und reifen Proteine stimmten mit den theoretischen bzw.

berechneten Werten tliberein (Tab. 3-3 und 3-4).

AtNFU2 AtISA

Erbse Spinat Erbse Spinat
t C- C+ C- C+| t c- C+ c- C+
- 25

P — g ‘ - 24

- 20

- A

Abb. 3-25 In organello-Import von AtNFU2 und AtISA in isolierte Erbsen- bzw. Spinatchloroplasten. Exposition
eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels (Laemmli, 1970). Nach dem Import wurden die Plastiden
gewaschen und entweder mit Thermolysin behandelt (C+) oder unbehandelt gelassen (C-). Vorstufenproteine
und reife Proteine sind durch schwarze bzw. weille Pfeilspitzen markiert.

Nachdem die cDNAs von allen acht Kandidaten zur Verfiigung standen, wurde zur Klérung
der innerplastiddren Sortierung der Organellimport mit allen acht Vorstufenproteinen
durchgefiihrt und im Anschlufl Stroma und Thylakoide getrennt voneinander analysiert.
Der Import erfolgte nun in isolierte Spinatchloroplasten (Abb. 3-26). Der Versuch ergab,
daB offenbar alle acht ausgewihlten Kandidaten ein Plastidenimportsignal besitzen, da sie
von den intakten Chloroplasten aufgenommen wurden. Die Importraten differierten jedoch
fiir die verschiedenen Proteine sehr stark. So wurde das AtISA-Protein mit sehr guter
Effizienz importiert, wéhrend die Transportrate fiir das Ferredoxin-Homologe AtYAH nur

gering war.
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AtNFU1 AtNFU2 AtNFU3 AtYAH
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Abb. 3-26 In organello-Import der ISC-Kandidaten in
29 - Spinatchloroplasten.  Exposition  eines  10-
17,5%igen SDS-Gradientengels (Laemmli, 1970).
Fiir weitere Details siche Legende zu Abb. 3-1.

2
Dieses Ergebnis korreliert jedoch gut mit den Vorhersagen des Programms TargetP, das fiir
dieses Protein auch nur eine geringe Wahrscheinlichkeit der Chloroplastenlokalisierung
vorhergesagt hatte (RC 5, siche Tab. 3-3). Deshalb bleibt vorerst unsicher, ob es sich bei
AtY AH tatséchlich um ein Plastidenprotein handelt.

Auch die beide JAC-Proteine vom Dnal/Hsp40-Typ sind durch eine geringe Importrate
gekennzeichnet, obwohl sie von TargetP mit hoher Wahrscheinlichkeit als
plastidenlokalisiert eingestuft wurden (RC 1 siehe Tab. 3-3). Interessanterweise liegt der
tiberwiegende Teil des AtJAC2-Proteins in der Thylakoidfraktion vor (Abb. 3-26; T-).
Durch den Einsatz von Thermolysin wird dieser Anteil jedoch vollstindig degradiert, d.h.
AtJAC2 assoziiert vorwiegend mit der stromalen Seite der Thylakoidmembran, wird aber
nicht in die Thylakoide transportiert. AtJAC1 dagegen ist fast ausschlieBlich im Stroma zu
finden, denn nur ein Bruchteil des importierten Proteins liegt an der Thylakoidmembran
gebunden vor (Abb. 3-26).

Auch bei den iibrigen Kandidaten (AtNFU1-3, AtISA und AtNFS) findet man immer einen
deutlichen Anteil der reifen Proteine in den Thylakoidfraktionen, obwohl der weitaus

groflere Anteil dieser Proteine nach dem Import stromalokalisiert ist (Abb. 3-26). Im
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Gegensatz zu AtJAC1 und AtJAC 2 wurden diese Proteine jedoch nicht durch die Zugabe
von Thermolysin vollstdndig abgebaut, so dafl in einigen Féllen auch in den behandelten
Thylakoidfraktionen eine geringe Menge der entsprechenden reifen Proteine zu finden
waren. Da die Nutzung von TargetP nur die Vorhersage des Organellimportsignals - im
Fall der Chloroplasten eines stromadirigierenden Transitpeptids - ermoglicht, kann die
Frage nach der innerplastiddren Sortierung damit nicht vollstindig beantwortet werden.
Das Vorhandensein eines zusétzlichen thylakoiddirigierenden Signalpeptids 146t sich
allerdings durch die Nutzung des Programms SignalP erkennen. Allerdings ergab diese
Vorhersage, dal keines der hier gezeigten Proteine iiber ein Signalpeptid verfiigt und
folglich nicht in den Thylakoiden lokalisiert sein sollte. Warum trotzdem ein geringer
Anteil dieser Proteine anscheinend proteaseresistent in der Thylakoidfraktion vorlag, bleibt
somit unklar. Moglicherweise mag eine kompakte Faltung, die Bindung an die Lipidschicht
oder an andere unbekannte Faktoren einen gewissen Schutz der Proteine vor Proteolyse
bewirken.

Die apparenten Molekulargewichte der Vorldufer- bzw. der reifen Proteine wurde anhand
des Laufverhaltens eines Standardmarkers (7L) errechnet und sind in Tab. 3-4 den
theoretischen Molekulargewichten gegeniibergestellt aufgelistet. Dabei zeigte sich, dal3 fiir
die Proteine kleiner und mittlerer GroBe (bis 30 kDa) beide Werte ziemlich gut
ibereinstimmen, nur fiir die Proteine mit einem Molekulargewicht > 40 kDa (AtJAC2 und

AtNFS) wichen der theoretische und apparente Wert stiarker voneinander ab.

Tab.3-4  Vergleich von theoretischen und apparenten Molekulargewichten der ISC-Kandidaten (nach

Abb. 3-26).
Vorlauferprotein reifes Protein
Protein
kDa (theoretisch) kDa (apparent) kDa (theoretisch) kDa (apparent)

AINFU1 25 26 18 20
AINFU2 26 25 15 16
AINFU3 26 28 23 20

AtNFS 51 44 47 41

AtISA 20 19 14 14
AtJAC1 18 16 13 13
AtJAC 2 51 45 47 42
AtYAH 18 20 15 18/16

Zum Vergleich wurden einige der oben aufgefiihrten Vorlduferproteine auch in

Erbsenchloroplasten importiert (Abb. 3-27).
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AtNFU1 AtNFU2 AtNFU3 AtJAC1 AtISA AtYAH
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Abb. 3-27 In organello-Import ausgewihlter ISC-Kandidaten in Erbsenchloroplasten. Exposition eines 10-
17,5%igen SDS-Gradientengels (Laemmli, 1970). Fiir weitere Details siche Abb. 3-1.

Auch in diesem System konnten alle verwendeten Proteine importiert und prozessiert
werden. Allerdings wurde hier lediglich fiir AtISA ein geringer Anteil des reifen Proteins
auch in der proteasebehandelten Thylakoidfraktion gefunden (Abb. 3-27; T+). Die
Lokalisierung der drei NFU-Proteine beschriankte sich im Erbsen-Importsystem, anders als
bei Spinatplastiden beobachtet, nur auf die Stromafraktion. Die Proteine AtJACI und

AtY AH verhielten sich im Erbsenimport vergleichbar zum Import in Spinatchloroplasten.

3.2.4 Komplexe der ISC-Kandidaten im Stroma

Nachdem nun die Stromalokalisierung der ausgewdhlten Kandidaten fiir die plastidire
Fe/S-Cluster-Assemblierung durch in vitro-Import in isolierte Chloroplasten gezeigt wurde,
sollte im ndchsten Schritt nach stromalen Interaktionen dieser Proteine geschaut werden.
Um einen ersten Eindruck von der Situation der importierten Proteine im Stroma zu
bekommen, wurden die nach dem Import gewonnenen Stromafraktionen tiber native
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurden zwei unterschiedliche Gelsysteme benutzt:
zum einen das Tris-Glycin-System (TG), das eine SDS-freie Variante des Laemmli-
Systems darstellt (Laemmli, 1970) und zum anderen das Colorless native-System (CN), bei
dem es sich um eine Abwandlung des Blue native-Gelsystems handelt, das so statt fiir
membranstindige fiir 16sliche Proteinkomplexe geeignet ist (Schigger et al., 1994; Kapitel
2.2.8). Die native Auftrennung des Stromas nach Import der verschiedenen Vorldufer in
isolierte Spinatchloroplasten erfolgte parallel auf einem TG- und einem CN-Gel (Abb. 3-28
und 3-29 A).
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Abb. 3-28 Native Auftrennung (TG-Gel) von Stromaextrakten nach Import der ISC-Kandidaten in isolierte
Spinatchloroplasten. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Coomassie-gefarbten 5-13%igen Tris-Glycin (TG)-
Gels einschlieBlich des mitgefiihrten GroBenstandards (links), die Exposition des vollstindigen Gels (Mitte)
und die apparenten Molekulargewichte der dort sichtbaren Komplexe, die anhand des GroBenstandards
berechnet wurden (rechts). Die angegebenen Proteine wurden in isolierte Spinatchloroplasten importiert, die
Stromafraktionen wurden anschlieend isoliert und jeweils ca. 15 pg Chl. entsprechende Mengen wurde
nativ aufgetrennt.

Die native Auftrennung der Stromafraktionen ergab, dall die frisch importierten ISC-
Kandidaten durchaus in Form von Proteinkomplexen vorliegen. Dabei zeigte sich, dal3
prinzipiell beide Gele die gleichen Muster erkennen lassen, jedoch scheint das Tris-Glycin-
Gelsystem fiir die Auftrennung von kleineren Proteinkomplexen besser geeignet zu sein
(Abb. 3-28 und 3-29 A). So erfolgte die Groenbestimmung der Proteinkomplexe anhand
thres Laufverhaltens im TG-Gel (Abb. 3-28). Der grofite Komplex wies im TG-Gel ein
apparentes Molekulargewicht von 670 kDa auf, im CN-Gel lief dieser Komplex bei 440
kDa. Da die beiden mitgefiihrten Rieske-Proteine (aus Arabidopsis und Spinat ) ebenfalls
diesen Bandenshift von 670 auf 440 kDa erkennen lassen und die 440 kDa-Bande im CN-
Gel bereits als Cpn60-haltiger Komplex identifiziert wurde (siehe 3.1.3.3), kann man davon
ausgehen, dal} es sich bei der 670 kDa-Bande im TG-Gel ebenfalls um Cpn60 handelt.
Neben den Rieske-Proteinen zeigten auch AtNFS und die beiden AtJAC Proteine eine
schwache Interaktion mit dem Cpn60-Komplex. Der Hauptkomplex des AtNFS Protein lag
jedoch bei etwa 70 kDa (Abb. 3-28).
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Abb. 3-29 Native Auftrennung (CN-Gel) von Stromaextrakten nach Import der ISC-Kandidaten in isolierte
Spinat- bzw. Erbsenchloroplasten. Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt des Coomassie-gefarbten 5-
13%igen Colorless native (CN)-Gels einschlielich des mitgefiihrten Grofenstandards sowie die Exposition
des vollstdndigen Gels, auf denen Stromaextrakte der Spinat- (A) bzw. Erbsenplastiden (B) aufgetrennt
wurden. Die angegebenen Proteine wurden in die jeweiligen isolierten Plastiden importiert, die
Stromafraktionen wurden anschliefend reisoliert und ca. 15 pg Chl. entsprechende Menge wurde nativ
aufgetrennt. Das mit (*) gekennzeichnete Protein wurde in Weizenkeimextrakt (Promega) synthetisiert.
Schwarze Pfeilspitzen markieren den Cpn60-Komplex. Der weifle Pfeil deutet auf den AtY AH-Komplex hin,
der nur bei Verwedung von Erbsenplastiden detektiert werden konnte

Da bereits aus dem Bakterien- und Hefesystem bekannt ist, daB IscS/NFS-Proteine
funktionell als Homodimer vorliegen (Zheng et al., 1993; Jaschkowitz & Seidler, 2000;
Miihlenhoff et al., 2004), konnte es sich bei dieser 70 kDa-Bande um die dimere Form des
AtNFS handeln. Auch von den IscA/ISA-Proteinen weill man, dafl sie Homodimere und
sogar Tetramere bilden (Ollagnier-de-Choudens et al., 2001; Wu et al., 2002; Ollagnier-de-
Choudens et al., 2003; Wollenberg et al., 2003; Bilder et al., 2004). Da der hier analysierte
ISA-Kandidat als Monomer eine Grof3e von nur 14 kDa aufweist, handelt es sich bei den
Banden im nativen Tris-Glycin-Gel, im Bereich von ca. 56 bis 110 kDa, wahrscheinlich um
Multimere des AtISA-Proteins (Abb. 3-28). Dabei wiirde die untere Grenze von 56 kDa gut
mit der Grofle fiir ein AtISA-Tetramer korrelieren, 110 kDa wiirde durch ein Octamer

erreicht. Natiirlich konnten auch Interaktionen mit anderen Proteinen fiir die Ausbildung
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dieser Komplexe verantwortlich sein. Dies ist zumindest fiir die hochmolekularen
Komplexe von 220 bzw. 440/453 kDa sehr wahrscheinlich. Es zeigte sich aulerdem, daf3
die AtISA-haltigen Komplexe sich zum Teil mit den Komplexen anderer Proteine
iiberschneiden, so mit dem 100 kDa-Komplex des Rieske-Proteins und dem 70 kDa-
Komplex von AtNSF. Dies mag auf heterogene Komplexe hindeuten, an denen
moglicherweise beide Komponenten beteiligt sind.

Die Komplexe der drei NFU-Proteine sind relativ klein und laufen alle unterhalb der 67
kDa-Markerbande (Abb. 3-28 und 3-29 A). Dabei ist fiir AtNFU3 das Auftreten als
Monomer wahrscheinlich, AtNFU1 koénnte dem Laufverhalten nach hauptsichlich als
Dimer vorliegen. Beide Proteine zeigten als Monomer im SDS-Gel eine apparente Grof3e
von 20 kDa (Abb. 3-26). Die Grofe des AtNFU2-Komplexes liegt mit etwa 24 kDa
zwischen der Monomer- und Dimergro3e von 16 bzw. 31 kDa. Deshalb ist fiir AINFU2
schwer abzuschitzen, ob die beobachtete Bande die monomere oder die dimere Form

darstellt.
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Abb. 3-30 Native Auftrennung (TG-Gel) von Stromaextrakten nach Import der ISC-Kandidaten in isolierte
Erbsenchloroplasten. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Coomassie-geférbten 5-13%igen Tris-Glycin (TG)-
Gels einschlieBlich des mitgefiihrten GroBenstandards (links), die Exposition des vollstindigen Gels (Mitte)
und die apparenten Molekulargewichte der dort sichtbaren Komplexe, die anhand des GroBenstandards
berechnet wurden (rechts). Die angegebenen Proteine wurden in isolierte Erbsenchloroplasten importiert, die
Stromafraktionen wurden anschliefend reisoliert und ca. 15 pg Chl. entsprechende Menge wurde nativ
aufgetrennt. Das mit (*) gekennzeichnete Protein wurde in Weizenkeimextrakt (Promega) synthetisiert.
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Das Ferredoxinhomologe AtYAH ergab bei der Verwendung von Spinatchloroplasten in
beiden Gelsystemen kein Signal. Durch den Einsatz von Erbsenplastiden konnte jedoch fiir
dieses Protein ein stromaler Komplex von ca. 75 kDa gezeigt werden (Abb. 3-29 B und 3-
30). Ansonsten ergab die Verwendung von Erbsenplastiden an Stelle der Spinatchloro-
plasten nur leichte Verdnderungen des zuvor beobachteten Bandenmusters: So kam es beim
AtISA-Protein zu einer Abschwéchung der Banden um 450 kDa und beim Rieske-Protein
tauchte eine diffuse Bande bei ca. 180 kDa auf, die bei der Verwendung von
Spinatplastiden bei ca. 140 kDa lag (Abb. 3-28 und 3-30).

Die Auftrennung der Stromafraktionen aus Erbse mittels CN-Gel (Abb. 3-29 B) zeigte im
Vergleich zum TG-Gel (Abb. 3-30) keine derart drastische Verdnderung im Laufverhalten
des 670 kDa-Komplexes, wie sie zuvor bei der Verwendung von Spinatplastiden
beobachtet wurde (Abb. 3-28 und 3-29 A). Ansonsten ist das Bandenmuster der CN-
Gelauftrennung fiir Erbse- und Spinatstroma vergleichbar (Abb. 3-29).

3.2.5 Interaktionen der ISC-Kandidaten mit dem Rieske-Protein

Da die hier verwendeten ISC-Kandidaten im nativen Zustand durchaus in Form von
Proteinkomplexen vorliegen, sollte {liberpriift werden, ob es zu Interaktionen mit dem
Rieske-Protein kommt, das schlieBlich einen potentiellen [2Fe-2S]-Cluster-Akzeptor des
ISC-Systems darstellt.

Eine Moglichkeit zur Erkennung von Protein-Protein-Interaktionen ist die Co-
Immunprézipitation (Kapitel 2.2.11). Dazu wurde der eine Partner, in diesem Fall der ISC-
Kandidat als radioaktiv markierter Vorldufer, gemeinsam mit dem potentiellen
Interaktionspartner, hier dem Rieske-Protein in unmarkierter, iiberexprimierter Form in
isolierte Spinatchloroplasten importiert. AnschlieBend wurde von diesen Organellen die
Stromafraktion gewonnen und mit Antikdrpern gegen das Rieske-Protein inkubiert. Kam es
nun innerhalb des Stromas zu einer direkten Interaktion zwischen dem unmarkierten
Rieske-Protein und dem ISC-Kandidaten, sollte durch den Einsatz der Rieske-Antikorper
das radioaktiv markierte ISC-Protein co-prizipitiert werden konnen. Als ISC-Kandidaten
wurden die drei AtNFU-Proteine sowie das AtISA-Protein eingesetzt, da laut
Literaturrecherche bei diesen Proteinen die Wahrscheinlichkeit einer Substratinteraktion
am grofiten zu sein schien. Zusammen mit dem {iberexprimierten Rieske-Protein wurden
sie in isolierte Spinatchloroplasten importiert, von denen anschlieBend das Stroma

gewonnen und zur Co-Immunpréazipitation genutzt wurde (Abb. 3-31).
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Abb. 3-31 Co-Immunprizipitation der radioaktiv markierten ISC-Kandidaten mit Hilfe des Rieske-Antikorpers.

Expositionen von 10-17,5%igen SDS-Gradientengelen (A und B) bzw. itiber ECL detektierte
Antikorperreaktionen (C). Die radioaktiv markierten ISC-Kandidaten wurden zusammen mit 3 pM des nicht-
markierten, iiberexprimierten Rieske-Vorstufenproteins in isolierte Spinatchloroplasten importiert. Das
Stroma wurde anschliefend reisoliert und mit Rieske-Antikérpern (gebunden an ProteinA-Sepharose) 1 h bei
4 °C inkubiert. Die Importfraktionen (A) und die Fraktionen der Immunfillung (Pellet und Uberstand [1/10
Vol], B) wurden mittels SDS-PAGE und Exposition analysiert. Die Anwesenheit des unmarkierten Rieske-
Proteins in den Stromafraktionen wurde durch Western-Analyse gezeigt (C). Dazu wurden jeweils 3 pg
Chlorophyll entsprechende Menge des Stromas zusammen mit der stochiometrischen Menge Thylakoide (T)
bzw. einem 1/10 dieser Menge (0,3 pg Chl., Ty,) auf einem 15%igen SDS-Minigel aufgetrennt. Die
Stromafraktion ,,S0* stammt von Chloroplasten, die nicht fiir einen Importversuch verwendet wurden
(Negativkontrolle). Als Positivkontrolle fiir die Co-Immunfallungen wurde das radioktiv markierte Rieske-
Vorstufenprotein importiert und mit den Hsp60-Antikdrpern co-prézipitiert. Das Rieske-Vorstufenprotein ist
mit einem schwarzen Pfeil, das reife Protein mit einem weilen Pfeil gekennzeichnet.

DaB beide Partner tatsdchlich im Stroma vorlagen, wurde fiir die ISC-Kandidaten durch

Autoradiographie (Abb. 3-31 A, B), fiir das Rieske-Protein durch Western-Analyse gezeigt
(Abb. 3-31 C). Dabei erfolgte der Chloroplastenimport von AtNFU1, AtNFU3 und AtISA
in ausreichendem Umfang (Abb. 3-51 A und B, Uberstand). Allerdings ergab die Co-

Immunfillung mit Antikdrpern gegen das Rieske-Protein in keinem der drei Félle eine

Prazipitation der radioaktiv markierten AtNFU/AtISA-Proteine (Abb. 3-31 B; Pellet). Fiir

das AtNFU2-Protein ist zu erkennen, dafl der Import in die Plastiden nur sehr ineffizient

erfolgte. In diesem Fall hat der Einsatz von 3 uM Rieske-Vorlduferprotein eine zu starke
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Kompetition an der Chloroplastenhiille bewirkt. Somit war eine Co-Prézipitation durch den
Rieske-Antikorper schon aufgrund der geringen AtNFU2-Menge unmdoglich.

Dagegen konnte im Kontrollansatz mit Hilfe der Hsp60-Antikdrper das radioaktiv
markierte Rieske-Protein co-prazipitiert werden (Abb. 3-31 B; Pellet). Der Grund dafiir,
daB keine Interaktion zwischen dem Rieske-Protein und den Kandidaten der plastidiaren
Fe/S-Cluster-Assemblierung zu sehen war, kdnnte daran liegen, daf eine solche Interaktion

nur kurzzeitig auftritt und/oder von instabiler Natur ist.

Deshalb wurde in einem alternativen Ansatz auf die langwierige Prozedur der
Immunféllung verzichtet und stattdessen die gewonnenen Stromaextrakte direkt auf einem
nativen Gel aufgetrennt. Die Idee hinter diesem Experiment war, da} eine Interaktion
zwischen beiden Partnern im Stroma zu einer Verschiebung der im nativen Gel
beobachteten Proteinkomplexe fithren sollte. Um jeweils beide Interaktionspartner im
Chloroplastenstroma vorliegen zu haben, wurden wiederum Doppelimporte durchgefiihrt.
Sowohl das in vitro translatierte, radioaktiv markierte ISC-Kandidatenprotein als auch das
Rieske-Protein, in {iberexprimierter, nicht markierter Form, wurden mit isolierten
Spinatchloroplasten inkubiert. Dabei wurden zwei verschiedene Rieske-Vorstufenproteine
verwendet, zum einen das authentische Protein aus Spinat (Ri/Ri), zum anderen das
Fusionsprotein FNR/Ri, bei dem der reife Teil des Rieske-Proteins mit dem FNR-
Transitpeptid kombiniert wurde. Aus frilheren Versuchen ist bekannt, daB dieses
Fusionsprotein eine hohere Importrate in isolierte Chloroplasten zeigt, als das authentische
Rieske-Vorstufenprotein und im Stroma ebenfalls korrekt prozessiert wird (Clausmeyer,
1992). Als Negativkontrolle wurde die unmarkierte, liberexprimierte Vorlduferform der
authentischen Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR/FNR) eingesetzt, die als Fe/S-freies
Enzym keine Interaktion mit den ISC-Proteinen eingehen sollte. Als ISC-Proteine wurden
AtNFU3, AtNFS und AtISA ausgewidhlt. Die Importversuche wurden unter
Standardbedingungen durchgefiihrt, das Stroma wurde anschlieBend reisoliert und nativ
iiber ein Tris-Glycin Gel aufgetrennt. Die Exposition dieses Gels machte die ISC-Protein-

haltigen Komplexe sichtbar (Abb. 3-32).
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Abb. 3-32 Co-Import von ISC-Kandidaten und dem Rieske-
Protein mit anschlieender, nativer Auftrennung
(TG-Gel) der Stromakomplexe. Exposition eines
5-13%igen  Tris-Glycin (TG)-Gels. Die oben
angegebenen ISC-Kandidaten wurden als radioaktiv
markierte Vorstufen allein (Kont.) bzw. zusammen
mit den nicht-markierten Proteinen (Ri/Ri, FNR/Ri,
FNR/FNR; jeweils 4 uM) in isolierte
Spinatchloroplasten importiert. Das Stroma wurde
isoliert und nativ aufgetrennt (jeweils 25 pg
Chlorophyll entsprechend).
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Dabei zeigten sich jedoch nicht die erhofften Bandenverschiebungen, die auf eine
substratspezifische Interaktion, in diesem Fall mit dem Rieske-Protein, hingewiesen hétten.
Alle Ansitze zeigten das gleiche Bandenmuster, egal ob bzw. welches Substrat in
liberexprimierter Form vorhanden war (Abb. 3-32). So erfolgte die Ausbildung der ISC-
Komplexe wie zuvor beobachtet (Abb. 3-28). Jedoch lieBen sich in diesem Versuch im Fall
des AtISA drei distinkte Banden in dem sonst durchgingig geschwirzten Bereich
erkennen, die eine apparente GroB3e von 106, 75 bzw. 56 kDa aufwiesen.

Da unter den hier gewidhlten Bedingungen keine Interaktion zwischen den ISC-Kandidaten
und dem Rieske Protein gezeigt werden konnte, sollte versucht werden mit Hilfe des
rekonstituierten IscAl-Proteins aus Synechocystis eine funktionelle Verbindung zum

Rieske-Protein aufzuzeigen.

3.2.6 Das IscA1-Protein aus Synechocystis PCC6803

Fiir das IscAl-Protein (siri417) aus Synechocystis konnte bereits gezeigt werden, dal} es
als Dimer einen transient gebundenen [2Fe-2S]-Cluster auf Apo-Ferredoxin iibertragen
kann. Sogar der Aufbau eines [4Fe-4S]-Zentrums, das z.B. zur Aktivierung des Enzyms
Adenosin 5'-Phosphosulfat (APS)-Reduktase ndotig ist, war durch IscAl moglich
(Wollenberg et al., 2003). Dehalb sollte dieses System genutzt werden, um herauszufinden,
ob ein transient an IscAl gebundener [2Fe-2S]-Cluster auch auf das plastididre Rieske-

Protein von Spinat iibertragen werden kann. Die dazu notwendigen Vorarbeiten wurden in
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der Arbeitsgruppe von Dr. Andreas Seidler (Biochemie der Pflanzen, Fakultit Biologie,
Ruhr-Universitit Bochum; Kapitel 2.2.12) durchgefiihrt. Dort war bereits die Methodik
etabliert, das durch Uberexpression in E. coli gewonnene IscA1-Protein aus Synechocystis
unter anaeroben Bedingungen zu rekonstituieren, d.h. mit einen Fe/S-Cluster auszustatten
(IscAre). Dabei wurde sowohl die chemische Methode (Sulfid und Fe*") als auch die
enzymatische Methode (IscS, Cystein und Fe*") zur Rekonstitution genutzt (Kapitel
2.2.12). Die Ubertragung des rekonstituierten [2Fe-2S]-Zentrums von IscA., auf ein
Apoprotein war dann sowohl unter anaeroben, als auch unter aeroben Bedingungen

moglich, wie es am Beispiel des Ferredoxins gezeigt werden konnte (Abb. 3-33).

Fe/S-Ubertragung: anaerob |aerob
IscArek _ _ te +c +c
apoFdx - + + o+ +
holoFdx + - - - -

- IscA

-apoFdx

Abb. 3-33 Ubertragung des IscAl-gebundenen [2Fe-2S]-Zentrums auf Ferredoxin (Synechocystis). Dargestellt ist
ein gefirbtes (stains all, Sigma-Aldrich) 20%iges natives Tris-Glycin-Minigel mit 20 mM DTT. Die
Rekonstitution des IscA (Synechocystis) erfolgte entweder enzymatisch (e) oder chemisch (c) wie in Kapitel
2.2.12 beschrieben. Die anschlieBende Ubertragung des IscA-gebundenen [2Fe-2S]-Clusters auf Ferredoxin
(Synechocystis) wurde unter anaeroben bzw. aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Holo- und Apoform des
Ferredoxins (jeweils 5 ng Protein geladen) sowie das IscA-Protein sind markiert.

Die Trennung von Apo- und Holoform des Ferredoxins erfolgte durch native
Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen. Aufgrund ihrer kompakten Struktur
zeigt die Holoform ein schnelleres Laufverhalten als die Fe/S-Zentrum-freie Apoform
(Takahashi et al., 1986).

Analog zu diesem Prinzip sollte es mdglich sein, eine IscA,-vermittelte Modifikation des
Rieske-Proteins durch ein verdndertes Laufverhalten im nativen Gel zu detektieren. Dazu
wurde sowohl der Vorldufer als auch das reife Rieske-Protein in vitro translatiert und mit
dem rekonstituierten IscA1-Protein, das von der AG Seidler zur Verfiigung gestellt worden
war, bei Raumtemperatur (20 °C) bzw. auf Eis eine Stunde inkubiert. Der Kontrollansatz
enthielt kein IscAe. Alle Proben wurde auf einem nativen, reduzierenden (20 mM DTT)

Tris-Glycin-Gel aufgetrennt, das anschlieBend exponiert wurde (Abb. 3-34). Dieser



Ergebnisse 91

Versuch ergab jedoch keine IscA,-abhidngige Verdnderung im Laufverhalten der Rieske-
Proteine; sowohl Vorldufer als auch reifes Rieske-Protein zeigten in den Ansdtzen mit und
ohne IscA;k jeweils identische Bandenmuster (Abb. 3-34). Somit ist offenbar das
rekonstituierte IscA1-Protein aus Synechocystis nicht in der Lage das Fe/S-Zentrum auf das
plastidiare Rieske-Protein aus Spinat zu iibertragen. Entweder gibt es auch in vivo keine
funktionelle Interaktion zwischen IscA;x und dem Rieske-Protein, d.h. der Einbau erfolgt
auf einem anderen Weg als beim Ferredoxin; oder es kommt zwar zu einer Interaktion, die
jedoch aufgrund ihrer Instabilitit bzw. Kiirze mit den hier gewidhlten Methoden nicht
detektierbar ist. Aulerdem wird der Faltungszustand des Rieske-Proteins fiir eine Fe/S-

Cluster-Assemblierung von entscheidender Bedeutung sein.

Rieske Vorlaufer reifes Protein

IscArex

°C

230 -

140 -

67 -

Abb. 3-34 Ansatz zur Ubertragung des IscAl-gebundenen [2Fe-2S]-Zentrums auf das Rieske-Protein. Exposition
eines 10-17,5%igen Tris-Glycin-Gels mit 20 mM DTT. Jeweils 2 ul des in vitro-Translationsansatzes (Rieske
Vorléufer bzw. reifes Protein), der fiir 1 h bei RT (20 °C) bzw. auf Eis (0 °C) mit dem [2Fe-2S]-Cluster-
gebundenen IscA (IscA) inkubiert worden war (Kapitel 2.2.12), wurden nativ aufgetrennt.

Um die Bedingungen, gerade hinsichtlich des Faltungszustandes, stirker an in vivo-
Bedingungen anzupassen, wurde der Versuchsansatz folgendermafBlen modifiziert: Das in
vitro synthetisierte Rieske-Protein wurde zunéchst in isolierte Erbsenplastiden importiert
und anschlieBend mit dem Stromaextrakt reisoliert. Da das Rieske-Protein im Stroma
Cpn60-gebunden vorliegt, kann man annehmen, dall zumindest ein Teil des so gewonnenen
Proteins in einem Faltungszustand vorliegt, der den Fe/S-Cluster-Einbau ermdglichen
sollte. Der so gewonnene Stromaextrakt wurde mit dem rekonstituierten IscA aus

Synechocystis versetzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur (20 °C) bzw. auf Eis (0 °C)
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inkubiert (Kapitel 2.2.12). Die anschlieBende Detektion einer funktionellen Verbindung
zwischen IscA;k und dem Rieske-Protein erfolgte diesmal nicht iiber die native
Gelelektrophorese, sondern durch die Quantifizierung des anschlieBend durchgefiihrten
Transportversuchs mit  dem  Rieske-haltigen  Stromaextrakt und  isolierten
Erbsenthylakoiden (20 min bei 25 °C im Licht; Abb. 3-35). Wie bereits in Kapitel 3.1.3.1
beschrieben, lief sich das aus Erbsenstroma reisolierte Rieske-Protein in geringem Umfang
in 1isolierte Thylakoide transportieren; der direkte Thylakoidtransport des in vitro
synthetisierten Rieske-Proteins war dagegen nicht mdglich (Abb. 3-15, 3-16). Wenn dieses
Thylakoidtransportdefizit auf den fehlenden Fe/S-Cluster zuriickzufiihren ist und eine
ISCA k-vermittelte [2Fe-2S]-Ubertragung auf das Rieske-Protein erfolgen kann, sollte eine
Steigerung des Rieske-Thylakoidtransports durch die zuvor erfolgte Inkubation mit IscAe
moglich sein.

Alle Fraktionen des so durchgefiihrten Experiments wurden mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Exposition des Gels analysiert (Abb. 3-35). Um auszuschlieBen , dal3
IscAx eine unspezifische Wirkung auf den Thylakoidtransport hat, wurde ein Fe/S-
Zentrum-freies Protein, das 23 kDa-Protein, als Negativkontrolle mitgefiihrt (Abb. 3-35).
Der Organellimport des 23 kDa-Proteins erfolgte allerdings in Gegenwart von Nigericin, da

nur so eine Akkumulation dieses ApH/Tat-Substrats im Stroma mdoglich war.

Rieske 23 kDa
in org. in thyl. | inorg.— § = in thyl. in org. inthyl | inorg.c— 8 — in thyl.
- \ + \ + \lscArek + Nig. - \ + \ + \lscArek
20 0 | 20 | °g 20 0 | 20 | °¢c
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- 0
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Abb. 3-35 Kombination von Organellimport — IscA,q-Inkubation — Thylakeidimport. Expositionen von 10-
17,5%igen SDS-Gradientengelen (Laemmli, 1970). Das in vitro synthetisierte Rieske-Protein (links) bzw.
das 23 kDa-Protein (rechts) wurde zuerst in isolierte Erbsenchloroplasten importiert (in org), das Stroma
wurde anschliefend gewonnen und mit IscA, 1 h bei RT (20 °C) oder auf Eis (0 °C) inkubiert (Kapitel
2.2.12). Danach wurde mit diesen Anitzen jeweils ein 30 pg Chl. entsprechendes Erbsenthylakoidpellet
resuspendiert und 25 min bei 25 °C im Licht inkubiert (in org. -> S -> in thyl.). Zusitzlich wurde ein
Standard-Thylakoidtransport mit Stroma durchgefiihrt (in thyl.). Die Hélfte jeder Thylakoidfraktion wurde
mit Thermolysin behandelt (T+), die andere Hilfte blieb unbehandelt (T-). Der Organellimportansatz mit
dem 23 kDa-Protein wurde in Gegenwart von 6 uM Nigericin durchgefiihrt (+ Nig.). Pfeilspitzen markieren
die Vorldufer (schwarz), die Produkte der Stroma- (grau) bzw. Thylakoidprozessierung (weif3).
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Die Ergebnisse der in organello-Importversuche zeigen, dall beide Proteine, das Rieske-
und das 23 kDa-Protein, in ausreichenden Mengen im Stroma vorlagen (Abb. 3-35, in org.,
Spur S). Die Isolierung des Stromas dieser Organellen und die erneute Inkubation mit
isolierten Thylakoiden ergab sowohl fiir das Rieske- als auch fiir das 23 kDa-Protein nur
eine sehr geringe Thylakoidtransportrate (Abb. 3-35, Ansatz: - IscArk). Im Fall des 23
kDa-Proteins ist dies vermutlich auf die im Stromaextrakt noch vorhandene Nigericin-
Menge zurilickzufiihren, die bei erneuter Inkubation mit Thylakoiden zur Hemmung des
ApH/Tat-abhédngigen Transports fiihrte. Eine Steigerung der Thylakoidtransportrate fiir das
23 kDa-Protein durch die Zugabe von IscA;x konnte erwartungsgemill nicht beobachtet
werden (Abb. 3-35, Ansatz: + IscAk ). Allerdings war es auch im Fall des Rieske-Proteins
nicht moglich, die geringe Thylakoidtransporteffizienz durch die Inkubation des
Stromaextraktes mit IscAex zu erhohen (Abb. 3-35, Ansatz: + IscAk). So bleibt weiterhin
die Frage nach einer IscA-Beteiligung am Einbau des Rieske Fe/S-Zentrums offen.

Der direkte in thylakoido-Transport war nur fiir das 23 kDa-Protein moglich, da hier das
reife Protein proteasegeschiitzt in den Thylakoiden vorlag (Abb. 3-35, in thyl., T+). Der in
thylakoido-Ansatz mit dem in vitro synthetisiertem Rieske-Protein zeigte dagegen kein
proteaseresistentes Produkt auf der Hohe des reifen Proteins (20 kDa; Abb. 3-35, in thyl.,
T+). Somit war der direkte Transport des Rieske-Proteins in isolierte Thylakoide, wie

bereits in Abb. 3-14 dargestellt, wiederum nicht moglich.

3.3 Die Suche nach stromalen Rieske-Interaktionspartnern

Im letzten Kapitel lag der Schwerpunkt auf dem ProzeB der ,,Fe/S-Cluster Assemblierung®.
Es wurde gezielt nach Proteinen gesucht, die an diesem ProzeB3 beteiligt sein konnten, und
diese wurden dann auf eine mogliche Interaktion mit dem Rieske-Protein hin getestet. Um
nun generell nach stromalen Rieske-Interaktionspartnern zu suchen, mufite eine andere
Strategie gewdhlt werden. Dazu sollte eine im Stroma akkumulierende Variante des
Rieske-Proteins in Arabidopsis thaliana exprimiert werden, die iiber eine C-terminale
Markierung (fag) die Reinigung von moglichen Rieske-Komplexen, d.h. Rieske-Proteinen

inklusive gebundener Interaktionspartner, ermdglicht.
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3.3.1 Die Expression mutierter Rieske-Proteine aus Spinat in A. thaliana

3.3.1.1 Das Rieske-KK-Protein

Die Expression des Rieske-Proteins in Arabidopsis thaliana bietet die Moglichkeit, unter in
vivo-Bedingungen groflere Mengen des zu analysierenden Proteins zu akkumulieren und
iiber die angefiigte Markierung (HA-tag) aus dem Pflanzenextrakt heraus zu reinigen. Das
Ziel dieses Ansatzes war, neben dem Rieske-Protein mogliche Interaktionspartner
mitzureinigen und anschlieend durch massenspektrometrische Analyse zu identifizieren.
Da jedoch das authentische Rieske-Protein in vivo nur in der Thylakoidmembran zu finden
ist (Abb. 3-3) und somit die Suche nach stromalen Interaktionspartnern nicht erfolgreich
sein kann, muflte eine stromaakkumulierende Variante zur Expression eingesetzt werden.
Bei Substraten des ApH/Tat-Weges, zu denen das Rieske-Protein gehort, 148t sich sehr
einfach durch Verdnderung des essentiellen Zwillingsarginin-Motivs (RR) zu einem
Zwillingslysin (KK) der Thylakoidtransport unterbinden und somit eine Akkumulation des
Proteins im Stroma erreichen. Im Fall des Rieske-Proteins liegt das Zwillingsarginin-Motiv
in abgewandelter Form - als Lysin-Arginin-Sequenz (KR) - vor. Somit sollte es moglich
sein, durch den Austausch einer einzigen Aminosdure eine gravierende Verdnderung im
Transportverhalten des Rieske-Proteins zu erreichen.

Wie das Ergebnis des zunédchst durchgefiihrten in organello-Importversuchs zeigt, konnte
im Gegensatz zum authentischen Rieske-KR-Protein das Rieske-KK-Protein nicht {iber die
Thylakoidmembran transportiert werden (Abb. 3-36 A). Statt dessen reicherte es sich wie
erwartet quantitativ in der Stromafraktion an. Die native Auftrennung der Stromafraktionen
mittels CN-PAGE ergab fiir beide Proteine das gleiche Bandenmuster (Abb. 3-36 B), d.h.
die Mutation von KR zu KK hat anscheinend keinen Einflul auf die Ausbildung der
nachweisbaren Stromakomplexe und setzt somit die Interaktionsfahigkeit des Rieske-
Proteins nicht herab. Neben dem bereits analysierten Cpn60-Komplex von 440 kDa finden
sich drei weitere Banden unbekannter Zusammensetzung mit Gréen von ca. 130 kDa, 70
kDa bzw. 50 kDa. Aufgrund der in organello-Versuche, konnte man davon ausgehen, daf3
mit dem Rieske-KK-Protein ein gutes Werkzeug zur Isolierung solcher Komplexe zur

Verfligung steht.
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Abb. 3-36 Vergleich des Transportverhaltens zwischen dem authentischen Rieske-Protein (Ri-KR) und der
stromaakkumulierenden Variante (Ri-KK). Exposition eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels, auf dem
die Importfraktionen analysiert wurden (A) sowie eines 5-18%igen Colorless native-Gels mit nativ
aufgetrennten Stromafraktionen (B). Der Importversuch wurde mit Spinatchloroplasten durchgefiihrt.
Detektierte Proteinkomplexe sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Fiir weitere Details siche Legende zu Abb. 3-1
bzw. Abb. 3-19.

3.3.1.2 Der Einflul des HA-Peptids auf Transport und Assemblierung des Rieske-
Proteins

Sowohl das authentische Rieske-KR- als auch das mutierte Rieske-KK-Protein aus Spinat,
die zur Expression in 4. thaliana eingesetzt werden sollte, wurde mit einem C-terminalen
HA-tag (9 AS-Peptid) ausgestattett. Um einen Eindruck von der Wirkung des HA-Peptids
auf das Transport- und Assemblierungsverhalten des Rieske-Proteins zu bekommen,
wurden im Voraus in vitro-Transportversuche mit den HA-markierten Proteinen
durchgefiihrt. So wurden neben dem authentischen (Ri-KR) und dem Rieske-KK-Protein
(Ri-KK) auch die entsprechenden HA-markierten Versionen (Ri-KRua, Ri-KK#a) in vitro
synthetisiert und in isolierte Chloroplasten importiert (Abb. 3-37 A). Der Vergleich beider
Rieske-KR-Versionen zeigt, dal das HA-markierte Protein einen deutlich geringeren
Thylakoidtransport aufweist (Abb. 3-37 A). Somit scheint der angefiigte HA-fag einen
gewissen EinfluBl auf die Thylakoidtransportrate des Rieske-Proteins zu haben. Fiir die
beiden Rieske-KK-Versionen konnte dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen dem
HA-markierten und dem unmarkierten Protein beobachtet werden. Hier erfolgte in beiden

Féllen nur eine schwache Bindung der Proteine an die Thylakoidmembran (Abb. 3-37 A).
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Abb. 3-37 In organello-Import und Assemblierung der HA-markierten und unmarkierten Rieske-Proteine in
Erbsenchloroplasten. Expositionen eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels (A) sowie eines 5-13%igen
Blue native-Gels (B). Fiir weitere Details siche Legende zu Abb. 3-1 bzw. Abb. 3-7.

Zur Analyse der Assemblierung in den Cytochrom bg¢/f-Komplex wurden unbehandelte
Thylakoide (T- Fraktion) aller vier Ansétze solubilisiert und mittels Blue native-PAGE
aufgetrennt (Abb. 3-37 B). Hier wird der Unterschied zwischen HA-markierter und
unmarkierter Version wesentlich deutlicher. Wéahrend das authentische Protein (Ri-KR) mit
guter Effizienz in den Cytochrom bg¢/f-Komplex integriert wurde, zeigte die HA-markierte
Version (Ri-KRya) nur eine sehr geringe Assemblierungsrate. Somit ist die Assemblierung
des Rieske-Proteins in den Cytochrom be/f-Komplex trotz HA-fag prinzipiell moglich,
allerdings mit herabgesetzter Effizienz. Der membrangebundene Anteil der beiden Rieske-
KK-Proteine (Ri-KK und Ri-KKy4) lag nicht im Cytochrom be/f-Komplex vor.

Der EinfluB des HA-Peptids sollte aber nicht nur auf den Thylakoidtransport und die
Assemblierung, sondern auch auf die Bildung von stromalen Komplexen hin analysiert
werden. Dazu wurden wiederum die HA-markierten und unmarkierten Proteine in vitro
synthetisiert und mit isolierten Erbsenchloroplasten inkubiert. Die Importe mit den beiden
Rieske-KR-Proteinen wurden einmal unter Standardbedingungen und einmal in Gegenwart
von Nigericin durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde das 23 kDa-Protein, ebenfalls in
Gegenwart von Nigericin importiert. Nach der Importreaktion wurden die Plastiden
standardmifBig aufgearbeitet, und die dabei gewonnenen Stromafraktionen unter nativen
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3-38 A). Alle Importfraktionen wurden
auBerdem mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 3-38 B).
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Abb. 3-38 Native Auftrennung (CN-Gel) der Stromaextrakte nach Import der HA-markierten und unmarkierten
Rieske-Proteine in isolierte Erbsenchloroplasten. Expositionen bzw. Coomassiefirbung eines 5-13%igen
Colorless native (CN)-Gels (A) sowie die Exposition eines 10-17,5%igen SDS-Gradientengels (B). Der
Organellimport wurde teilweise in Gegenwart von 6 uM Nigericin (+ Nig.) oder nach Standardprotokoll
durchgefiihrt (-Nig.). Jeweils ca. 25 pg Chl. entsprechende Menge des Stromextraktes wurden nativ
aufgetrennt (A). Der HMW-Marker wurde als GoBenstandard mitgefiihrt. Fiir weitere Details siche Legende
zu Abb. 3-1 bzw. Abb. 3-19.

Der Vergleich der nativ aufgetrennten Stromafraktionen von HA-markierter und
unmarkierter Version zeigte einige Unterschiede im Komplexmuster auf. So ist im
Vergleich zum authentischen Rieske-KR-Protein die HA-markierte Version in ihrer
Bindungseffizienz an den Cpn60-Komplex leicht herabgesetzt, die Bildung eines ca. 100
kDa-Komplexes wird nicht mehr beobachtet und ein groBer Teil des Proteins migriert nahe
der Lauffront, d.h. es lag vermutlich als Monomer vor. Vergleichbare Verdnderungen
lieBen sich auch fir das Rieske-KKpa-Protein beobachten.

So ergab der direkte Vergleich der HA-markierten und unmarkierten Proteine, da3 die neun

Aminosdurereste des HA-Peptids, zumindest in den kurzzeitigen in vitro-Versuchen die
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Assemblierungs- und Interaktionsfdhigkeit des Rieske-Proteins beeintrachtigen, jedoch
nicht vollstdndig inhibieren.

Der Einsatz von Nigericin, das durch die Blockierung des Thylakoidtransports eine weitere
Anhidufung des Proteins im Stroma bewirkt, hatte dagegen keinen erkennbaren Einfluf3 auf
die Ausbildung der verschiedenen Proteinkomplexe. Das 23 kDa-Protein, das erst durch
den Einsatz von Nigericin im Stroma akkumulierte, bildete so gut wie keine Komplexe aus.
Nur im Bereich zwischen 180 und 200 kDa war ein schwaches Signal zu erkennen (Abb. 3-
38 A). Obwohl Rieske- und 23 kDa-Protein Substrate der ApH/Tat-Translokase darstellen,

verhalten sie sich doch offensichtlich im Stroma vollkommen anders.

3.3.1.3 Expression von Rieske-KRua und Rieske-KKya in A. thaliana

Da zumindest unter in vitro-Bedingungen fiir das Rieske-KRya-Protein ein funktioneller
Transport trotz HA-tag gezeigt werden konnte (Abb. 3-37), sollten nun beide HA-
markierten Proteine (Rieske-KRya und Rieske-KKya) in A. thaliana exprimiert werden.
Die Expression erfolgte unter Kontrolle des lichtregulierten PsaD2-Promotors (Liibberstedt
et al., 1994; Bolle et al., 1996). Die einzelnen Klonierungsschritte sind in Abb. 2-2
zusammenfassend dargestellt und im Kapitel 2.2.4 genauer beschrieben. Fiir den
Agrobacterium-vermittelten Gentransfer (Kapitel 2.2.22) wurde der T-DNA-Vektor
pGreenll 0129 ausgewdhlt, der neben dem Zielkonstrukt auch einen Selektionsmarker, das
Gen fiir die Hygromycinresistenz, in das Genom von A. thaliana einbrachte. Nach der
Transformation von Arabidopsis-Wildtyppflanzen mit dem Rieske-KR bzw. Rieske-KK-
Konstrukt, konnte so die Selektion der Transformanden (F1-Generation) auf Hygromycin-
haltigen Sterilkulturplatten erfolgen (Abb. 3-40). Dabei konnten fiir die Version Rieske-
KKHya 5 Transformanden identifiziert werden, fiir die Version Rieske-KKya wurden aus der
Vielzahl von Positiven 5 Pflanzen weiter kultiviert. Alle hier beobachteten Pflanzen der F1-
Generation waren phanotypisch nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Die so selektierten
Pflanzen wurden nach etwa 3 Wochen auf Erde umgesetzt und unter Kurztagbedingungen
weiter kultiviert.

Etwa 6 Wochen spiter wurde erstes Pflanzenmaterial geerntet (1 Blatt je Pflanze), um die
Expression der eingebrachten Gene iiberpriifen zu koénnen. Neben den beiden transgenen
Pflanzen wurde auch Material vom Wildtyp analysiert. Nach AufschluBl des
Pflanzenmaterials wurde es mit hypotonischen Puffer versetzt und durch Zentrifugation in
eine Membranfraktion (Pellet) und in eine (alle 16slichen Proteine enthaltende) 16sliche

Fraktion (Uberstand) getrennt (Kapitel 2.2.13). Nach der Auftrennung alle Fraktionen
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mittels SDS-PAGE konnte eine Western-Analyse mit Antikdrpern gegen das HA-Peptid
durchgefiihrt werden (Tab. 2-2 und Abb. 3-39). Die unterschiedlichen Bandenmuster der
beiden Fraktionen, die durch Coomassiefirbung der PVDF-Membran sichtbar wurden,
lassen auf eine erfolgreiche Trennung der l6slichen Proteine von den Membranproteinen
schlieBen. So sind nach Coomassiefairbung der PVDF-Membran in der 16slichen Fraktion
die groBen bzw. kleinen Untereinheit der Rubisco und in der Membranfraktion die LHC-

Proteine als Banden deutlich zu erkennen (Abb. 3-39).
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Abb. 3-39 Western-Analyse der Rieske-KKy,- und Rieske-KRy-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen der F1-
Generation. Dargestellt ist die ECL-Detektion der HA-markierten Rieske-Proteine in den Fraktionen der
Membranproteine bzw. der 16slichen Proteine aus Arabidopsis-Pflanzenextrakten mit Hilfe des HA-
spezifischen Antikorpers (QHA, rechts). Die Banden des Rieske-KKjj5-Proteins (Ri-KKy4) sowie die ca. 16
kDa-Degradationsprodukte (deg) sind markiert. Die verwendete PVDF-Membran wurde mit Coomassie
gefirbt (links). Zur Analyse wurden jeweils 10 png 16sliche Proteine bzw. die dazu stochiometrische Menge
der Membranfraktion aufgetrennt (15%iges SDS-Minigel). Grofle (LSU) und kleine (SSU) Untereinheit der
Rubisco sowie die LHC-Apoproteine (LHCPs) sind gekennzeichnet.

Der eingesetzte HA-Antikorper ergab, wie vermutet, in den beiden Fraktionen des
Wildtypextrakts kein Signal, d.h. er zeigt keine unspezifischen Kreuzreaktionen. Die
Extrakte aus den transgenen Pflanzen lieBen dagegen deutliche Antikorperreaktionen
erkennen (Abb. 3-39), d.h. sowohl das Rieske-KRya als auch das Rieske-KKya-Protein
wurden in A. thaliana synthetisiert. Wie bereits durch die in vitro-Versuche gezeigt (Abb.
3-37,) erhoht sich durch den C-terminalen HA-tag das Molekulargewicht um etwa 1 kDa,
womit das reife Rieske-KR(KK)ya-Protein eine Grole von ca. 21 kDa aufweist.

Erwartungsgemif3 waren die detektierten Proteinmengen sowie die Verteilung zwischen
der loslichen und der Membranfraktion fiir beide Rieske-Versionen unterschiedlich. So

befand sich das Rieske-KRpa-Protein fast ausschliefllich in der Membranfraktion, so wie es
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in vivo auch fiir das interne Arabidopsis-Protein gefunden wurde (Abb. 3-3). Das Rieske-
KKpa-Protein akkumulierte dagegen zum tliberwiegenden Teil im Stroma, war aber dort
offenbar Abbauprozessen ausgeliefert, wie die ca. 16 kDa-Degradationsprodukte belegen
(Abb. 3-39). Ein geringer Anteil des Rieske-KKya-Proteins befand sich auch in der
Membranfraktion, was auf einen Thylakoidtransport trotz mutierten Transportsignals
hindeutet. Durch diesen ersten Antikorpernachweis konnte gezeigt werden, dal die beiden
Versionen des Rieske-Proteins aus Spinat in A. thaliana synthetisiert werden, und daf3 die
Rieske-KKya- im Gegensatz zur KRya-Version tatsdchlich im Stroma akkumuliert.

Nach diesem ersten allgemeinen Proteinnachweis, sollten die fiinf vorhandenen Rieske-
KKjya-exprimierenden Pflanzen einzeln auf die Anwesenheit des HA-markierten Proteins
getestet werden, um so eine Pflanze mit mdglichst hoher Akkumulationsrate auswéhlen zu
konnen. Diese funf selektierten Rieske-KKya-Transformanden wurden nach ihrem
Erscheinen auf der jeweiligen Selektionsplatte als 3-1 (Platte 3 Pflanze 1) 3-2, 5-1, 5-2 und
5-3 bezeichnet (Abb. 3-40).
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Abb. 3-40 Schematische Darstellung zur Selektion und Nomenklatur transgener Arabidopsis-Pflanzen (Rieske-
KKjys-exprimierend). Fiir die F2-Generation ist die Hygromycin-Resistenz von jeweils 100 Keimlingen
in % angegeben. Weitere Einzelheiten im Text.

Der Antikdrpernachweis des Rieske-KKya-Proteins in den Pflanzen der FI1-Generation
zeigte groBe Unterschiede in der Expression auf (Abb. 3-41). In der Pflanze 3-1 konnte
durch den HA-Antikorper kein Protein nachgewiesen werden. Die Pflanzen 3-2, 5-1 und

5-2 zeigten dagegen klar die Anwesenheit des Rieske-KKya-Proteins. Dabei waren die
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nachgewiesenen Mengen im Gesamtextrakt der Pflanzen 3-2 und 5-1 vergleichbar, der
Extrakt von 5-2 ergab ein etwas stdrkeres Signal, hier wurde auch ein Teil als ca. 16 kDa
Degradationsprodukt (Abb. 3-39 A, deg) detektiert. Die Pflanze 5-3 zeigte die weitaus
starkste Akkumulation des Rieske-KKya-Proteins. Dabei lag ungefahr die Halfte als reifes
Protein, die andere Hailfte als Degradationsprodukt vor. Durch den Einsatz des Rieske-
Antikorpers, der sowohl das interne Arabidopsis-Protein als auch das zusitzlich
exprimierte Spinatprotein erkennt, wurde deutlich, dal die Menge des Rieske-Proteins aus
Spinat im Vergleich zum Arabidopsis-Protein eher gering ist, da es nur als sehr schwache
Bande oberhalb des internen Proteins nachzuweisen ist (Abb. 3-41 B). Da neben den
Arabidopsis-Gesamtproteinextrakten auch Thylakoidproteine aus Spinat und der
liberexprimierte Rieske-Vorldufer der Western-Analyse unterzogen wurde, war eindeutig
zu erkennen, dall es sich bei der 21 kDa-Bande um das reife, durch den HA-tag im

Laufverhalten leicht verdnderte Rieske-Protein handelt.

A Gesamtextrakt B Gesamtextrakt
WT | Ri-KKHa WT | Ri-KKna
Ri/Ri Tsp 31 32 51 52 53 Ri/Ri Tsp 31 32 54 52 53
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Abb. 3-41 Western-Analyse von Gesamtproteinextrakten aus den Rieske-KKj,-Pflanzen der F1-Generation.
ECL-Detektion. Neben den Extrakten der Rieske-KKys-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen (3-1, 3-2, 5-1,
5-2, 5-3, jeweils ca. 3 mg FM) und dem Arabidopsis-Wildtyp (WT), wurden Spinatthylakoide (T, 1,5 pg
Chl.) und das Rieske-Vorstufenprotein (Ri/Ri) auf einem 17%igen SDS-Minigel aufgetrennt. Zum Nachweis
wurden HA-Antikorper (links) bzw. Rieske-Antikérper (rechts) eingesetzt. Die Vorstufe bzw. das
Arabidopsis-interne reife Rieske-Protein sind durch schwarze Pfeile, das Rieske-KKy5-Protein (Ri-KKjyy,) ist
durch einen weiflen Pfeil gekennzeichnet. Degradationsprodukte sind ebenfalls markiert (deg).

Da jedoch eine Reinigung von stromalen Rieske-Komplexen mehr Pflanzenmaterial
erforderte, wurden die nachfolgenden Generationen kultiviert. Die genetische Verteilung
des Resistenzmarkers in der F2-Generation zeigte, dafl in den Pflanzen 3-2, 5-1 und 5-2
jeweils eine Einzelinsertion des Rieske-KKya-Konstrukts vorlag (durchschnittlich 75 %
der Pflanzen waren hygromycinresistent; Abb. 3-40). Die einheitliche Kopienanzahl des
Rieske-KKya-Konstrukts war vermutlich die Ursache fiir eine dhnliche Expressionsstéirke

in der F1-Generation (Abb. 3-41).
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Die Samen der Pflanze 3-1 brachten zu 100 % resistente Nachkommen hervor, was auf eine
Mehrfachinsertion zuriickzufithren ist. Daf} in der Pflanze 3-1 kein Rieske-KKgya-Protein
nachgewiesen werden konnte, mag in einem Co-Repressionseffekt, ausgelost durch
mehrere Kopien des eingebrachten Konstrukts, begriindet liegen.

Aus unbekannten Griinden fehlte sdmtlichen F2-Keimlingen aus den Samen der Pflanze
5-3, die die stirkste Rieske-KKpya-Expression zeigte (Abb. 3-41 A), die
Hygromycinresistenz (Abb. 3-40). Somit stand die Linie 5-3 fiir weitere Analysen nicht
mehr zur Verfiigung.

Aus den iibrigen drei Pflanzen wurde die Linie 5-2 zur Expression des Rieske-KKyx-
Proteins ausgewdhlt. Ein begrenzter Anteil der Pflanzen der nachfolgenden F2-Generation,
bezeichnet als 5-2/1, 5-2/2 und 5-2/3, wurden mittels HA-Antikdrpernachweis auf
Expression des Rieske-KKya-Proteins getestet. Dazu wurden 16sliche Proteine und
Membranproteine getrennt voneinander analysiert (Kapitel 2.2.13). Dabei zeigten die
Extrakte aller drei Pflanzen vergleichbare HA-Antikdrpersignale (Abb. 3-42). So befand
sich der liberwiegende Teil des Rieske-KKya-Proteins in den 16slichen Fraktionen; der
Anteil der 16 kDa-Degradationsprodukte war in den einzelnen Pflanzenextrakten jedoch

unterschiedlich hoch.
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Abb. 3-42 Western-Analyse von Extrakten Rieske-KKyj-exprimierender Pflanzen der F2-Generation. ECL-
Detektion (links) und das entsprechende Coomassie-gefarbte Minigel (rechts). Aus den angegebenen Rieske-
KKpya-exprimierenden Pflanzen sowie dem Arabidopsis-Wildtyp (WT) wurden 16sliche Proteine (L) und
Membranproteine (M) extrahiert und auf 15%igen SDS-Minigelen aufgetrennt (je 10 pg 16sliche Proteine
und stochiometrisch gleiche Menge der Membranproteine). Das Rieske-KKj4-Protein (Ri- KKy,) ist mit
einer weillen Pfeilspitze gekennzeichnet, die Degradationsprodukte sind ebenfalls markiert (deg). Schwarze
Pfeilspitzen deuten auf die internen Arabidopsis-Proteine Rieske bzw. CFoll.
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Die Membranfraktion von 5-2/1 und 5-2/3 enthielt im Vergleich zur 16slichen Fraktion nur
einen geringen Anteil des Rieske-KKya-Proteins. Dieser Anteil lag fiir die Extrakte der
Pflanze 5-2/2 schon deutlich hoher (Abb. 3-42).

Durch den Rieske-Antikorper konnte noch einmal gezeigt werden, daB3 sich in der 16slichen
Fraktion der Arabidopsis-Wildtyppflanzen kein Rieske-Protein befindet (Abb. 3-42). Nur
in den loslichen Fraktionen der transgenen Pflanzen wurde das entsprechende Antigen
detektiert. Neben dem Doppeldegradationsprodukt, das bereits durch den HA-Antikorper
erkannt wurde, detektierte der Rieske-Antikdrper weitere Degradationsprodukte.

Dal} die Abtrennung der Membranfraktion methodisch gut funktionierte, erfolgte durch den
Nachweis von membranstindigen Antigenen. Dazu zdhlt zwar auch das Rieske-Protein, da
aber der Einsatz des entsprechenden Antikdrpers nur im Wildtypextrakt fiir diesen
Nachweis sinnvoll war, wurde aullerdem der Nachweis des CFoll-Proteins, einer
Untereinheit der ATP-Synthase, durchgefiihrt (Abb. 3-42). So konnte dieses Antigen in
allen Fillen ausschlieBlich in der Membranfraktion nachgewiesen werden. Somit kann man
davon ausgehen, dal die gewdhlte Methode zur Trennung beider Proteinfraktionen
erfolgreich war, und das der 16sliche Anteil des Rieske-Proteins nicht auf eine

Kontamination durch Membranvesikel zuriickzufiihren ist.

Die hier beschriebenen Pflanzen wurden auf Homo-bzw. Heterozygotie getestet. Dazu
wurden die Samen der F2-Pflanzen auf Selektionsplatten ausgelegt und durch die
Aufspaltung der F3-Generation konnten Riickschliisse auf den genetischen Status der
Elternpflanze gezogen werden. Heterozygote F2-Pflanzen zeigten in der néchsten
Generation eine Verteilung von Y nicht-resistente (WT) zu % resistente Pflanzen. Ist die
Elternpflanze homozygot gewesen, waren alle Nachkommen resistent gegeniiber dem
Selektionsantibiotikum Hygromycin. So wurden als heterozygot die Pflanzen 5-2/1 und 5-
2/2, als homozygot die Pflanze 5-2/3 identifiziert. Die homozygote Pflanzenlinie 5-2/3
wurde fiir die weiteren Analysen benutzt, da so auch bei direkter Aussaat auf Erde zu 100

% transgene Pflanzen erwartet werden konnten.

Da bis zu diesem Zeitpukt keine genaue Zuordnung der erhaltenen HA-Antikorpersignale
zum Stroma bzw. der Thylakoidmembran des Chloroplasten gezeigt worde war, sollte
durch eine Chloroplastenisolierung aus Pflanzen der transgenen Linie 5-2/3 der Nachweis
geliefert werden. Dies erforderte ein Vielfaches des Pflanzenmaterial, das fiir eine einfache

Aufarbeitung von l6slichen und membranstindigen Proteinen nétig ist. AuBBerdem ist die
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Ausbeute an intakten Arabidopsis-Chloroplasten bei weitem nicht so ergiebig, wie es bei
Erbse oder Spinat der Fall ist. Jedoch konnte durch die Isolierung und Fraktionierung von
Arabidopsis-Chloroplasten (Kapitel 2.2.14) verbunden mit dem Immunonachweis des HA-
Peptids eindeutig gezeigt werden, dall das Rieske-KKys-Protein in den Plastiden lokalisiert
ist (Abb. 3-43).
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Abb. 3-43 Chloroplastenisolierung aus Rieske-KKjy4-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen, Fraktionierung und
Western-Analyse. Der Nachweis erfolgte mit HA-spezifischen Antikdrpern und ECL-Reaktion. Jeweils 5 ug
Chl. entsprechende Menge Chloroplasten (Cp), Stroma (S, 5 pg Chl. entspricht 3 pug Protein) und Thylakoide
(T) der Rieske-KKya-exprimierenden Pflanzen (Linie 5-2/3) wurden auf einem 15%igen SDS-Minigel
analysiert. Chloroplasten von Arabidopsis-Wildtyppflanzen (WT) wurden ebenfalls aufgetragen.

Die Menge des thylakoidlokalisierten Rieske-KKpa-Proteins war in diesem Fall sogar
vergleichbar mit der im Stroma befindlichen Menge. So scheint der Anteil des
membranstindigen Rieske-KKya-Proteins grofleren Schwankungen unterworfen zu sein.
Die bereits beschriebenen ca. 16 kDa-Degradationsprodukte sind hier verstirkt sichtbar und
lassen sich eindeutig der Stromafraktion zuordnen.

Da sich die Expression des Rieske-KKpa-Proteins unter Kontrolle eines lichtregulierten
Promotors befindet, war interessant zu sehen, ob es zu einer Lichtphasen-abhidngigen
Anhéufung des Proteins kommt. Die Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen, mit einer
8 stiindigen Lichtphase (8.00 bis 16.00 Uhr) kultiviert. Pflanzenmaterial der Linie 5-2/3
wurde nun zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und einer Western-Analyse

unterzogen (Abb. 3-44).
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Abb. 3-44 Western-Analyse der Rieske-KKy\-
Pflanzenextrakte, die zu unterschied-
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Dabei zeigte sich, dal wihrend der Licht- und zu Beginn der Dunkelphase keine
signifikanten Unterschiede zu beobachten sind. Lediglich zu Beginn der Lichtphase (8:00
Uhr) lieB sich etwas weniger Rieske-KKya-Protein in der 16slichen Fraktion durch den HA-
Antikorper nachweisen. Auffillig war, daB3 auch bei diesen Proben ein bedeutender Anteil
des reifen Rieske-KKya-Proteins in der Membranfraktion, also in den Thylakoiden vorlag.

Eine genaue Analyse der Membranfraktion ist im anschlieenden Kapitel dargestellt.

3.3.2 Die Membranfraktion der Rieske-KK(KR)ua-exprimierenden Pflanzen

Wie in Abb. 3-43 und 3-44 zu erkennen war, befindet sich ein beachtlicher Anteil des
Rieske-KKys-Proteins in der Membran- bzw. Thylakoidfraktion. Dagegen konnte nach
Import in isolierte Chloroplasten kaum eine Assoziation des Rieske-KKya-Proteins mit der
Thylakoidmembran beobachtet werden (Abb. 3-36 und 3-37). So stellte sich die Frage, ob
das Rieske-KKya-Protein in vivo iiber die Thylakoidmembran transportiert wird oder nur
tiber hydrophobe Wechselwirkung an die stromale Seite der Membran assoziiert. Um dies
zu beantworten, wurden Thylakoide aus der Pflanzenlinie 5-2/3 isoliert und zum einen mit
verschiedenen Proteasen, zum anderen mit chaotropen Salzen bzw. alkalischen Losungen
behandelt (Kapitel 2.2.15). Die Thylakoidproteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und anschliefend mit Hilfe spezifischer Antikdrper analysiert. Dazu wurden neben den
HA-Antikorpern auch Rieske-Antikorper und, als Kontrolle, Antikdrper gegen die luminale
33 kDa-Untereinheit des Wasserspaltungsapparates eingesetzt. Die Reaktionen des HA-
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Antikorpers lieBen erkennen, dafl das Rieske-KKya-Protein sensitiv gegeniiber externen
Proteasen ist, denn es wurde durch Trypsin und ProteinaseK vollstindig abgebaut,
wohingegen Thermolysin einen geringeren Effekt hatte (Abb. 3-45 A). Im Gegensatz dazu
zeigten sowohl das interne Rieske-Protein als auch das luminale 33 kDa-Protein eine
deutliche Resistenz gegeniiber allen drei Proteasen. Hieraus 146t sich schlul3folgern, daf3
das Rieske-KKpya-Protein, anders als das authentische Protein, nur an die stromale Seite der
Thylakoidmembran assoziierte.

Um mehr Informationen iiber die Art dieser Assoziation zu bekommen, wurden die
Thylakoidmembranen auch mit chaotropen Salzen bzw. alkalischen Lésungen behandelt.
Uber die GroBe ihrer Hydrathiille beeinflussen chaotrope Salze die hydrophoben Krifte,
die fiir die Interaktion von Proteinen verantwortlich sein konnen. Als destabilisierend
wirkende Anionen wurden Bromid- (Br’) und Thiocyanationen (SCN) eingesetzt, wobei

der Effekt der Br-lonen geringer eingeschétzt wird als der der SCN-Ionen.
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Abb. 3-45 Behandlung der Thylakoide von Rieske-KKy-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen. Dargestellt sind
Western-Analysen (ECL-Detektion) und die entsprechende PVDF-Membranen nach Coomassiefarbung.
Unter (A) sind die Proteasebehandlungen und unter (B) die Extraktionen mit alkalischen/chaotropen
Losungen gezeigt. Die Thylakoide wurden mit folgenden Proteasekonzentrationen jeweils 45 min auf Eis
behandelt: Thermolysin (Ther.) 100 pg/ml, Trypsin (Tryp.) 50 pg/ml, ProteinaseK (Prot.K) 15 pg/ml. Die
Extraktion der Membranproteine erfolgte mit 2 M NaBr, 0,1 M Na,COs, 0,1 M NaOH bzw. 2 M NaSCN
ebenfalls 45 min auf Eis (Kont., in HM-Puffer). Auf 15%igen SDS-Minigelen wurde jeweils die 5 pg
Chlorophyll entsprechende Menge an Thylakoidproteinen aufgetragen. Die Western-Analysen erfolgten mit
den angegebenen Antikorpern (siehe Tab. 2-2 ).
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Der Einsatz von alkalischen Losungen dagegen verdndert die Ladungsmuster der
Proteinseitenketten, die fiir elektrostatische =~ Wechselwirkungen mit anderen
Membrankomponenten verantwortlich sind. Hierfiir kamen die beiden Ldsungen 0,1 M
Na,CO; (pH 11,4) und 0,1 M NaOH (pH 13) zum Einsatz. Die Thylakoidmembranen
wurden 45 min auf Eis mit den unterschiedlichen Lésungen inkubiert, zweimal mit HM-
Puffer gewaschen und mittels SDS-PAGE und Western analysiert. Der Kontrollansatz
wurde nur in HM-Puffer inkubiert. Obwohl das Rieske-KKpya-Protein fiir die extern
zugegebenen Proteasen gut zuginglich war, zeigte es hier eine unerwartete Stabilitdt
gegeniiber der Extraktion mit Salz- bzw. Alkali-Losungen (Abb. 3-45 B). Weder durch die
alkalischen Losungen 0,1 M Na,CO; oder 0,1 M NaOH noch durch die chaotrope Wirkung
der Bromidionen lie sich das Rieske-KKys-Protein aus der Thylakoidmembran
herauslosen. Nur durch die Einsatz von 2 M NaSCN wurde das Protein vollstindig aus der
Membran extrahiert. Da es unter diesen Bedingungen auch zur Zerstérung der
Membranstrukturen kommt, werden durch Thiocyanationen sogar luminale Proteine, wie
z.B das 33 kDa-Protein, freigesetzt (Abb. 3-45 B).

Kurioserweise scheint das Rieske-KKpya-Protein stabiler in die Thylakoidmembran
integriert zu sein, als das authentische/interne Arabidopsis-Protein. Dies wurde nicht nur
durch die Behandlung mit Thiocyanationen, sondern auch durch Natriumcarbonat aus der
Thylakoidmembran extrahiert (Abb. 3-45, aRi). Das Rieske-KRpya-Protein verhielt sich

dhnlich dem authentischen Rieske-KR-Protein aus Arabidopsis (Daten nicht gezeigt).

Ob nun der Anteil des membrangebundenen Rieske-KKya-Proteins in Form von
heterogenen Komplexen vorliegt, sollte durch die Anwendung der Blue native-Technik
geklart werden. Dazu wurden neben Rieske-KKya- auch Rieske-KRys-exprimierende
Pflanzen sowie der Arabidopsis-Wildtyp genutzt, um Thylakoidmembranen zu gewinnen.
Die Proteinkomplexe wurden mittels Digitonin aus der Membran herausgelost und auf
einem Blue native-Gel aufgetrennt. Der Western erfolgte mit Antikdrpern gegen das HA-
Peptid bzw. das Rieske-Protein (Abb. 3-46). So reagierte der Rieske-Antikorper in allen
drei Proben mit dem internen Arabidopsis-Protein und markierte wie vermutet den
Cytochrom bg/f-Komplex. Der HA-Antikorper ergab dagegen nur mit dem Rieske-KRya-
Proteins ein Signal. Somit wurde das Spinatprotein genauso wie das interne Rieske-Protein
in den Cytochrom be/f-Komplex von Arabidopsis thaliana eingebaut. Dies bedeutet, dafl
der C-terminal angefligte HA-tag auch unter in vivo-Bedingungen die Integration in

Proteinkomplexe nicht verhindert.
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Abb. 3-46 Western-Analyse der solubilisierten Thylakoidmembranen aus Rieske-KRy,- und Rieske-KKj4-
exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen. Dargestellt ist ein 5-13%iges Blue native-Gel, in dem solubilisierte
Arabidopsis-Thylakoide (je 30 pg Chl.) vom Wildtyp (WT) bzw. von Rieske-KRya- und Rieske-KKjja
(KRya und KKy,) -exprimierenden Pflanzen aufgetrennt wurden (BN-Gel, links). Nach dem Transfer der
Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die Western-Analyse (ECL-Detektion) mit Antikdrpern gegen das
HA-Peptid bzw. das Rieske-Protein (dHA und aRi, rechts). Die Position des Cytochrom bs/f-Komplexes ist
mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Ob die Integrations des HA-markierten Spinatproteins in den Cytochrom be/f-Komplex von
Arabidopsis auch zur Funktionalitit des Proteins fiihrt, 148t sich hier nicht beantworten.
Wichtiger ist jedoch, daB3 das Rieske-KKya-Protein nicht durch den HA-Antikérper im BN-
Gel detektiert werden konnte, so dal man davon ausgehen kann, daBl es weder im
Cytochrom bg/f-Komplex noch in einem anderen, durch Digitonin solubilisierbaren
Komplex, vorlag. Dieses Ergebnis untermauert die Annahme, daB das Rieske-KKyx-
Protein nur mit der stromalen Seite der Thylakoidmembran assoziiert vorliegt und nicht

iber die Membran transportiert wird.

DalB es sich bei dem Signal im BN-Gel tatsdchlich um das Rieske-KRys-Protein handelt,
konnte durch die Auftrennung der Untereinheiten des Cytochrom be/f-Komplexes in einer
zweiten Dimension bestétigt werden. Auch hier wurde Material vom Wildtyp sowie der
transgenen Rieske-KRys- bzw. Rieske-KKys-Pflanzen eingesetzt. Durch die Reaktion des
HA-Antikorpers konnte im Fall des Rieske-KRys-Materials ein sehr starkes Signal
beobachtet werden (Abb. 3-47). Die genaue Grofle dieses Bande 146t sich aufgrund ihrer
Intensitét und damit Ausdehnung nur schwer bestimmen, sie liegt aber zwischen 20 und 24

kDa und damit im Bereich des reifen Rieske-KRya-Proteins (ca. 21 kDa).
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Abb. 3-47 Auftrennung von Cytochrom bg¢/f-Komplexen in der zweiten Dimension (2D) mit anschlieSender
Western-Analyse. Solubilisierte Arabidopsis-Thylakoide (30 pg Chl.) des Wildtyps (WT) sowie der Rieske-
KRya- und Rieske-KKys-exprimierenden Pflanzen (Ri-KRyj, und Ri-KKy;,) wurden in der ersten Dimension
mittels BN-PAGE aufgetrennt (1D: BN). Bereiche des Cytochrom bg/f-Komplexes wurden jeweils 2x
ausgeschnitten und einer 2D-Auftrennung in einem 15%igen SDS-Minigel unterzogen (2 x Cyt.). Eine
Western-Analyse mit HA-spezifischen Antikdrpern und ECL-Detektion schlof sich an (unten). Unspezifische
Reaktionen sind mit einer grauen Pfeilspitze markiert. Auflerdem wurde ein Bereich des Cytochrom bg/f-
Komplexes (Cyt.) nach der 2D-Auftrennung mittels Silberfarbung visualisiert (rechts).

Neben diesem spezifischen HA-Signal wurden auch zwei unspezifische Reaktionen
deutlich: So zeigte sich in allen drei Proben ein Signal zwischen 29 und 36 kDa, das mit
dem Spot der Cytochrom f-Untereinheit korrelierte. Dieses Signal wurde vermutlich durch
die Reaktivitit der Him-Gruppe des c-Typ Cytochrom f hervorgerufen (Vargas et al.,
1993). Im Fall der Rieske-KRya-Probe wurde ein weiteres Signal bei ca. 60 kDa erhalten,
dessen Ursache unklar ist.

Auch ein letzter Versuch, das Rieske-KKya-Protein im Blue native-Gel aufzuspiiren, blieb
erfolglos. Diesmal wurde ein kompletter BN-Gelstreifen in der zweiten Dimension mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit HA-Antikdrpern analysiert (Abb. 3-48 ).
Allerdings kam es in diesem Versuch nur an Stellen mit hoher Proteinkonzentration zu

unspezifischen HA-Antikorperreaktionen (Abb. 3-48 B).

Somit 146t sich zusammenfassend sagen, da das Rieske-KKys-Protein zwar iiber
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen mit der Thylakoidmembran
interagieren kann, es aber weder zu einer Translokation der luminalen Doméne iiber die
Membran noch zu einer Integration in einen Proteinkomplex kommt. Dagegen wird das auf
dem Spinatprotein basierende Rieske-KRya-Protein {iber die Thylakoidmembran
transportiert und in den Cytochrom be/f-Komplex eingebaut, der HA-zag stellt also keine zu

starke Behinderung dar.
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Abb. 3-48 Auftrennung der Proteinkomplexe eines Blue native-Gelstreifens in der zweite Dimension (2D) mit
anschlieBender Western-Analyse. Rieske-KKj4-Thylakoide (Linie 5-2/3) wurden solubilisiert und in der
ersten Dimension mittels BN-PAGE nativ aufgetrennt (1D: BN; A). Ein Streifen dieser Auftrennung wurde
einer 2D-Analyse durch SDS-PAGE unterzogen (15%iges SDS-Gel nach Laemmli, 1970). Anschlieend
wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert, die mit HA-Antikorpern, in Verbindung mit einer
ECL-Reaktion, behandelt wurde (adHA; B). Das 2D-Gel wurde nach dem Transfer einer Silberfirbung
unterzogen (A).

3.3.3 Die Iosliche Fraktion der Rieske-KKya-exprimierenden Pflanzen

Nachdem der membrangebundene Anteil des in Arabidopsis thaliana exprimierten Rieske-
KKjya-Proteins genauer betrachtet wurde, sollte nun die Analyse des loslichen Anteils
folgen, bevor es zur Reinigung des Rieske-KKpa-Proteins einschlieBlich gebundener
Interaktionspartner kommt.

Um einen ersten Eindruck davon zu bekommen, ob das Rieske-KKya-Protein auch unter in
vivo-Bedingungen, also im Stroma von A. thaliana, in Form von hochmolekularen
Komplexen vorliegt, die spéter gereinigt werden konnen, wurde die 16sliche Fraktion des
transgenen Pflanzenextraktes 5-2/3 in zwei unterschiedlichen nativen Gelen aufgetrennt.
Komplexe, die das Rieske-KKya-Protein enthalten, konnten anschlieBend durch HA-
Antikorper detektiert werden (Abb. 3-49). Zur Kontrolle wurde die 16sliche Fraktion des
Wildtyp-Extrakts mit aufgetrennt. So konnte eine leichte Antikorperreaktion mit einem
hochmolekularen Komplex (vermutlich Rubisco) als unspezifisch eingestuft werden. Die
spezifischen Reaktionen des HA-Antikorpers zeigten sowohl fiir die Auftrennung im Tris-
Glycin-Gel (TG-Gel) als auch im Colorless native-Gel (CN-Gel) je drei distinkte Banden,
die apparente GroBen von ca. 80, 132 und 185 kDa (TG-Gel) bzw. 44, 50 und 57 kDa (CN-

Gel) aufwiesen.
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Abb. 3-49 Western-Analyse der nativ aufgetrennten loslichen Fraktion von Rieske-KKy,-exprimierenden
Arabidopsis-Pflanzen. Dargestellt sind ECL-Detektionen der HA-Antikdrpernachweise (0HA, Mitte) sowie
die entsprechende PVDF-Membranen nach Coomassiefarbung (aufien). Jeweils 30 pg 16sliche Proteine des
Wildtyps (WT) bzw. der Rieske-KKy5-Linie 5-2/3 (KKy4) wurden sowohl auf einem 5-13%igen Tris-Glycin
(TG)-Gel als auch auf einem Colorless native (CN)-Gel gleicher Prozentigkeit nativ aufgetrennt. Die Groflen
des mitgefiihrten HMW-Markers sind jeweils auflen angegeben. Die mit Pfeilspitzen markierten Banden
haben demnach errechnete GréB3en von 80, 132 und 185 kDa im TG-Gel bzw. von 44, 50 und 57 kDa in CN-
Gel. Der Rubisco-Holokomplex ist in beiden Fillen gekennzeichnet.

Obwohl das Laufverhalten dieser Komplexe offensichtlich sehr stark durch das verwendete
Gelsystem beeinflufit wurde, 14Bt sich erkennen, daBl es auch in vivo zur Bildung von
Rieske-KKya-haltigen Proteinkomplexen kommt. Damit bestand die Moglichkeit zur
Reinigung und Charakterisierung der in diesen Komplexen vorliegenden Rieske-

Interaktionspartner.

Da es vermutlich zu einer Cpn60-abhéngigen Faltung des Rieske-Proteins im Stroma
kommt, sollte zunédchst der Faltungszustand des in 4. thaliana exprimierten Rieske-KKyx-
Proteins analysiert werden. Ein weit verbreiteter und einfacher Ansatz zur Bearbeitung
dieser Fragestellung ist die Behandlung des Proteins mit der Protease Trypsin. Liegt das
Rieske-KKya-Protein in einer kompakten, gefalteten Form vor, so sollte der Abbau durch
eine externe Protease nur beschrinkt moglich sein. Eine offenkettige Struktur dagegen

bietet gute Angriffsmdglichkeiten fiir die Protease. Fiir diesen Versuch wurde Trypsin in
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steigender Konzentration (1-2,5-5-10-20-40 pg/ml) eingesetzt. Die unbehandelten und
proteasebehandelten Fraktionen loslicher Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und einer Western-Analyse mit Antikorpern gegen das HA-Peptid unterzogen (Abb. 3-50
A). Dabei zeigte sich, daB3 das Rieske-KKya-Protein eine gewisse Stabilitidt gegeniiber
Trypsin besitzt. So konnte bis zu einer Trypsin-Konzentration von 10 pg/ml das reife
Protein mit der bekannten Grofe von 21 kDa detektiert werden. Ab 2,5 pg/ml begann zwar
ein deutlicher Abbauprozel, wobei allerdings zwei relativ groBe Degradationsprodukte von
19 bzw. 15 kDa entstanden (Abb. 3-50 A). Auch bei der maximal eingesetzten
Trypsinkonzentration (40 pg/ml) lag noch ein deutlicher Anteil als 19 kDa-Produkt vor.
Durch die Spezifitit von Trypsin fiir positiv geladenen Aminosdurereste (Lysin und
Arginin), lassen sich anhand der Rieske-Aminosduresequenz die Schnittstellen und die

entstehenden Degradationsprodukte ableiten (Abb. 3-50 B).
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Abb. 3-50 Western-Analyse nach Trypsinbehandlung der loslichen Proteinfraktion aus Rieske-KKy,-Pflanzen.
Die 16sliche Proteinfraktion wurde mit den oben angegebenen Trypsinkonzentrationen 1 h auf Eis behandelt.
Jeweils 10 pg Protein wurden anschlieend auf einem 17%igen SDS-Minigel analysiert. Der Western blot
wurde mit HA-spezifischen Antikdrpern (dHA) durchgefiihrt. Die entsprechende PVDF-Membran wurde
anschlieBend mit Coomassie gefirbt (A). Die Trypsinschnittstellen innerhalb des Rieske-Proteins und die
daraus resultierenden Fragmente sind unter (B) dargestellt. Das Rieske-KKys-Protein sowie die
Degradationsprodukte d19 und d15 sind unter (A) gekennzeichnet.
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So befindet sich eine Trypsinschnittstelle vor dem hydrophoben Bereich des
Membranankers (AS 14), eine weitere kurz hinter diesem Bereich (AS 55). Diese beiden
Prozessierungsstellen sind vermutlich fiir die Entstehung des 19 bzw. 15 kDa-Produkts
verantwortlich (Abb. 50 A). Dariiber hinaus gibt es im luminalen Teil fiinf weitere
Schnittstellen, die zumindest bei einer gewissen Menge des Rieske-KKya-Proteins
unzugénglich fiir die Protease waren. Damit scheint das Protein im Stroma in einer

gefalteten Struktur vorzuliegen.

3.3.4 Die Reinigung von Rieske-KKua-haltigen Komplexen

Die Reinigung des stromalokalisierten Rieske-KKya-Proteins erfolgte tiber eine Anti-HA-
Affinitdtsmatrix (Kapitel 2.2.16). Wie in den Experimenten zuvor, wurden die 16slichen
Proteine aus den Pflanzenextrakten der transgenen Linie 5-2/3 bzw. des Wildtyps isoliert
und unter nativen Bedingungen auf eine Sdule, die die Anti-HA-Affinitdtsmatrix enthielt,
aufgetragen. Da die Elution unter moglichst schonenden Bedingungen erfolgen sollte,
wurde im ersten Versuch ein kompetierender Uberschul des HA-Peptides (1 mg/ml) auf
die Sédule gegeben. Die Sdule wurde 15 min bei 37 °C inkubiert und die erste Eluatfraktion
wurde aufgefangen (E1). Die Sdule wurde in einem zweiten Durchgang wiederum mit
einem HA-Peptid-UberschuB fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dies ergab die
Fraktionen des zweiten Eluats (E2). Auch die auf die Saule aufgetragene Probe (P) sowie
der Durchlauf (D) und die Waschfraktionen (W1 bis W3) wurden gesammelt und
anschliefend zusammen mit den Eluaten mittels SDS-PAGE und Western blot analysiert
(Abb. 3-51).

Es zeigte sich, daBl die Bindung des Rieske-KKya-Proteins an die Affinitdtsmatrix
quantitativ erfolgte. So konnte in der Probe (P), die auf die Sédule appliziert wurde, das
Rieske-KKya-Protein nachgewiesen werden; in der Durchlauffraktion (D) war dagegen
kein Signal mehr zu erkennen. Die Waschung der Sdulenmatrix 16ste das gebundene
Protein nicht ab (W1 bis W3), aber auch die Elution durch einen HA-Peptid-Uberschuf
war nicht effektiv (E1 und 2). Erst durch den zweite Elutionsschritt (1 h bei RT) konnte
eine geringe Menge des Rieske-KKya-Proteins von der Sdule geldst werden (Abb. 3-51,

Spur E2b). Somit schien die Methode der nativen Reinigung nicht erfolgversprechend.
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Abb. 3-51 Reinigung I des Rieske-KKj;4-Proteins iiber eine HA-Affinitéitsséule. Dargestellt ist die Western-Analyse
(HA-Antikdrper, 0HA) der einzelnen Reinigungsfraktionen und das entsprechende 15%ige SDS-Minigel.
Jeweils 10 pg Protein (1/200 Vol.) der auf die Sdule aufgetragenen Probe (P) und des nichtgebundenen
Materials (Durchlauf, D) sowie diesem Volumen entsprechende Menge der Waschfraktionen (W1-3) wurden
zusammen mit je 1/100 Vol. (a) bzw. 1/20 Vol. (b) der 2 Eluatfraktionen (E1: mit 300 pl HA-Peptid
[Img/ml] 15 min bei 37 °C eluiert; E2: mit 200 pul HA-Peptid [1mg/ml] 1h bei RT eluiert) mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Das Rieske-KKjja-Protein sowie die Degradationsprodukte (deg) sind gekennzeichnet.

Im zweiten Versuch wurde eine andere, denaturierende Elutionsmethode gewéhlt. Statt mit
dem kompetierenden HA-Peptid, wurde die Sdule 5 min mit 0,1 M Glycin pH 2,0 bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese Fraktion wurde als Eluat 1 (El) aufgefangen. Ein
identisch wiederholter Elutionsschritt ergab die Fraktion E2. Anschlieend wurde die Séule
laut Protokoll regeneriert, ebenfalls mit 0,1 M Glycin pH 2,0. Zur Kontrolle der
erfolgreichen Elution wurde diesmal auch die Regenerierungsfraktionen (R) aufgefangen
und zusammen mit den bereits bekannten Fraktionen (P, D, W, E) iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels HA-Antikérpern analysiert (Abb. 3-52 A).

Auch diesmal war die Bindung des Rieske-KKys-Proteins an die Sdulenmatrix erfolgreich.
Dariiber hinaus war es durch den Einsatz von 0,1 M Glycin pH 2,0 méglich, das gebundene
Protein vollstindig von der Sdule =zu losen (El1, E2), so da in den
Regenerierungsfraktionen kein Rieske-KKya-Protein mehr detektiert werden konnte (R1,
R2). Da so gezeigt werden konnte, dal3 die Isolierung des Rieske-KKy-Proteins aus der
Fraktion 16slicher Arabidopsis-Proteine heraus moglich ist, sollte nun geklart werden, ob es
dabei auch zur Reinigung von Rieske-Interaktionspartnern gekommen ist. Dazu wurden die
beiden Fraktionen E1 und E2, vereinigt, in ihrem Volumen reduziert (Microcon,
Ausschluflgrofle 3 kDa, MILLIPORE) und zusammen mit dem Wildtyp-Eluat auf einem
SDS-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden im Anschlul daran durch eine Silberfiarbung
sichtbar gemacht (Abb. 3-52 B). Der Vergleich zwischen dem analog behandelten Wildtyp-

und dem Mutantenextrakt 1483t einige gemeinsame Banden erkennen, bei denen es sich um
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unspezifisch an die Sdule gebundene Proteine bzw. um abgeloste Antikdrper handelt.
Dariiber hinaus zeigten sich aber auch Proteine, die spezifisch fiir das Eluat der Rieske-
KKya-Mutante waren. Dazu zdhlen natiirlich das Rieske-KKya-Protein selbst und die

beiden Degradationsprodukte von ca. 16 kDa (Abb. 3-52 B).
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Abb. 3-52 Reinigung II des Rieske-KKjy,-Proteins iiber eine HA-Affinitéitssidule. Dargestellt ist die Western-
Analyse (HA-Antikorper, 0HA) der einzelnen Reinigungsfraktionen und die entsprechende PVDF-Membran
nach Coomassiefarbung (A). Jeweils 10 pg Protein (1/200 Vol.) der auf die Séule aufgetragenen Probe (P)
und des nichtgebundenen Materials (Durchlauf, D) sowie diesem Volumen entsprechende Menge der
Waschfraktionen (W1-3) wurden zusammen mit je 1/60 Vol. der 2 Eluatfraktionen (E1: mit 500 pl 0,1 M
Glycin pH 2,0 5 min bei RT eluiert; E2: mit nochmals 500 pl 0,1 M Glycin pH 2,0 5 min bei RT eluiert)
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das Rieske-KKy4-Protein ist durch eine weifle Pfeilspitze gekennzeichnet,
das Degradationsprodukt ist beschriftet (deg). Die Eluate wurden aufkonzentriert und zusammen mit der
analog erstellten Wildtypprobe (WT) auf einem 15%igen SDS-Minigel aufgetrennt und anschlieend durch
Silberfarbung visualisiert (B). Die unspezifischen Banden sind mit kleinen weilen Pfeilspitzen markiert, die
schwarzen Pfeile deuten auf Mutanten-spezifische Banden.

Zusatzlich gab es im Bereich von 40-45 kDa zwei Banden, die im Wildtyp-Eluat nicht
detektierbar waren (Abb. 3-52 B, schwarze Pfeile). Die massenspektrometrische Analyse
der kleineren, intensiveren Bande ergab, daBl es sich hierbei um die Rubisco-Aktivase
handelt. Fiir Arabidopsis sind 2 Formen der Rubisco-Aktivase bekannt, die aufgrund des
alternativen  Spleilens einer gemeinsamen mRNA synthetisiert werden und
Molekulargewichte von 44 kDa bzw. 47 kDa aufweisen (Werneke et al., 1989). Da
allerdings nicht auszuschlieBen ist, dal die Rubisco-Aktivase durch unspezifisch an die
Sdule gebundene Rubisco-Komplexe gereinigt wurde, wie der Immunnachweis der SSU in
der Eluatfraktion belegt (Daten nicht gezeigt), ist eine vorsichtige Interpretion dieses

Ergebnisses erforderlich.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Transport des kerncodierten Rieske Fe/S-Proteins vom
Eintritt in den Chloroplasten bis zum endgiiltigen Wirkort, dem Cytochrom be/f-Komplex
in der Thylakoidmembran, ndher analysiert werden. Das charakteristische Transport-
verhalten des Rieske-Proteins unter in vitro-Bedingungen warf die Frage nach den
Ursachen dafiir auf. So bestand einerseits die Moglichkeit, da3 die Transportretardierung
des Rieske-Proteins durch das nicht-ideale Signal (den N-terminalen Membrananker als
fragmentarisches ApH/Tat-Signal) verursacht wird, andererseits konnte auch die hydrophile
luminale Doméne den Transportproze3 beeinflussen. Tatséchlich war ein deulicher Einflufl
der luminalen Doméne zu erkennen, so da3 man davon ausgehen kann, daB3 es im Stroma
zu einer Modifikation des Rieske-Proteins, insbesondere der luminalen Doméine kommt.
Diese Prozesse, die das Rieske-Protein verdndern, sind vermutlich an die Funktion
proteinogener Faktoren gebunden. Diese stromalokalisierten Prozesse und die daran
beteiligten Interaktoren des Rieske-Proteins galt es zu identifizieren, um so den Ablauf des

Transportprozesses fiir das Rieske-Protein besser verstehen zu kdnnen.

4.1 Das Rieske-Protein als besonderes ApH/Tat-Substrat

Der Import des in vitro synthetisierten Rieske-Vorstufenproteins in isolierte Chloroplasten
hatte gezeigt, dal das reife Protein nicht wie erwartet quantitativ iiber die
Thylakoidmembran transloziert wird, sondern vielmehr zu einem erheblichen Teil im
Stroma akkumuliert (Abb. 3-1).

Dieses in vitro-Transportverhalten ist in doppelter Hinsicht ungewdhnlich, da eine solche
Anhdufung des Rieske-Proteins im Stroma unter in vivo-Bedingungen nicht nachweisbar
war (Abb. 3-3) und eine stromale Akkumulation anderer ApH/Tat-Transportsubstrate
bislang in diesem Umfang nicht beobachtet wurde. So zeigen sechs von sieben weiteren
bislang analysierten Substraten der plastiddren ApH/Tat-Translokase (16 kDa- und 23 kDa-
Protein, PsaN, PsbT, P16 und Ptft) wihrend solcher in vitro-Versuche einen quantitativen
Transport der importierten Proteine bis in die Thylakoide (Clausmeyer et al., 1993; Nielsen
et al., 1994; Kapazoglou et al., 1995; Mant et al., 1999; Summer et al., 2000). Nur fiir das
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luminale Protein Hcfi36 wurde auch eine gewisse Menge an Stromaintermediat
beschrieben (Hynds et al., 2000).

Alle bislang identifizierten Substrate der plastiddren ApH/Tat-Translokase, mit Au3nahme
des Rieske-Proteins, verfiigen iiber das charakteristische Zwillingsarginin (RR)-Motiv.
Eine Mutation des RR-Motivs hat in allen Féllen eine drastische Auswirkung auf die
Transporteffizienz der Substrate, wie es im plastiddren System z.B fiir das 23 kDa-Protein
gezeigt wurde (Chaddock et al.,, 1995). Auch im bakteriellen System wird die
Translokation von Proteinen iiber den Tat-Weg durch Verdnderungen im Zwillingsarginin-
Motiv stark inhibiert bzw. komplett verhindert (Dreusch et al., 1997; Halbig et al., 1999;
Stanley et al., 2000). Unter den authentischen bakteriellen Tat-Substraten finden sich
bislang nur zwei Proteine mit Abweichungen zum Zwillingsarginin-Motiv. So besitzt die
Penicillinamidase aus E. coli ein RNR-Motiv (Ignatova et al., 2002) und die
Tetrathionatreduktase-Untereinheit B (7t7B) aus Salmonella enterica eine KR-Sequenz,
wie es auch beim Rieske-Protein der Fall ist (Hinsley et al., 2001). DaB} allerdings das
Fehlen des Zwillingsarginins und die statt dessen vorhandene KR-Sequenz fiir den
retardierten Transport des Rieske-Proteins verantwortlich ist, kann ausgeschlossen werden,
da eine Mutation von KR zu RR den Transportprozel3 nicht beschleunigen konnte (Molik,
2000).

Eine weitere Besonderheit des Rieske-Proteins als ApH/Tat-Substrat ist, da3 es sich um ein
Membranprotein handelt. Der Hauptteil des Proteins, die C-terminale hydrophile Doméne,
ist ins Thylakoidlumen exponiert. Die Translokation von Membranproteinen ist fiir die
ApH/Tat-Translokase die Ausnahme. Unter den bisher analysierten plastiddren ApH/Tat-
Substraten verfiigt nur noch Pfif iiber einen Membrananker (Summer & Cline, 1999).
Allerdings ist der Transport dieses Proteins auch unabhingig vom Zwillingsarginin und
sogar unabhidngig vom Signalpeptid moglich (Summer et al., 2000). Auch aus dem
bakteriellen Tat-System sind erst vereinzelt Beispiele fiir die Translokation von
Membranproteinen bekannt (Sargent et al., 2002; Hatzixanthis et al., 2003). Hier ist der

iiberwiegende Anteil der Tat-Substrate ebenfalls hydrophiler Natur.

Das Rieske-Protein ist das bislang einzige charakterisierte Substrat der plastidéren
ApH/Tat-Translokase, das durch die Bindung eines Cofaktors, dem [2Fe-2S]-Zentrum,

gekennzeichnet ist. Dagegen ist im bakteriellen System neben dem konservierten
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Zwillingsarginin-Motiv die Bindung von Cofaktoren die Gemeinsamkeit vieler Tat-
Substrate (Berks, 1996; Berks, 2000).

So hat man mit dem plastiddren Rieske-Protein ein ApH/Tat-Substrat in der Hand, das sich
einerseits durch die Bindung des Cofaktors gut in die Reihe der typischen bakteriellen Tat-
Proteine eingliedert, sich andererseits aber durch die Abweichung vom hoch konservierten
Zwillingsarginin-Motiv und durch seinen Membrananker deutlich von den anderen bislang

analysierten ApH/Tat-Substraten unterscheidet.

4.2 Das plastidare Rieske-Protein aus Arabidopsis thaliana

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur das plastiddre Rieske-Protein aus Spinat
(Spinacia oleracae, SoRi), sondern auch das entsprechende Protein aus Arabidopsis
thaliana (AtR1) eingesetzt. Beide Proteine haben in ihrer reifen Form eine Lange von je
179 Aminosduren und sind in ihren Aminosduresequenzen zu 86 % identisch. Im
Gegensatz zum reifen Teil weichen die Transitpeptide beider Vorstufenproteine in Lénge
und Aminosduresequenz stirker voneinander ab. So verfligt das Spinatprotein iiber ein
relativ ausgedehntes Transitpeptid von 68 Aminosduren, dagegen besitzt das Transitpeptid
des Arabidopsis-Proteins nur ein Liange von 50 Aminosduren. Dies ergibt fiir das Rieske-
Vorstufenprotein aus A. thaliana ein theoretisches Molekulargewicht von 25 kDa. Die in
vitro-Synthese des entsprechenden Proteins ergab jedoch nur eine GroBe von ca. 23 kDa
(Abb. 3-1, Spur t). Diese Abweichung um ca. 2 kDa 14Bt sich durch die Verwendung eines
cDNA-Klones erkldren, der auf einer unvollstindig bzw. alternativ gespleilten mRNA
basierte (Abb. 3-2). So wurde ein Vorstufenprotein synthetisiert, dessen Transitpeptid nicht
die erwarteten 50, sondern nur 31 Aminosduren umfafite. Jedoch reichte auch dieses kurze
Transitpeptid aus, um das Rieske-Protein in isolierte Chloroplasten zu dirigieren (Abb. 3-
1). Damit sind die bei der kurzen Version fehlenden 19 N-terminalen Aminosduren des
reguldren Rieske-Transitpeptids fiir den Chloroplastenimport nicht erforderlich. Ein
vergleichender Import mit beiden moglichen Rieske-Vorstufenproteinen aus A. thaliana
konnte die Bedeutung dieser 19 N-terminalen Aminosduren aufkliren. Es ist mdglich, daf3
sie unter in vitro-Bedingungen unerheblich sind und ihre Anwesenheit erst in vivo von
Bedeutung ist, so z.B. fiir die organellspezifische Sortierung innerhalb der Zelle. Ob beide
Varianten der mRNA bzw. der Vorstufenproteine auch in vivo vorkommen, ist unbekannt.

Allerdings findet man beide Varianten in den NCBI-Datenbanken (NM-178964/NP-
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849295 fiir die kurze Version, NM-116566/NP-192237 fiir die lange Version). Knight et al.
(2002) beschriankten sich allerdings in ihrer Arbeit zur Expressionsanalyse des petC-Gens,
das fiir das Rieske-Protein codiert, in 4. thaliana auf die langeVersion, d.h. die mit dem 50
AS langen Transitpeptid. Auch die plastiddren Rieske-Proteine aus Erbse und Tabak
verfiigen iiber ein Transitpeptid von 50 Aminosduren (Madueno et al., 1992; Salter et al.,
1992). Das entsprechende Protein aus der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii kommt
dagegen mit einem kiirzeren, nur 29 AS-umfassenden Transitpeptid aus (de Vitry, 1994),
das dariiber hinaus auffillige Ahnlichkeit zum 31 AS-langen Transitpeptid der kurzen
Version des Arabidopsis- Proteins aufweist. Somit ist es vorstellbar, dall auch in vivo, d.h.

in Arabidopsis thaliana beide Versionen des Rieske-Vorstufenproteins priasent sind.

4.3 Die Rieske-Signalankerdomane

Die Signalankerdoméne (Membrananker mit Signalpeptidfunktion) umfaBt die ersten 49
Aminoséuren des reifen Rieske-Proteins aus Spinacia oleracea, wobei die Reste 20 bis 42
aufgrund ihrer Hydrophobizitit vermutlich die membrandurchspannende Helix ausbilden
(Abb. 3-4 B). Die Fahigkeit des Membranankers als Thylakoidtransportsignal zu fungieren,
wurde mit Hilfe chimérer Konstrukte fiir das Rieske-Protein aus Erbse gezeigt (Madueno et
al., 1994). Die genaue Betrachtung dieses Transportsignals und der Vergleich mit
charakteristischen =~ ApH/Tat-Signalpeptiden, z.B. vom 23  kDa-Protein  des
Wasserspaltungsapparats, 146t jedoch nur wenige Gemeinsamkeiten erkennen (Abb. 3-4).
Dies fithrte zu der Vermutung, daf3 die in vitro beobachtete Transportverzogerung in der
Unvollkommenheit des Membranankers als Transportsignal begriindet sein konnte.
Allerdings verbesserte der Austausch des Membranankers gegen verschiedene
Signalpeptide die Thylakoidtransporteffizienz fiir die luminale Doméne nicht (Abb. 3-5).
Daraus konnte geschluflfolgert werden, daBl der Membrananker nicht der wesentliche
Grund fiir den verlangsamten Thylakoidtransport des Proteins ist.

Die Versuche zur Integration der luminalen Domidne in die Proteinkomplexe der
Thylakoidmembran in Abhéngikeit vom verwendetem Transportsignal, ergaben zwei
interessante Aspekte: (i) Die nach Thylakoidprozessierung freigesetzte luminale Domine
wird nicht in den Cytochrom be/f-Komplex, sondern in einen Komplex von ca. 100 kDa
integriert (Abb. 3-7 und 3-10, Komplex 3), und (ii) die Kombination von Sec-
Signalpeptiden mit der Iuminalen Rieske-Doméne fiihrt zur Markierung eines

Membrankomplexes von ca. 280 kDa (Abb. 3-7 und 3-10, Komplex 2). Letztere
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Beobachtung legte die Vermutung nahe, dal es sich hierbei um den Komplex der
plastiddren Sec-Translokase handeln konnte. Der 100 kDa-Komplex (Komplex 3) dagegen
konnte die monomere Form des Cytochrom be/f-Komplexes darstellen. Bevor dies néher

erldutert wird, erfolgt zunichst eine genauere Betrachtung des Komplexes 2.

Komplex 2 — Die plastidare Sec-Translokase?

Die Vermutung, daf es sich bei dem 280 kDa-Komplex tatsdchlich um den Komplex der
plastiddren Sec-Translokase handelt, konnte zwar nicht endgiiltig bestdtigt werden, es
gelang jedoch die beiden Komponenten cpSecA und cpSecY im Blue native-Gel durch
Antikorper zu detektieren (Abb. 3-11). Dabei lag die GroBe des cpSecY-haltigen
Komplexes bei 120 kDa, cpSecA war in einen 155 kDa-Komplex involviert.

Damit liegt die GroBe der vom SecA-Antikorper detektierten Bande zwischen den
Molekulargewichten der monomeren (ca. 110 kDa) und dimeren Form des cpSecA-
Proteins. Aus dem bakteriellen System ist bekannt, dal SecA unter physiologischen
Bedingungen dimerisiert (Akita et al., 1991; Shilton et al., 1998; Doyle et al., 2000),
allerding wurden auch monomere und oligomere Formen beobachtet (Woodbury et al.,
2002; Duong, 2003; Or et al., 2004). So zeigten SecA-Dimere eine Dissoziation in
Abhingigkeit von sauren Phospholipiden und einigen Detergenzien (dazu zdhlt allerdings
nicht das hier verwendete Digitonin; Or et al., 2002; Benach et al., 2003). Somit ist es
moglich, dall cpSecA als Monomer gebunden an der Thylakoidmembran vorliegt (Abb. 3-
11) und erst die Zugabe eines Transportsubstrats die Dimerisierung bewirkt (Benach et al.,
2003).

Der im Rahmen dieser Arbeit in Spinatthylakoiden detektierte cpSecY-haltige Komplex
von 120 kDa steht der als 180 kDa-Komplex durch Gelfiltration gereinigten cpSecYE-
Translokase aus A. thaliana gegeniiber (Schiinemann et al., 1999). Die beiden
Untereinheiten cpSecY und cpSecE wurden als 44 kDa- bzw. 16 kDa-Proteine detektiert
(Schiinemann et al., 1999). Theoretisch wiirde ein dimerer Translokase-Komplex
(Bessonneau et al., 2002) eine GroB3e von 120 kDa erreichen und somit genau dem in Abb.
3-11 detektierten Anti-cpSecY-Signal entsprechen. Jedoch wurde die Assoziation von
Alb3, einer chaperonartigen Insertase von ca. 45 kDa, mit der plastiddren Sec-Translokase
gezeigt (Klostermann et al., 2002; Kuhn et al., 2003). Diese zusétzliche Untereinheit, die
zwar vermutlich nicht stabil mit der Translokase interagiert (Klostermann et al., 2002),

wiirde einen dimeren Sec-Translokase-Komplex auf 165 kDa vergroBern.
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Zhang et al. (2001) detektierten im Blue native-Gel einen cpSecY-haltigen Komplex von
ca. 100 kDa. Sie verwendeten ebenfalls Spinatthylakoide, solubilisierten diese aber statt
mit Digitonin mit 1 % Dodecylmaltosid. Dies mag den GrdéBenunterschied von 20 kDa
zwischen den beiden Komplexen erkléren.

Die Variabilitdt der methodischen Ansitze flihrte zu unterschiedlichen Beobachtungen
beziiglich der plastiddren Sec-Translokase. Eine Dynamik dieses Komplexes erschwert
vermutlich die Identifizierung des transportaktiven Zustands. Selbst fiir die wesentlich
intensiver analysierte Sec-Translokase aus E. coli wurden je nach Bedingung monomere,
dimere, trimere und tetramere Zustinde gefunden (Manting et al., 2000; Yahr & Wickner,
2000; Collinson et al., 2001; Bessonneau et al., 2002; Breyton et al., 2002; Duong, 2003;
van den Berg et al., 2004). Somit ist es schwierig, eine endgiiltige Aussage dariiber zu
machen, welche Zusammensetzung der hier detektierte cpSecY-haltige Komplex
tatsdchlich hat.

Es war jedoch eindeutig zu erkennen, daB3 weder der cpSecY- noch der cpSecA-haltige
Komplex mit dem ca. 280 kDa umfassenden Komplex 2 der Importversuche co-migrierte.
(Abb. 3-7). Durch die Zugabe eines Sec-spezifischen Transportsubstrats (hier: 33 kDa-
Protein) konnte eine GrofBenzunahme des cpSecA-haltigen Komplexes auf ca. 270 bzw.
320 kDa beobachtet werden, allerdings nur in Anwesenheit des nicht-hydrolysierbaren
ATP-Analogon AMP-PNP (Abb. 3-13, Spur 3). Jedoch wurde durch den SecY-Antikorper
im gleichen Ansatz keine Verdnderung der Komplexe beobachtet (Abb. 3-13), wie es fiir
eine Assemblierung zur Transport-aktiven Translokase zu erwarten gewesen wire.

Somit besteht die Moglichkeit, dal zumindest cpSecA am Komplex 2 beteiligt ist. Die
GroBe von 280 kDa fiir diesen Komplex 2 wiirde ungefiahr einem cpSecA-Dimer (ca. 220
kDa) mit gebundenem Transportsubstrat (ca. 20 kDa) entsprechen.

Komplex 3 — Die monomere Form des Cytochrom bg/f-Komplexes?

Die luminale Doméne des Rieske-Proteins konnte nur in Kombination mit dem
authentischen Membrananker in den Cytochrom be/f-Komplex integriert werden (Abb. 3-
7). Der Austausch des Membranankers gegen Tat-spezifische Signalpeptide lie3 zwar eine
Translokation der luminalen Domine iiber die Thylakoidmembran erkennen, die
Integration dieser Chiméren erfolgte jedoch nicht in den Cytochrom be/f-Komplex, sondern

in einen Komplex von ca. 100 kDa (Komplex 3; Abb. 3-7). Durch denaturierende
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Auftrennung in der zweiten Dimension wurde deutlich, da3 dieser Komplex nur die
luminale Doméne, nicht aber das unprozessierte chimédre Protein enthielt (Abb. 3-8).

Es besteht die Hypothese, daB3 es sich bei dem 100 kDa-Komplex im Blue native-Gel um
die monomere Form des Cytochrom bg/f-Komplexes handeln konnte. Auch Huang et al.
(1994) beschrieben einen ca. 100 kDa monomeren Cytochrom bg/f-Komplex fiir
solubilisierte und iiber Blue native-PAGE separierte Spinatthylakoide.

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dafl die funktionelle Struktur des
Cytochrom bg/f-Komplexes ein Dimer aus 2 x 8 Untereinheiten darstellt (Graan & Ort,
1986; Huang et al., 1994; Breyton et al., 1997; Poggese et al., 1997; Kurisu et al., 2003).
Die Konversion des Dimerzustandes in Monomere wurde in dem Modell von Breyton et al.
(1997) als Rieske-abhdngig postuliert. Die Strukturaufklédrung des dimeren Cytochrom be/f-
Komplexes bestitigte die zentrale Rolle des Rieske-Proteins (Kurisu et al., 2003). So ist es
die Aufgabe von zwei Rieske-Proteinen, beide Monomere kreuzartig miteinander zu
verbinden, wobei Membrananker und luminale Doméne eines Molekiils Anteil an beiden
Monomeren haben (Kurisu et al., 2003; Abb. 4-2). Somit liegt die Vermutung nahe, daf}
das Fehlen des Membranankers, wie es nach der Prozessierung der hier verwendeten
chimdren Proteine der Fall ist, die Dimerisierung der Cytochrom be/f-Komplex-Monomere

verhindert.

4.4 Die Bedeutung der luminalen Rieske-Domane fiir den

Thylakoidtransport

Der Transport von gefalteten Proteinen

In chimiren Proteinen ist der Transport der luminalen Rieske-Domine nur in Abhingigkeit
eines ApH/Tat-spezifischen Signalpeptids moglich (Abb. 3-5). Dies legte die Vermutung
nahe, dafl die luminale Doméne einen Einflul auf den Transportvorgang hat. Auch die
Importexperimente mit isolierten Thylakoiden unterstiitzen diese Hypothese. In diesem
Versuchssystem war der Transport der luminalen Rieske-Domine weder in Abhingigkeit
eines fremden ApH/Tat-Signalpeptids (23 kDa-Protein) noch in Gegenwart des Rieske-
Membranankers als authentisches Thylakoidtransportsignal zu beobachten gewesen (Abb.
3-14 A). DaBl der Membrananker allerdings in der Lage ist, den Transport von
Passagierproteinen auch in isolierte Thylakoidvesikel zu ermoglichen, wurde durch das

Importverhalten des chimiren Ri tpp/23-Proteins deutlich (Abb. 3-14 B).
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Erst durch die Kombination von Organell- und Thylakoidimport ist es gelungen, einen
gewissen Anteil des zuvor in Plastiden importierten Rieske-Proteins nach der Freisetzung
aus dem Stroma auch in isolierte Thylakoide zu transportieren (Abb. 3-15). Dies deute auf
eine  stromalokalisierte ,,Vorbereitung“ des Proteins fiir den anschlieBenden
Thylakoidtransport hin. Vermutlich spielen sowohl die Faltung des Proteins als auch der
Einbau des [2Fe-2S]-Clusters eine wichtige Rolle bei dieser Transportvorbereitung.
Obwohl beide Prozesse vermutlich im Stroma ablaufen (Nuccio et al., 1998; Kapazoglou et
al., 2000), liegen bislang noch keine konkreten Beweise dafiir vor.

Die Vermutung, dal eine Faltung des Rieske-Proteins im Stroma erfolgt, wird durch die
Féhigkeit des ApH/Tat-Mechanismus nahegelegt, gefaltete Proteine transportieren zu
konnen, wie es sowohl fiir Bakterien als auch fiir Chloroplasten gezeigt wurde (Robinson,
2000; Palmer & Berks, 2003). Dagegen ist der Sec-Weg auf den Transport entfalteter
Proteine beschréankt (Pugsley, 1993).

Neben dem Rieske-Protein wurde auch fiir andere Substrate eine Einschriankung des
Thylakoidtransports beobachtet. So konnte das Reporterprotein GFP (Green Fluorescent
Protein) nur durch ApH/Tat-Signalpeptide in die Thylakoide isolierter Chloroplasten
transportiert werden (Marques et al., 2003). Die Expression dieser GFP-Fusionen in
Arabidopsis thaliana bestitigte diese in vitro-Beobachtungen (Marques et al., 2004). Im
bakteriellen System konnte gezeigt werden, daB3 tatséchlich die Faltung der GFP-Molekiile
den Transport iiber den Sec-Weg verhindert (Feilmeier 2000). Nur ungefaltete und damit
inaktive GFP-Molekiile lieBen sich iiber den Sec-Weg transportieren; der Transport von
gefaltetem, aktivem GFP blieb jedoch auf den Tat-Weg beschrinkt (Feilmeier et al., 2000;
Thomas et al., 2001).

Auch bei authentischen bakteriellen Tat-Substraten wurde durch den Austausch des
Signalpeptids gegen ein Sec-spezifisches Signal die Translokation der aktiven Form
verhindert (Faury et al., 2004). So zeigen Kulturen des Bakteriums Streptomyces lividans
eine extrazellulire Xylase-Aktivitdt, die einen Tat-abhingigen Transport der Xylase C-
Untereinheit erfordert. Durch den Austausch des Tat-Signals gegen ein Sec-Signal konnte
keine extrazelluldre Xylase-Aktivitit mehr nachgewiesen werden, das Protein lieB3 sich aber
dennoch durch Antikérper auch auBlerhalb der Zelle detektieren (Faury et al., 2004). Diese
Beispiele zeigen, dal der Faltungszustand der Substrate einen EinfluB auf die
Translokationsfahigkeit hat. Somit konnte auch im Fall des Rieske-Proteins das
Unvermoégen der Sec-Translokase zum Transport der luminalen Doméne auf deren Faltung

zuriickzufiihren sein.
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Die Interaktion mit Chaperonen

Die Hypothese, dafl es im Stroma zur Faltung des Rieske-Proteins kommt, wird durch die
nachgewiesene Interaktion mit dem Cpn60-Komplex unterstiitzt (Abb. 3-21 und 3-23).
Cpn60 stellt die zum bakteriellen GroE und mitochondrialen Hsp60 homologe
Faltungsmaschinerie der Plastiden dar (Hemmingsen et al., 1988; Ostermann et al., 1989;
Boston et al., 1996; Miernyk, 1999). Der Faltungskomplex der Plastiden wurde wegen
seiner Beteiligung an der Assemblierung des Rubisco-Holokomplexes urspriinglich als
,Rubisco-Bindungsprotein“ beschrieben (Barraclough & Ellis, 1980; Hemmingsen et al.,
1988; Goloubinoff et al., 1989). Jedoch konnte ebenfalls die Interaktion des Chaperonins
mit anderen Proteinen gezeigt werden, so z.B. mit der B-Untereinheit der ATP-Synthase,
der Glutamin-Synthetase und der Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR; Lubben et al., 1989;
Tsugeki & Nishimura et al.,, 1993). Auch fiir das Rieske-Protein aus Erbse wurde eine
schwache Interaktion mit dem Cpn60-Komplex nachgewiesen (Madueno et al., 1993). In
diesem Fall enthielt der Cpn60-Komplex allerdings zum {iberwiegenden Teil das reife
Rieske-Protein und nur einen kaum erkennbaren Anteil des Vorstufenproteins. Im
Vergleich dazu, zeigte die hier durchgefiihrte Co-Immunprézipitation eine priferentielle
Interaktion der Vorstufenmolekiile mit dem Cpn60-Komplex (Abb. 3-23). Dies deutet auf
eine frithe Interaktion des Rieske-Proteins mit der Faltungsmaschinerie hin, die bereits vor
der Abspaltung des Transitpeptids erfolgt. Eine solche frithe Interaktion von importierten
Proteinen mit dem Cpn60-Komplex wird auch durch die Daten von Kessler & Blobel
(1996) unterstiitzt, die eine Assoziation der Faltungsmaschinerie mit den

Transportkomponenten der inneren Chloroplastenhiille zeigten.

AuBer der Interaktion zum Cpn60-Komplex konnten im Rahmen dieser Arbeit durch Co-
Immunprézipitation keine weiteren Interaktionspartner des Rieske-Proteins identifiziert
werden (Abb. 3-23). So wurde weder fiir die beiden Chaperone Hsp70 und Rubisco-
Aktivase noch fiir die Transportkomponenten cpSRP54 und cpSecA eine Verbindung zum
Rieske-Protein nachgewiesen.

Die Arbeit von Madueno et al. (1993) zeigt, da3 durch den Einsatz von Hsp70-Antikdrpern
ein Teil des zuvor importierten Rieske-Proteins aus dem Stroma heraus co-prazipitiert
werden kann. Dagegen interpretiert Karnauchov (1998) eine urspriinglich beobachtete
leichte Hsp70-Interaktion des Rieske-Proteins als unspezifisch, d.h. Cpn60-vermittelt.
Andererseits wird eine Hsp70-Interaktion mit Transitpeptiden als Grundlage der ATP-

getriebenen Translokation von Vorstufenproteinen iiber die Hiillmembran des
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Chloroplasten angesehen (Scott & Theg, 1996). Durch einen Algorithmus wurde
vorhergesagt, daBl mehr als 95 % aller Transitpeptide iiber mindestens ein Hsp70-
Bindemotiv verfiigen (Riidiger et al., 1997; Rial et al., 2000; Zhang et al., 1999; Ivey et al.,
2000). Dieses Motiv ist durch einen recht hydrophoben Kern von vier bis fiinf
Aminosduren (hauptsdchlich Leucin) und flankierenden Regionen, die basische Reste
enthalten, gekennzeichnet. Obwohl ein solches Motiv auf den ersten Blick nicht in der
Aminosduresequenz des Rieske-Proteins aus Spinat vorhanden ist, schlie8t dies noch nicht

die Bindungsfahigkeit fiir Hsp70-Molekiile aus.

In der Arbeit von Karnauchov (1998) wurde auch die Interaktion der Rubisco-Aktivase
zum Rieske-Proteins nachgewiesen. In diesen Experimenten wurde Histidin-markiertes
Rieske-Protein mit Stromaextrakt inkubiert und anschlieBend {iber eine Histidin-
Affinitatssdule gereinigt. Allerdings konnte die so mitgereinigte Rubisco-Aktivase aus der
Bindung an den Rubisco-Komplex resultieren, dessen grof3e und kleine Untereinheiten sich
ebenfalls im Eluat befanden. Auch durch den in der vorliegenden Arbeit gewidhlten Ansatz
zur Identifizierung von Rieske-Interaktionspartnern (Expression und Reinigung einer HA-
markierten, stromaakkumulierenden Rieske-Variante in 4. thaliana) konnte die Rubisco-
Aktivase aus dem Eluat durch massenspektroskopische Anlyse identifiziert werden (Abb.
3-52 B). Allerdings ist auch hier nicht auszuschlieBen, da3 dies auf den unspezisch an die
Sadulenmatrix gebundenen Rubisco-Komplex zuriickzufithren ist. Eine weiterfithrende

Diskussion folgt in Kapitel 4.6.

Die Interaktion des Rieske-Proteins mit cpSRP54, der Transportkomponente des SRP-
Weges wurde von High et al. (1997) gezeigt. Neben dem Rieske-Protein wurden auch
Cytochrom f und LHCP als cpSRP54-Bindungspartner identifiziert. Nur LHCP ist als SRP-
Transportsubstrat bekannt, wohingegen fiir Cytochrom f eine cpSecA-abhingige
Translokation nachgewiesen wurde (Nohara et al., 1996; R6hl & van Wijk., 2001). Somit
ist auch die Bedeutung der von High et al. (1997) beobachteten cpSRP54-Rieske-
Interaktion, die sogar noch um einiges schwicher war als die zu Cytochrom f, unklar.
AuBlerdem wurde fiir das Rieske-Protein der Transport iiber den ApH/Tat-Weg eindeutig
gezeigt (Molik et al., 2001), und es gibt bislang keine Indizien fiir die Beteiligung von

SRP-Komponenten an diesem Transportweg.
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Der Einbau von Cofaktoren

Die in organello-Importversuche mit den Rieske-Fe/S-Ligandenmutanten, die in Cofaktor-
bindenden bzw. Disulfidbriicken-ausbildenden Aminoséuren verdandert waren, zeigten eine
starke Inhibierung (H128Q) bis vollstandige Blockierung des Thylakoidtransports (C125S
und C127S; Abb. 3-17). Eine geringfiigige Assemblierung der Fe/S-Ligandenmutante
H128Q in den Cytochrom be/f-Komplex konnte beobachtet werden (Abb. 3-18). In dieser
Mutante konnte es durch eine eventuell vorhandene Wasserstoftbriickenbindung vom
Ser130 zum Schwefel zur Stabilisierung des Cofaktors kommen. Das Vorhandensein einer
solchen Bindung wurde fiir das mitochondriale Rieske-Protein aus Saccharomyces
cerevisiae gezeigt (Gutierrez-Cirlos et. al., 2002). Dort ist der Cofaktor-bindende
Histidinrest (His181) und der Wasserstoffbriicken-bildende Serinrest (Ser183) durch eine
Aminosdure voneinander getrennt. Da diese Aminosdurekonstellation auch im plastidaren
Rieske-Protein vorhanden ist, konnte dort ebenfalls eine Wasserstoffbriickenbindung
vorliegen.

Beziiglich des Verhaltens der Mutanten C125S, C127S und H128Q zeigt die Arbeit von
Kapazoglou et al. (2000) allerdings ein komplett anderes Bild. Hier wurde eine
Dreifachmutation des Rieske-Proteins aus Erbse (C107S/H109R/C112S), in der zwei
Cofaktor-bindende Aminosduren sowie eine Disulfidbriicken-ausbildende Aminosdure
ausgetauscht wurden, in vergleichbarer Effizienz wie das authentische Protein iiber die
Thylakoidmembran transportiert. Auch die Assemblierung in den Cytochrom be/f-Komplex
war fiir beide Proteine in gleichem Umfang moglich (Kapazoglou et al., 2000). Somit ist in
diesem Fall weder die Assemblierung des Fe/S-Clusters noch die Ausbildung der
Disulfidbriicke Voraussetzung fiir den Thylakoidtransport des Rieske-Proteins. Dies steht
im klaren Gegensatz zu den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen (Abb. 3-17 und 3-
18). Sowohl die Anwesenheit des Cofaktors als auch die Faltung sowie
Disulfidbriickenausbildung scheinen fiir die Thylakoidtranslokation des Rieske-Proteins
von entscheidender Bedeutung zu sein. Dies wiirde fiir einen selektiven Transport von
Cofaktor-tragenden bzw. gefalteten Proteinen durch die plastiddre ApH/Tat-Translokase
sprechen.

So wurde bereits fiir Bakterien ein Kontrollmechanismus postuliert, der nur den Tat-
abhédngigen Transport von gefalteten Proteinen erlaubt. Dabei ist auf der einen Seite eine
Art ,,Qualitdtskontrolle® der zu transportierenden Substrate, die von der Tat-Translokase
selbst durchgefiihrt wird, denkbar (DeLisa et al., 2003), auf der anderen Seite werden

Signalpeptid-spezifische Bindeproteine vermutet, die eine zu frilhe Interaktion des
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Substrats mit dem Translokasekomplex verhindern und somit die Chaperon-vermittelte
Faltung bzw. Cofaktorinsertion ermdglichen (Oresnik et al., 2001; Jack et al., 2004).

Auch fiir die plastiddre ApH/Tat-Translokase wurde der Transport von gefalteten Proteinen
gezeigt (Creighton et al., 1995; Clark & Theg, 1997; Hynds et al., 1998; Marques et al.,
2003 und 2004). Allerdings ist noch unklar, ob die Transportkompetenz der plastidiren
ApH/Tat-Translokase auch auf die Translokation von gefalteten Proteinen beschrénkt ist,
oder ob zusitzlich ein Transport von ungefalteten Substraten moglich ist (Hynds et al.,

1998).

Zusammenfassend 148t sich sagen, dal die Akkumulation des Rieske-Proteins im Stroma
isolierter Chloroplasten hauptsidchlich durch die luminale Doméne bedingt ist. Dal3 Faltung
und Cofaktoreinbau Voraussetzung fiir den Thylakoidtransport sind, wurde durch die
Transportversuche mit isolierten Thylakoiden, dem Verhalten der Fe/S-Ligandenmutanten
und der Signalpeptidchimiren gezeigt. Die Interaktion mit dem Chaperon Cpn60 im
Stroma der Chloroplasten ist ein weiteres Indiz fiir die Translokation des Rieske-Proteins
im gefalteten Zustand. Somit konnte fiir ein Transportsubstrat der plastiddren ApH/Tat-

Translokase eine Faltungs- und Cofaktor-abhéngige Translokation gezeigt werden.

4.5 Die Kandidaten der plastidaren Fe/S-Assemblierungsmaschinerie

Da der Einbau des [2Fe-2S]-Zentrums anscheinend Voraussetzung fiir den
Thylakoidtransport des Rieske-Proteins ist, wurde dieser Prozel3 genauer analysiert. Ziel
war es, durch die Identifizierung beteiligter Komponenten mdgliche neue
Interaktionspartner des Rieske-Proteins zu finden und so den Transportvorgang besser
aufzulosen. Zu Beginn dieser Arbeit standen zum Thema der plastiddren Fe/S-Cluster-
Biosynthese kaum Informationen zur Verfiigung. Man ging zwar davon aus, dall neben
Mitochondrien auch die Plastiden in der Lage sind, Fe/S-Cluster zu synthetisieren, die
daran beteiligten Komponenten waren allerdings noch unbekannt. So konnte fiir isolierte
(intakte sowie lysierte) Plastiden die Fahigkeit zur Bildung eines Ferredoxin-gebundenen
[2Fe-2S]-Clusters gezeigt werden (Takahashi et al., 1986; Suzuki et al., 1991; Takahashi et
al., 1990 a). Diese Fahigkeit beschriankte sich auf die Stromafraktion und zeigte eine starke

Abhingigkeit von den Photosyntheseprodukten ATP und NADPH (Takahashi et al., 1990
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b). Welche proteinogenen Faktoren an der Cofaktor-Assemblierung beteiligt waren, konnte

dagegen nicht gezeigt werden.

Die IscS/NFS-Komponente

In Synechocystis PCC6803 wurden bislang drei IscS-Proteine charakterisiert (s/r0387;
Jaschkowitz & Seidler, 2000; s//0704 und slr0077; Kato et al., 2000). Auf dieser Basis
konnte durch Homologievergleiche iiber das Programm BLAST eine IscS-dhnliche
Sequenz im Arabidopsis-Genom identifiziert werden, deren Produkt (AtNFS) laut
Vorhersage (TargetP) eine Plastidenimportsequenz besitzt. Der Sequenzvergleich zwischen
den drei Symechocystis-Proteinen und AtNFS zeigte, dal das Arabidopsis-Protein eine
deutlich stiarkere Homologie zu IscS3 (62 % Identitdt) als zu IscS1 bzw. IscS2 aufweist (24
% Identitat; Tab. 3-1). Neben der deutlichen Sequenzdhnlichkeit des mutmaBlichen
plastiddren NFS-Proteins zu dem cyanobakteriellen IscS3 konnten auch fiir NifS/IscS-
Proteine charakteristische Sequenzmotive im AtNFS-Protein identifiziert werden. So
erfolgt in bislang charakterisierten NifS/IscS/NFS-Proteinen die Bindung des
Pyridoxalphosphat-Cofaktors iiber einen konservierten Lysinrest, wihrend das Substrat an
das aktive Zentrum, einen Cysteinrest, bindet. Beide Reste (Lys275 und Cys418) sind im
AtNFS-Protein vorhanden (Abb. 3-24 A). AuBerdem sind an der Bindung des Cofaktors
bzw. an der Stabilisierung des Cysteins weitere Aminoséuren beteiligt (Kaiser et al., 2000),
die ebenfalls im AtNFS-Protein vorliegen (Asp249, Thr144, GIn252, His274, Thr272 und
Thr326 bzw. Asnl102, Asn224 und Arg433). So konnte man davon ausgehen, dal} es sich
bei dem als AtNFS identifizierten Protein tatsdchlich um eine plastidire NFS-Komponente
handelt. Diese Vermutung wurde durch die Arbeiten von Léon et al. (2002) und Pilon-
Smits et al. (2002) bestdtigt. Auch sie identifizierten iiber Sequenzvergleiche ein zu IscS3
homologes Protein (68 %) in Arabidopsis thaliana. Das entsprechende Gen (Atl1g08490)
wurde auch in der vorliegenden Arbeit als Codierungsort fiir AtNFS beschrieben (Tab. 3-
3). Die subzelluldre Lokalisierung des 51 kDa-Genproduktes wurde mittels GFP-Fusion
und transienter Expression in Arabidopsis-Protoplasten gezeigt und beschrankte sich auf
die Plastiden (Léon et al., 2002). Auch die hier verwendete Methode des in organello-
Transportversuches ergab eine Plastidenlokalisierung des Atl1g08490-Genproduktes (Abb.
3-26). Die gleiche Methode fiihrte bei Pilon-Smits et al. (2002) ebenfalls zu diesem
Ergebnis. Weiterhin konnten beide Arbeitsgruppen eine Desulfuraseaktivitit filir das

plastiddre NFS-Protein aus A. thaliana zeigen (Léon et al., 2002; Pilon-Smits et al., 2002).
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Somit wurde bestétigt, da3 das im Rahmen dieser Arbeit als AtNFS identifizierte Protein
tatsdchlich eine NFS-Komponente darstellt (Abb. 4-1).
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Abb. 4-1 Modell zur Fe/S-Cluster-Synthese (nach Literaturangaben). Dargestellt sind wesentliche Komponenten
der Fe/S-Cluster-Synthese und die entsprechenden Proteine in Pro-/Eukaryonten (Hefe). Die plastidéren
Proteine aus A. thaliana sind in griin angegeben, die Ziffer in Klammern gibt die jeweilige Anzahl an
Homologen an.

Die NFU-Komponente

Obwohl IscU, das Homologe zur N-terminalen NifU-Doméne, eines der konserviertesten
Proteine der Natur ist (Hwang et al., 1996), konnte weder fiir Synechocystis noch fiir
Plastiden die Existenz einer solchen IscU/ISU-Komponente nachgewiesen werden
(Miihlenhoff & Lill, 2000; Seidler et al., 2001; diese Arbeit). Dafiir ist fiir Synechocystis
ein Protein mit Homologien zur C-terminalen Doméne des NifU-Proteins bekannt (CnfU,
ss12667; Nishio & Nakai, 2000; Abb. 3-24 B). Auf Basis dieser Proteinsequenz konnten im
Rahmen dieser Arbeit fiir A. thaliana drei Proteine mit Homologien von 50-70 % zu CnfU
1dentifiziert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Plastidenlokalisation besitzen
(Tab. 3-1 B, 3-2 und 3-3).

Ein typisches Merkmal plastiddrer sowie cyanobakterieller NFU-Proteine ist das

Vorhandensein von zwei NFU-Doménen in Folge. Allerdings enthélt nur die erste Doméne
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die beiden konservierten Cysteinreste in Form eines Cys-x-x-Cys-Motivs (Abb. 3-24), das
vermutlich eine transiente Fe/S-Cluster-Bindung ermdoglicht (Léon et al., 2003, Touraine et
al., 2004; Tong et al., 2003). Deshalb werden NFU-Proteine auch als Alternative zur
Gertlist-Komponente IscU/ISU angesehen (Abb. 4-1), die aufgrund ihres Fehlens weder in
Synechocystis noch in Plastiden eine Rolle spielen kann. Dies deutet darauf hin, dal3 der
Mechanismus der Fe/S-Cluster-Biosynthese in Plastiden bzw. Cyanobakterien

Unterschiede zu dem bekannten Weg der Bakterien bzw. Mitochondrien aufweisen konnte.

Fiir alle drei identifizierten NFU-Proteine (AtNFU1-3) konnte die vorhergesagte
Plastidenlokalisierung durch Importversuche mit isolierten Chloroplasten bestdtigt werden
(Abb. 3-26, 3-27). Dabei zeigte der Einsatz von Erbsenplastiden eine ausschlieBliche
Stromalokalisierung der aufgenommenen NFU-Proteine (Abb. 3-27). Der Import in
Spinatchloroplasten lieB neben der deutlichen Stromaakkumulation auch eine leichte
Bindung der NFU-Proteine an die Thylakoidmembran erkennen. Dieser
membrangebundene Anteil war sogar zum Teil proteaseresistent (Abb. 3-26). Yabe et al.
(2004) zeigten allerdings fiir AtNFU1 und AtNFU3 durch Western-Analyse eine rein
stromale Lokalisierung fiir diese beiden Proteine.

Die Charakterisierung der plastidiren NFU-Proteine aus 4. thaliana wurde von Léon et al.
(2003) durchgefiihrt. In dieser Publikation konnten die selben drei Proteine als plastidire
NFU-Kandidaten identifiziert werden, wie es im Rahmen dieser Arbeit erfolgt ist. Neben
der Plastidenlokalisation, konnte die Funktionalitit von AtNFU1 und AtNFU3 durch die
Komplementation einer AisulAnful-Hefemutante gezeigt werden (Léon et al., 2003). Die
Uberexpression von AtNFU3 ergab, daB dieses Protein in der Lage ist, einen labilen Fe/S-
Cluster zu binden (Léon et al., 2003).

Die Analyse einer A4tNFU3-Mutante, die einen dwarf-Phanotyp ausbildet, ergab eine
starke Reduktion der PSI-Untereinheiten PsaA, B, C, D (PsaD 2x[4Fe-4S], PsaA+B [4Fe-
4S]) sowie des stromalokalisierten [2Fe-2S]-Ferredoxins. Auch die Aktivitit zur
Assemblierung des Ferredoxin-Cofaktors war auf ca. 1/3 der Wildtypaktivitit gesunken
(Yabe et al., 2004). Jedoch konnte keine Reduktion das Rieske-Proteins beobachtet werden
(Yabe et al., 2004). Touraine et al. (2004) detektierten in der A4¢tNFU3-Mutante sogar die
doppelte Konzentration des Rieske-Proteins im Vergleich zum Wildtyp. Somit scheinen die
drei plastiddren NFU-Proteine eine unterschiedliche Substrat- bzw. Cluster-Spezifitit zu
besitzen. Dabei gibt es offensichtlich keine Verbindung zwischen AtNFU3 und dem
Rieske-Protein. Allerdings besteht die Moglichkeit, daB AtNFU1 bzw. AtNFU2 an der
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Assemblierung des Rieske [2Fe-2S]-Clusters beteiligt ist. Es ist natiirlich auch nicht
auszuschlieBen, dafl eine NFU-unabhédngige Assemblierung des Rieske [2Fe-2S]-Clusters
erfolgt, denn mit der IscA/ISA-Komponente gibt es ein drittes potentielles Geriistprotein
(Abb. 4-1; Krebs et al., 2001; Seidler et al., 2001; Wu et al., 2002; Wollenberg et al., 2003;
Ollagnier-de-Choudens et al., 2004).

Die IscA/ISA-Komponente

Als Grundlage zur Identifizierung plastiddrer IscA/ISA-Kandidaten in A.thaliana dienten
die beiden bekannten IscA-Protein aus Synechocystis (IscAl, slri417 und IscA2, slri565).
So konnte durch das Programm BLAST ein Arabidopsis-Protein mit deutlicher Homologie
zu IscA1 (60 % AS-Identitdt) identifiziert werden (AtISA; Tab. 3-1 C und Tab. 3-2). Dieser
ISA-Kandidat enthélt die drei konservierten Cysteinreste, die im Isal- und Isall-Motiv
integriert sind (Abb. 3-24 C; Kaut et al., 2000). Diese drei Cysteine sind wahrscheinlich an
der transienten Bindung eines [2Fe-2S]-Clusters beteiligt (Wollenberg et al., 2003; Bilder
et al., 2004; Cupp-Vickery et al., 2004). Ein zusétzlicher Cysteinrest im N-terminalen Teil
des Proteins ist eine Gemeinsamkeit mit den beiden Proteinen aus Symechocystis. Die
Funktion dieses Cysteinrestes ist noch unklar, fiir die transiente Bindung eines [2Fe-2S]-
Zentrums scheint er unbedeutend zu sein (Wollenberg et al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das bereits gut analysierte IscA1-Protein aus Synechocystis
genutzt. Dabei sollte untersucht werden, ob das Rieske-Protein ein Akzeptor eines IscAl-
gebundenen [2Fe-2S]-Zentrums darstellt. Allerdings konnten durch die hier verwendeten
Methoden weder eine direkte Interaktion noch eine funktionelle Verbindung zwischen dem
Rieske-Protein und IscA1 beobachtet werden (Abb. 3-34 und 3-35). Auch die Optimierung
des Faltungszustandes durch Import des Rieske-Proteins in isolierte Chloroplasten und
anschlieBende Inkubation des isolierten Stromas mit rekonstituierten IscAl (IscA) lie
keine Ubertragung des [2Fe-2S]-Zentrums erkennen (Abb. 3-35).

Somit war es nicht moglich, eine funktionelle Verbindung zwischen dem IscAl aus
Synechocystis und dem plastiddren Rieske-Protein aus Spinat aufzuzeigen. Dies mag
vermutlich nicht am verwendeten heterologen System liegen, da neben der Art-internen
Fe/S-Ubertragung (auf das Ferredoxin aus Synechocystis), auch der Transfer des IscAl-
gebundenen [2Fe-2S]-Clusters auf das Ferredoxin von Bacillus subtilis bzw. Catharanthus
roseus gezeigt werden konnte (Wollenberg et al., 2003). Durch diesen artiibergreifenden

Transfer, geht man davon aus, daB eine spezifische IscA-Bindestelle im Substrat
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(Akzeptor) nicht vorhanden ist (Wollenberg et al., 2003). Auch Ollagnier-de-Choudens et
al. (2004) diskutieren eine fehlende Akzeptorspezifitidt fiir die bakterielle IscA/SufA-
Komponente.

Moglich ist natiirlich auch, dafl die gewidhlten Methoden zur Auflésung einer Interaktion
des Rieske-Proteins mit der Fe/S-Assemblierungsmaschinerie nicht optimal waren, so daf3
eine vorhandene Interaktion aufgrund ihrer Kurzlebigkeit oder Labilitdt nicht erfa3t werden
konnte (Abb. 3-31 und 3-32). So war es Wollenberg et al. (2003) nicht mdglich, eine
direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen IscA1l und Ferredoxin nachzuweisen, obwohl
es offensichtlich zu einer funktionellen Verbindung zwischen beiden Proteinen kam.
Andererseits konnten Ollagnier-de-Choudens et al. (2004) zeigen, dal im bakteriellen
System eine stabile Protein-Protein-Interaktion zwischen der IscA-Komponente SufA und
dem Cluster-Akzeptor Biotinsynthase besteht. Aus der resultierenden Kinetik der Cluster-
Ubertragung entwickelten sie folgendes Modell: es kommt schnell zur Ausbildung eines
Donor-Akzeptor-Komplexes, die Ubertragung des Clusters dagegen erfolgt relativ
langsam; anschlieBend dissoziiert der Komplex in Apo-Donor und Holo-Akzeptor.
Interessanterweise lie sich die Stabilitit des Donor-Akzeptor-Komplexes durch den
Einsatz einer Fe/S-Ligandenmutante (C53A) um ein Vielfaches erhdhen. Da in diesem Fall
allerdings nur eine geringfiigige Ubertragung des SufA-gebundenen [2Fe-2S]-Clusters auf
den Akzeptor erfolgte, geht man von einem Cystein-initiierten Transferprozel aus
(Ollagnier-de-Choudens et al., 2004). Somit bleibt die Moglichkeit, die vorhandenen Rieske
Fe/S-Ligandenmutanten auf ihre Interaktionsfdhigkeit mit dem rekonstituierten IscAl-
Protein aus Synechocystis zu testen.

Ein deutlicher Unterschied zwischen dem Fe/S-Zentrum der Ferredoxine und dem der
Rieske-Proteine, liegt in der Bindungsart des Cofaktors. Wahrend die Ferredoxin-Cluster
durch vier Cysteinreste koordiniert werden, erfolgt die Bindung der Rieske-Cluster iiber je
zwei Cystein- und Histidinreste. Dies mag der entscheidende Punkt sein, der die Art und
Weise der Cluster-Assemblierung bestimmt. Da an einem solchen ProzeB vielleicht
Komponenten beteiligt sind, die hier noch gar nicht in Betracht gezogen wurden, mag die
Einordnung des Rieske-Proteins in das Fe/S-Cluster-Biosynthesenetzwerk bislang

erschweren.

Als eine weitere Funktion der IscS/ISA-Komponente wird die Bindung und Bereitstellung
von Eisen-lonen diskutiert (Morimoto et al., 2002; Ding & Clark, 2004; Ding et al., 2004;
Abb. 4-1). So zeigte das in E. coli exprimierte IscAl-Protein neben der Fahigkeit einen
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[2Fe-2S]-Cluster zu binden, auch eine starke Affinitdt zu Eisen-lonen (Morimoto et al.,
2002). Auch die beiden ISA-Proteine aus S. cerevisiae spielen nicht nur bei der Fe/S-
Cluster-Synthese, sondern auch bei der Eisenhomdostase der Mitochondrien eine
entscheidende Rolle (Schilke et al., 1999; Jensen & Culatto, 2000; Pelzer et al., 2000). Da
bislang fiir pflanzliche ISA-Proteine jegliche Beschreibung fehlt, bleibt vorerst unbekannt,

welche konkrete Funktion sie im Chloroplasten erfiillen.

Die ISC-Kandidaten bilden Komplexe im Stroma

Die in vitro synthetisierten und in isolierte Chloroplasten transportierten ISC-Kandidaten
liegen im Stroma zum Teil in Form hochmolekularer Proteinkomplexe vor (Abb. 3-28 bis
3-30).

Dabei liel sich AtNFU1, das ein apparentes Molekulargewicht von 20 kDa zeigte, als ca.
40 kDa-Komplex im nativen Gel nachweisen (Abb. 3-28), so daB es sich hierbei vermutlich
um Homodimere handelt. Dagegen scheint AtNFU3 auch unter nativen Bedingungen als
Monomer vorzuliegen, da es als Bande von nur ca. 20 kDa, dem apparenten
Molekulargewicht des reifen Proteins, nachzuweisen war (Abb. 3-28). Dies 148t sich mit
den Ergebnissen von Yabe et al. (2004) vereinbaren, die eine Dimerisierung von in E. coli
exprimiertem AtNFU3, nur in Abhéngigkeit eines transient gebundenen [2Fe-2S]-Zentrums
beobachteten. Kam es zur Ubertragung des Cofaktors auf ein Apo-Protein, zerfielen die
Dimere in ihre Untereinheiten. (Yabe et al., 2004). Vermutlich lag im Fall des AtNFU3 die
Bindung eines Fe/S-Zentrums nicht vor, so dal eine Dimerisierung nicht moglich war. Da
es im Fall von AtNFU1 offenbar zur Bildung von stabilen Dimeren kam, ist es moglich,

daB hier ein anderer Dimerisierungsmechanismus zu Grunde liegt.

Der tiberwiegende Teil des importierten AtNFS-Proteins lag unter nativen Bedingungen in
einem ca. 70 kDa-Komplex vor, der vermutlich die dimere Form des Proteins darstellt
(Abb. 3-28 und 3-29 A). Neben dieser 70 kDa-Bande, konnte ein geringer Anteil des
AtNFS-Proteins in Abhidngigkeit vom verwendeten Gelsystem als 670 bzw. 440 kDa-
Komplex detektiert werden, der bereits als Cpn60-Komplex identifiziert worden war (Abb.
3-28 und 3-29 A).

Pilon-Smits et al. (2002) zeigten die Dimerisierung von AtNFS, indem sie einen ca. 80
kDa-Komplex durch Gelfiltration aus A.thaliana reinigten. Auch flir andere

NifS/IscS/NFS-Proteine wurde der funktionelle Zustand in Form eines Homodimers
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beschrieben (Zheng et al., 1993; Jaschkowitz & Seidler, 2000; Miihlenhoft et al., 2004).
Somit ist sehr wahrscheinlich, daB3 auch das in isolierte Chloroplasten importierte AtNFS-
Protein Homodimere ausbildet, die bei nativer Elektrophorese einem ca. 70 kDa-Komplex

entsprechen.

In isolierte Chloroplasten transportiertes AtISA-Protein bildete eine Vielzahl von
hochmolekularen Komplexen aus, wobei der iiberwiegende Teil des importierten Proteins
im nativen Tris-Glycin-Gel im Bereich zwischen 56 und 110 kDa detektiert wurde (Abb. 3-
28 und 3-32). Eine genauere Auflosung ergab fiir diesen Bereich drei distinkte Banden von
56, 75 bzw. 106 kDa (Abb. 3-32). Da das reife AtISA-Protein ein Molekulargewicht von
14 kDa besitzt; konnte es sich bei dem 56 kDa-Komplex um Tetramere und bei dem 106
kDa-Komplex um Oktamere handeln. Auch fiir andere IscA/ISA-Proteine aus Pro- und
Eukaryonten wurden bereits dimere, tetramere und multimere Aggregationen beschrieben
(Ollagnier-de-Choudens et al., 2001; Wu et al., 2002; Ollagnier-de-Choudens et al., 2003,
Wollenberg et al., 2003). Die Aufkldrung der Kristallstruktur des IscA-Proteins aus E. coli
zeigte, dal Tetramer-Module eine leiterartige IscA-Superhelix aufbauen (Bilder et al.,
2004).

Der 75 kDa AtISA-haltige Komplex, der im nativen Gel beobachtet wurde, konnte
entweder aus sechs AtISA-Untereinheiten bestehen, was allerdings einem
Molekulargewicht von 84 kDa entsprechen wiirde, oder auf der Interaktion von AtISA mit
anderen Proteinen beruhen. So wurde fiir das IscA2-Protein in Symechocystis ein
interagierendes Protein von 30 kDa identifiziert (s/r1098), da3 eine Stabilisierung des [2Fe-
2S]-Zentrums bewirkt (Morimoto et al., 2002; Morimoto et al., 2003). Durch biochemische
und genetische Ansédtze wurde fiir £. coli das Chaperon HscA als IscA-Interaktionspartner
nachgewiesen (Tokumoto et al., 2002). Diese Beispiele zeigen, dall auch fiir AtISA die
Moglichkeit besteht, mit anderen Proteinen zu interagieren. So konnte der ca. 450 kDa-
Komplex, der ebenfalls durch importiertes AtISA markiert wurde (Abb. 3-28), auf die
Interaktion mit anderen Proteinkomplexen zuriickzufiihren sein. Eine mogliche Erklarung
hierfiir wire die Interaktion von AtISA mit den eisenspeichernden Ferritinkomplexen. Da
fiir IscA/ISA-Proteine die Fahigkeit zur Eisenbindung gezeigt wurde (Morimoto et al.,
2002; Ding & Clark 2004; Ding et al, 2004), mag eine solche Interaktion der
entscheidende Schritt zur Bereitstellung der Eisenionen fiir die Fe/S-Cluster-Biosynthese

Zu sein.
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4.6 Die Expression von Rieske-KRya und Rieske-KKya in A. thaliana

Das Rieske-KK-Protein

Die ausgedehnte Suche nach Rieske-Interaktionspartnern erfolgte mit Hilfe des Rieske-
KKpya-Proteins, das in Arabidopsis thaliana exprimiert wurde. Durch die Punktmutation im
Transportsignal, die die authentische KR-Sequenz in ein Zwillingslysin (KK) {iberfiihrte,
kommt es fiir dieses Substrat zur Blockierung des ApH/Tat-abhéngigen Thylakoid-
transports (Abb. 3-36 und 3-37) und damit auch in vivo zur Anreicherung des Proteins im
Stroma. Die strikte Abhédngigkeit des Thylakoidtransports vom Zwillingsarginin-Motiv (im
Fall des Rieske-Proteins in Form der KR-Sequenz) wurde sowohl fiir diverse plastidire als
auch bakterielle ApH/Tat-Substrate gezeigt (Chaddock et al., 1995; Gross et al., 1999;
Halbig et al., 1999; Stanley et al., 2000; Buchanan et al., 2001; DeLisa et al., 2002; Briiser
et al., 2003, Faury et al., 2004). Die Blockierung des Thylakoidtransports fiir das KK-
Derivat unterstiitzt die Einordnung des Rieske-Proteins als ApH/Tat-Substrat (Molik et al.,
2001). Im Gegensatz zu dem hier beobachteten Verhalten, zeigten die Arbeiten von Finazzi
et al. (2003), die mit Chlamydomonas reinhardtii durchgefiihrt wurden, einen deutlichen
Thylakoidtransport fiir das vergleichbare Rieske-KK-Protein (etwa 30 % der KR-Wildtyp-
Transportrate).

Dall die Punktmutation im Rieske-Protein vermutlich nicht die Interaktion mit
Stromakomponenten verdndert, konnte aus den identischen Bandenmustern fiir die KR-
und KK-Proteine im nativen Gel gefolgert werden (Abb. 3-36 B). Deshalb sollte das
stromaakkumulierende = KK-Derivat des Rieske-Proteins fiir die Suche nach
Interaktionspartnern, die aufgrund der Banden im nativen Gel vermutet wurden, gut

geeignet sein.

Der Einflul® des HA-Peptids

Die in A4. thaliana synthetisierten Rieske-Proteine waren mit einem HA-fag ausgestattet.
Der Vergleich der HA-markierten bzw. unmarkierten Form des Rieske-KR-Proteins unter
in vitro-Bedingungen zeigte einen deutlichen EinfluB des C-terminal angefiigten HA-
Peptids auf das Transport- und Assemblierungsverhalten des Proteins (Abb. 3-37 und 3-
38). So war die Thylakoidtransportrate und folglich auch die Assemblierung in den
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Cytochrom bg/f-Komplex des Rieske-KRya-Proteins im Vergleich zum authentischen
Rieske-KR-Protein stark herabgesetzt (Abb. 3-37). Auch die Interaktion der frisch
importierten Proteine mit stromalen Komponenten wurde bei beiden Versionen (KR und
RR) durch das HA-Peptid beeinflulit (Abb. 3-38). Somit scheint zumindest unter in vitro-
Bedingungen das HA-Peptid das Transport- und Assemblierungsverhalten des Rieske-
Proteins negativ zu beeinflussen. Wie stark der HA-EinfluB3 in vivo ist, kann nur schwer
abgeschitzt werden. Zumindest konnte trotz HA-Peptid eine deuliche Integration des
Rieske-KRya-Proteins in den Cytochrom be/f-Komplex von A. thaliana detektiert werden

(Abb. 3-46 und 3-47).

Rieske-KKya assoziiert mit der Thylakoidmembran

Das in A. thaliana synthetisierte Rieske-KKya-Protein zeigte unerwarteterweise eine mehr
oder weniger starke Assoziation mit der Thylakoidmembran (Abb. 3-39, 3-42 bis 3-44), die
unter in vitro-Bedingungen kaum beobachtet wurde (Abb. 3-36 bis 3-38). Eine genauere
Analyse dieser membranstindigen Proteinmenge mit Hilfe von Proteasen sowie alkalischen
und salzhaltigen Losungen zeigte, daB3 sich die luminale Doméne proteasesensitiv auf der
stromalen Seite der Thylakoidmembran befand und nicht iiber die Membran transportiert
wurde. Somit 146t sich fiir das in A. thaliana synthetisierte Rieske-KKya-Protein eine
umgekehrte Topologie im Vergleich zum authentischen Protein vermuten, d.h. der N-
terminale Membrananker integriert vermutlich aufgrund seiner starken Hydrophobizitdt
spontan in die Thylakoidmembran und da es nicht zur Translokation der luminalen
Domaéne kommt, bleibt diese auf der stromalen Seite der Membran.

Dall es nicht zur Interaktion des Rieske-KKys-Proteins mit Proteinkomplexen der
Thylakoidmembran kommt, 148t sich aus den Ergebnissen der Blue native-PAGE bzw. der
Western-Analysen schlieen (Abb. 3-44 bis 3-47). So konnte zwar fiir das Rieske-KRya-
Protein die Assemblierung in den Cytochrom be/f-Komplex von A. thaliana gezeigt
werden, fiir das Rieske-KKpa-Protein war dies jedoch nicht moglich (Abb. 3-44). Dagegen
zeigten Finazzi et al. (2003), daB3 unter in vivo-Bedingungen auch eine Assemblierung des
Rieske-KK-Proteins in den Cytochrom bg¢/f-Komplex von Chlamydomonas reinhardtii
moglich ist (ca. 30 % der Rieske-KR-Assemblierungsrate; bestimmt durch Cytochrom f-
Reduktion). Das Rieske-KK-Protein wurde durch Antikdrper in denaturierten
Thylakoidfraktionen nachgewiesen, jedoch nicht durch eine Co-Migration mit dem

Cytochrom bg/f-Komplex unter nativen Bedingungen (Finazzi et al., 2003). Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit war es ebenfalls moglich, das Rieske-KKya-Protein in vivo (4.
thaliana) in der Thylakoidmembran nachzuweisen, jedoch konnte weder eine Integration in

den Cytochrom bg/f-Komplex noch eine Translokation {iber die Membran belegt werden.

Die Reinigung des Rieske-KKya-Proteins zusammen mit der Rubisco-

Aktivase

Dal3 es auch in vivo zu Interaktionen des Rieske-KKya-Proteins mit Stromakomponenten
kommt, wurde durch die native gelelektrophoretische Auftrennung der l6slichen Fraktion
und die daraus resultierenden HA-spezifischen Western-Signale deutlich (Abb. 3-49). Das
Muster der in vivo-Komplexe wich allerdings vom zuvor erhaltenen in vitro-Muster ab
(Abb. 3-38 A und 3-49). Jedoch bestand die Moglichkeit, die fiir die in vivo-Komplexe
verantwortlichen Interaktionspartner zu identifizieren.

Die Affinitdtsreinigung des im Stroma akkumulierten Rieske-KKpa-Proteins aus dem
16slichen Extrakt von A. thaliana-Expressionspflanzen {iber eine HA-Affinitétssédule konnte
erfolgreich durchgefiihrt werden (Abb. 3-51 und 3-52). Dabei zeigte sich, dall die Elution
des Antikdrper-gebundenen Proteins durch die Zugabe einer kompetierenden Menge des
HA-Peptids fast nicht mdglich war, dagegen die Elution mit 0,2 M Glycin pH 2,0 zum
Erfolg fiihrte. Neben dem reifen Rieske-KKya-Protein wurden im Western blot auch die ca.
16 kDa-Degradationsprodukte detektiert, die auf einen gewissen in vivo-Abbauprozel3 des
Proteins hindeuten. Die Behandlung der 18slichen Fraktion mit Trypsin machte allerdings
deutlich, daB sich das im Stroma befindliche Rieske-KKys-Protein in einem kompakt
gefalteten Zustand befindet. So konnte auch bei hohen Proteasekonzentration (40 pg/ml)
eine stabile Doméne von 19 bzw. 15 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3-50 A). Da
offenbar nur die zwei N-terminalen Trypsin-Prozessierungsstellen genutzt wurden, kann
man davon ausgehen, daBl die Schnittstellen innerhalb der luminalen Domine fiir die
exogene Protease nur schwer zuginglich waren. Dies spricht fiir eine kompakte und somit

gefaltete Struktur der C-terminalen Region.

Gleichzeitig mit dem Rieske-KKya-Protein konnten zwei weitere Proteine von ca. 45 kDa
iiber die HA-Affinitdtssdule gereinigt werden, die im Vergleich zum Wildtypextrakt nicht
auftraten (Abb. 3-52 B). Die massenspektroskopische Analyse der kleineren, intensiveren
Bande ergab, das es sich hierbei um die Rubisco-Aktivase (RuA) handelt. Fiir die Rubisco-

Aktivase-mRNA sind zwei Spleiliformen bekannt, die in Arabidopsis thaliana zu zwei
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Proteinen von 44 und 47 kDa fiihren (Werneke et al., 1989). Somit konnte es sich bei dem
zweiten zusétzlich eluierten Protein, dafl aufgrund der geringen Intensitdt der Bande nicht
identifiziert werden konnte, um die 47 kDa-Form der Rubisco-Aktivase handeln.
Allerdings stellt sich die Frage nach dem Bindungspartner dieser co-eluierten Proteine, da
neben der spezifischen Bindung der HA-markierten Proteine an die S&dulenmatrix,
anscheinend auch eine unspezifische Bindung der Rubisco erfolgte (durch Western blot im
Eluat nachgewiesen; Daten nicht gezeigt). Somit ist nicht ausgeschlossen, daf} die
Reinigung der Rubisco-Aktivase auf eine Bindung an den Rubisco-Komplex
zuriickzufiihren ist. Allerdings konnte im analog erstellten Wildtypextrakt die als Rubisco-
Aktivase identifizierte Doppelbande nicht detektiert werden (Abb. 3-52 B). Somit besteht
die Moglichkeit, dal die Rubisco-Aktivase durch die Bindung an das Rieske-KKjs-Protein
iiber die HA-Affinititssdule gereinigt wurde, obwohl die Rubisco als Kontamination im
Eluat vorhanden war. Die Rubisco-Aktivase gilt zwar als typischer Rubisco-
Interaktionspartner, ihre Funktion scheint aber mehr der eines Chaperons zu entsprechen
(Sanchez de Jimenez et al., 1995). Aus diesem Grund wird sie auch zur AAA-Familie
(ATPases associated with a variety of cellular activities) Chaperon-artiger Proteine gezéhlt
(Neuwald et al., 1999). Somit konnte die bislang auf die Rubisco beschrinkte
Substratspezifitit der Rubisco-Aktivase mdglicherweise auf andere Proteine, wie z.B. das
Rieske-Protein, erweitert werden.

Da allerdings die Co-Immunprézipitation des Rieske-Proteins mit Hilfe von RuA-
spezifischen Antikorpern zu keinem positiven Ergebnis flihrte, bleibt die Frage nach der

Rieske-RuA-Interaktion vorerst offen.

4.7 Das zusammenfassende Modell

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten lassen sich zu dem in Abb. 4-2 dargestellten
Modell zum Ablauf des Rieske-Transport- und Assemblierungsprozesses zusammenfassen.
Zunachst erfolgt der Transitpeptid-abhdngige Organellimport iiber die generellen
Translokasekomplexe der Chloroplastenhiille (Toc/Tic; Abb. 4-2, Schritt 1). Unmittelbar
nach Eintritt in den Chloroplasten kommt es zur Bindung an den Cpn60-Komplex und
damit zur Faltung der luminalen Rieske-Domidne. Wéhrend dieser Bindung wird das
stromadirigierende Transitpeptid proteolytisch durch die Stromaprozessierungspeptidase
(SPP) entfernt (Schritt 2). Ob die Rubisco-Aktivase (RuA) eine Rolle beim

Transportprozess des Rieske-Proteins spielt, ist noch nicht endgiiltig geklirt. Die Prozesse
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zum Einbau des Fe/S-Zentrums sind ebenfalls noch weitgehend spekulativ. Der Nachweis
von stromalokalisierten Komponenten der Fe/S-Assemblierungsmaschinerie lassen die
Beteiligung der plastiddren NFS-, NFU- und/oder ISA-Proteine mdglich erscheinen (Schritt
3). Aber es ist auch nicht ausgeschlossen, dall eine vollig eigenstindige, noch nicht
bekannte Fe/S-Assemblierungsmaschinerie die Rolle im Chloroplasten iibernimmt. Neben
Interaktionen zur Fe/S-Assemblierungsmaschinerie ist auch die Bindung von ApH/Tat-
Transportsignal-spezifischen Proteinen denkbar (Schritt 3), wie es bereits filir einzelne
bakterielle Tat-Substrate gezeigt wurde (Oresnik et al., 2001; Jack et al., 2004). Die
ApH/Tat-Translokase vermittelt dann den Transfer des gefalteten, Cofaktor-tragenden
Rieske-Proteins tliber die Thylakoidmembran (Schritt 4). AnschlieBend ist eine laterale
Verschiebung des Proteins erforderlich (Schritt 5). Als letzter Schritt erfolgt die
Assemblierung des Rieske-Proteins in den Cytochrom bg¢/f-Komplex, der daraufhin

dimerisieren kann (Schritt 6).

ApH/Tat-Translokase

Lumen
Thylakoidmembran

Stroma

-

Chloroplastenhiille

Abb. 4-2  Modell zum Transport und zur Assemblierung des plastidiren Rieske Fe/S-Proteins.
Einzelheiten im Text.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit den Transportprozessen des plastidiren Rieske
Fe/S-Proteins, vom Eintritt in den Chloroplasten bis zum endgiiltigen Wirkort im
Cytochrom be/f-Komplex der Thylakoidmembran.

Ausgangspunkt fiir diese Untersuchungen war das Transportverhalten des Rieske-Proteins
nach dem Import in isolierte Chloroplasten, das durch einen verzdgerten Thylakoid-
transport verbunden mit einer Akkumulation im Stroma gekennzeichnet ist. Dagegen lief3
sich unter in vivo-Bedingungen diese auffillige Transportverzogerung nicht beobachten,
wie durch die Immundetektion des Rieske-Proteins in unterschiedlichen Pflanzenspezies
gezeigt werden konnte.

Das Rieske-Protein wird auf dem ApH/Tat-Weg {iber die Thylakoidmembran transloziert,
besitzt allerdings ein daflir untypisches Transportsignal, in dem das charakteristische
Zwillingsarginin (RR) durch ein Lysin-Arginin (KR) reprisentiert wird. Dariiber hinaus iibt
das Thylakoidtransportsignal die Funktion eines Membranankers aus. Durch die
Verwendung von chimdren bzw. mutierten Proteinen war zu erkennen, daB3 der
Membrananker als fragmentarisches ApH/Tat-Signal nicht ausschlaggebend fiir die
Retardierung des Rieske-Proteins im Stroma ist. Einen stirkeren EinfluB auf die
Transportverzogerung schien dagegen der hydrophile Teil des Rieske-Proteins, die
luminale Doméne, zu haben. So war die Translokation der luminalen Rieske-Doméne nur
in Abhéngigkeit von einem ApH/Tat-spezifischen Signalpeptid moglich, Sec-Signale
dagegen waren nicht in der Lage, die luminale Doméne zu translozieren. Diese Restriktion
des Thylakoidtransports fiir das plastiddre Rieske-Protein ist vermutlich auf den gefalteten
Zustand der luminalen Domine zuriickzufiihren. Diese Hypothese wird durch die
beobachtete Interaktion des Rieske-Proteins mit dem Chaperonkomplex Cpn60 unterstiitzt.
Ob dariiber hinaus eine Verbindung zwischen dem Rieske-Protein und der Rubisco-
Aktivase, die ebenfalls eine Chaperonfunktion ausiibt, besteht, ist noch nicht endgiiltig
geklart. Zumindest wurde die Rubisco-Aktivase gleichzeitig mit dem in Arabidopsis
thaliana exprimierten und im Stroma akkumulierenden Rieske-KKya-Protein iiber eine
HA-Affinitatssdule gereinigt. Eine Verifizierung dieses Ergebnisses steht allerdings noch

aus.
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Neben der Faltung des Rieske-Proteins wurde auch der Einbau des [2Fe-2S]-Zentrums
ndher untersucht. Durch das Transportverhalten der Fe/S-Ligandenmutanten wurde
deutlich, dal die Insertion des Cofaktors Voraussetzung fiir den ApH/Tat-abhidngigen
Thylakoidtransport des Rieske-Proteins ist und somit im Stroma erfolgen muf}. Aus diesem
Grund sollten die am Cofaktor-Einbau beteiligten Proteine identifiziert und auf eine
Interaktion mit dem Rieske-Protein hin getestet werden. Die Suche nach potentiellen
Komponenten der plastiddren Fe/S-Assemblierungsmaschinerie in Arabidopsis thaliana
ergab drei NFU-Homologe und jeweils ein NFS- bzw. ISA- Homologes. Diese Proteine
sind im Stroma der Chloroplasten lokalisiert und liegen dort z.T. in Form von
Proteinkomplexen vor. Eine Beteiligung dieser potentiellen Assemblierungsproteine am
Einbau des Rieske-Cofaktors konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Damit bleibt
vorerst offen, ob im Fall des Rieske-Proteins die hier identifizierten Komponenten an der
Fe/S-Assemblierung beteiligt sind oder ob bislang noch unbekannte Proteine diese Rolle

ubernehmen.

Zusammenfassend 1af6t sich aus der Arbeit schlieBen, daB3 das plastiddre Rieske-Protein
nach Organellimport im Stroma unter der Beteiligung von Cpn60 gefaltet und vermutlich
auch mit dem [2Fe-2S]-Zentrum ausgestattet wird. Diese Prozesse verzogern zwar den
Transportvorgang, sind aber Voraussetzung fiir den anschlieBenden ApH/Tat-abhidngigen

Thylakoidtransport des Proteins.
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