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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Eine Methode zur gemeinsamen Praparation intakter Mitochondrien und Chloroplasten
wurde fur Organellen aus Erbsenkeimlingen etabliert. Durch die Isolierung der
Mitochondrien und Chloroplasten aus demselben Ansatz ist die Vergleichbarkeit des
Organelltransports von Vorlauferproteinen gewahrleistet. Die ldentitdt und Reinheit der
praparierten Organellen konnte durch mikroskopische Untersuchungen sowie durch
Western Analysen unter Verwendung spezifischer Antiseren gegen mitochondrielle bzw.
chloroplastidare Proteine gezeigt werden. Die Importkompetenz wurde zudem in vitro mit
verschiedenen Vorlauferproteinen Uberprift. Das Protokoll konnte ebenfalls flr
Mitochondrien und Chloroplasten aus Kartoffel und, mit einigen Modifizierungen, aus Spinat
angewandt werden. Da in vitro Experimente mit isolierten Organellen zwangslaufig nicht
alle Faktoren bertcksichtigen kénnen und beispielsweise den moglichen Einfluss des
Cytosols auf den Proteintransport unbeachtet lassen, war es notwendig, ein
komplementierendes in vivo System zur Analyse des Transportverhaltens kerncodierter
Organellproteine einzusetzen. Die in vivo Transportexperimente wurden mittels biolistischer
Transformationsmethode  zur transienten  Transformation von  Pflanzengewebe

durchgefinhrt.

Die Ergebnisse der Transportexperimente mit dem kerncodierten, mitochondriellen
Cytochrom ¢1 waren durchaus unerwartet. Dieses Protein war eigentlich als Kontrollprotein
fur einen ausschlieBlich mitochondriellen Proteintransport vorgesehen.

Tatsachlich wird das Protein in den in vitro Transportversuchen mit isolierten Organellen
aber nicht nur in Mitochondrien, sondern auch in Chloroplasten importiert. Dabei spielt es
keine Rolle, ob die beiden Organellen dem Protein im Versuchsansatz getrennt oder
gemischt angeboten werden. In den beiden Organellen wird Cytochrom c1 an jeweils
unterschiedlichen Positionen prozessiert, sodass die in Mitochondrien bzw. Chloroplasten
akkumulierenden Produkte eindeutig zu unterscheiden sind. Umfangreiche Versuchsreihen
konnten unter anderem zeigen, dass der Transport von Cytochrom c¢1 in die Chloroplasten
offenbar Uber die generelle Importmaschinerie fir kerncodierte Chloroplastenproteine
verlauft. Allerdings akkumuliert das Protein in den Chloroplasten in der Stromafraktion und
eine Assemblierung in Proteinkomplexe konnte nicht nachgewiesen werden. Ob
Cytochrom c1 Uberhaupt eine Funktion in Plastiden Gbernimmt oder dort nur eine Zeitlang

toleriert wird, ist bislang noch vollig unbekannt.



Zusammenfassung

Gerade wegen dieser unerwarteten Ergebnisse in den in vitro Versuchen war es notwendig,
die Transporteigenschaften von Cytochrom c1 auch in vivo zu Uberprufen. Dazu wurden
mehrere Reportergenkonstruktionen erstellt, die jeweils unterschiedliche Fusionsproteine
aus Cytochrom c¢1 und EYFP codieren. Die Fusionsproteine wurden zunachst mit in vitro
Transportexperimenten auf ihre Befahigung zum Organelltransport Gberprift. Gerade das
Ergebnis von c1(1-141)/EYFP (ein Fragment aus Prasequenz plus 64 Aminosauren des
reifen Proteins mit EYFP verknlpft) zeigt, dass das Transportsignal von Cytochrom c1 in
der Lage ist, sogar Fremdproteine in beide Organellen zu dirigieren. Diese Fahigkeit des
Transportsignals konnte schliellich auch in den komplementierenden in vivo
Untersuchungen bestatigt werden. Nach biolistischer Transformation von Erbsenblattern
findet sich das gelb fluoreszierende Protein sowohl in den Mitochondrien als auch in den
Plastiden der transgenen Zellen, d.h. das Transportsignal von Cytochrom c1 ist
offensichtlich in der Lage, mit den Proteintransportmaschinerien beider endosymbiontischer
Organellen zu interagieren und den Transport des anhangenden Passagierproteins in beide
Organellen zu vermitteln.

Um die tatsadchliche subzellulare Lokalisierung auch unabhangig von in vitro
Transportversuchen bzw. Reporterproteinen bestimmen zu kénnen, wurde ein Antiserum
gegen Cytochrom c1 gewonnen. Erste Western Analysen deuten auf eine mitochondrielle

und chloroplastidare Lokalisierung dieses Proteins in verschiedenen Pflanzen hin.
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1 EINLEITUNG

1.1 Endosymbiose bei Pflanzen

Pflanzenzellen weisen viele Gemeinsamkeiten mit Zellen anderer eukaryontischer
Organismen, wie Sdugern und Pilzen, auf. Sie enthalten einen Zellkern, der den Hauptteil
an genetischem Material enthalt, sowie eine Vielzahl membranumschlossener
Kompartimente, die Organellen. Daneben gibt es einige flr Pflanzenzellen besondere
Eigenschaften. Sie verfligen Uber zwei wichtige energieumwandelnde Organellen,
Mitochondrien und Plastiden. Mitochondrien und Chloroplasten ahneln in ihrem Aufbau
prokaryontischen Zellen. Sie besitzen eine eigene DNA, Ribosomen, die mit dem

prokaryontischen Typ vergleichbar sind, sowie Faktoren fir Transkription und Translation.

Es ist weitgehend akzeptiert, dass Mitochondrien und Plastiden Organellen
endosymbiotischen Ursprungs sind (Margulis, 1970; Gray, 1999). Die serielle
Endosymbiontentheorie (SET) besagt, dass Prokaryonten von einer Wirtszelle
aufgenommen wurden, die vermutlich bereits einen Kern besal} (Lang et al., 1999), und als
Zellorganellen integriert wurden. In Pflanzenzellen flhrten zwei unabhangige
Endosymbioseereignisse zur Evolution dieser Organellen. Zuerst wurde ein aerobes
Urpurpurbakterium (a-Proteobakterium) von der Wirtszelle aufgenommen und entwickelte
sich zu den Mitochondrien. Zu einem spateren Zeitpunkt wurde von dieser heterotrophen
Wirtszelle ein photosynthetisch aktiver Prokaryot, ein Vorfahr heutiger Cyanobakterien,
aufgenommen, woraus die Plastiden hervorgegangen sind. Mit der Integration der
Organellen in die Wirtszelle verloren diese ihre Eigenstandigkeit. Nach und nach ging der
Groliteil der genetischen Information der Endosymbionten verloren oder wurde in den Kern
transferiert. Dennoch behielten die Organellen einen Teil ihrer genetischen Information
(Gray et al., 1999; Leister, 2003), wodurch sie als semiautonome Systeme funktionieren.
Die Umstrukturierung der Gene innerhalb der Wirtszelle ist als dynamischer Prozess zu

betrachten, der bis heute andauert.

Als Folge dieses Prozesses entwickelten sich Mechanismen, um die kernkodierten
organellaren Proteine nach ihrer Synthese im Cytosol in das entsprechende Organell

zuruckzutransportieren (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Proteintransport innerhalb von Pflanzenzellen. Schematische Darstellung zum
Transport kerncodierter Vorlauferproteine in die Mitochondrien und Chloroplasten. Eine detailierte
Beschreibung wird in den Abschnitten 1.2 und 1.3 gegeben.

[In der Abbildung wurden folgende Abkirzungen verwendet: IM — Innere Membran, IMS -
Intermembranraum, MPP — mitochondrielle Matrix-Prozessierungspeptidase, OM — AuRere
Membran, Sec - Sekretorischer Weg, SRP - SRP-abhangiger Weg, SPP - stromale
Prozessierungspeptidase, Tat — ApH/TAT-abhangiger Weg, TIM/TOM - Translokon der
inneren/aufleren mitochondriellen Membran, TIC/TOC - Translokon der inneren/aul3eren
chloroplastidaren Membran, TPP — Thylakoidprozessierungspeptidase, ApH — Protonengradient, AW
- Membranpotential]

Far die intrazellulare Sortierung verfugen die zu transportierenden Proteine Uber ein
Transportsignal. Dieses Signal dient als Zieladresse fir den entsprechenden
Bestimmungsort. Im Cytosol werden die kerncodierten Proteine einschliellich des
Transportsignals synthetisiert und als Vorlauferproteine bzw. Precursor-Proteine
bezeichnet. Rezeptoren der Hullmembranen der Organellen erkennen diese Signale und
initiieren den weiteren Transport der Proteine. Wird das Transportsignal nach dem Import in
das entsprechende Kompartiment abgespalten, bezeichnet man diesen Vorgang als
Prozessierung. Die entstehenden reifen Proteine werden final entsprechend ihrer Funktion

assembliert.
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1.2 Mitochondrien und der mitochondrielle Proteintransport

Eine Pflanzenzelle besitzt im Durchschnitt mehrere Hundert Mitochondrien von ca. 1 um
Durchmesser. Die Form dieser Organellen kann stark variieren. Das Mitochondrium besteht
aus zwei Hauptkompartimenten, dem Intermembranraum (IMS — infter membrane space)
und der Matrix, die von zwei Membranen umschlossen sind, der aufReren (OM — outer
membrane) und der inneren Membran (IM — inner membrane). Die OM enthalt grolle
Mengen des porenbildenden Proteins Porin, das die Membran permeabel fir Proteine mit
geringem Molekulargewicht (kleiner als 10 kDa) und lonen macht. Die IM ist hoch
impermeabel und Molekiile und lonen missen spezifische Translokatoren passieren. Die
IM umfasst eine deutlich grélere Oberflache als die OM und bildet Einstllpungen, die
Cristae, welche die Matrix einschlieen. Elektronenmikroskopische Analysen zeigen, dass
die Cristae mit der inneren Hullmembran Uber tubulare Strukturen, den sogenannten

cristae junctions, verbunden sind (Frey and Mannella, 2000).

Kerncodierte mitochondrielle Proteine werden in zwei Hauptgruppen eingeordnet. Die
Proteine der einen Gruppe, zu der viele hydrophobe Membranproteine zahlen, werden ohne
abspaltbare Verlangerung synthetisiert. Die in die Mitochondrien dirigierenden Zielsignale
sind dabei Uber das gesamte Protein verteilt. Die zweite Gruppe von Proteinen wird im
Cytosol mit einem N-terminalen Transportsignal (Prasequenz) synthetisiert, das in der
mitochondriellen Matrix durch die mitochondrielle Prozessierungspeptidase (MPP)
proteolytisch entfernt wird (Béhni et al., 1980). Obwohl es keine einheitliche Zielsequenz
gibt, sind den mitochondriellen Prasequenzen bestimmte Merkmale gemein. Alle sind
positiv geladen und kénnen amphipathische a-Helices formen (von Heijne, 1986). Typische
mitochondrielle Transportsignale haben eine Lange von 20-60 aa (Zhang and Glaser,
2002).

Die Hauptmaschinerie fur den mitochondriellen Import von Vorlauferproteinen setzt sich aus
drei oligomeren Membranproteinkomplexen zusammen, einem in der &ulleren
Hldllmembran und zwei weiteren in der inneren Hullmembran (Truscott et al., 2003).
Aufgrund ihrer Funktion werden sie als Translokasen bezeichnet. Die Translokase der
auleren Hullmembran wird als TOM (franslocon at the outer envelope membrane of
mitochondria), die Translokasekomplexe der inneren Hullmembran werden als TIM
(translocon at the inner envelope membrane of mitochondria) bezeichnet. Die

Proteintranslokasekomplexe der inneren und &ufleren Membran zeigen Interaktionen
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(Schleyer and Neupert, 1985; Pon et al., 1989). Der Proteinimport soll demnach an diesen
Kontaktstellen zwischen den beiden Membranen stattfinden.
TOM und TIM Komplexe wurden zuerst in Hefe beschrieben und spater auch in

Mitochondrien von Saugern und Pflanzen identifiziert.

Der TOM-Komplex besteht aus Rezeptor-Untereinheiten, die mitochondrielle
Vorlauferproteine erkennen und binden, und einer Kerntranslokase, die aus einem Protein
besteht, das die GIP (general import pore) bildet, sowie einigen kleinen, fest assoziierten
akzessorischen Untereinheiten.

Der TOM-Komplex in Hefe bildet ein 400 kDa grofRes Oligomer (Rapaport, 2002). Die
Rezeptoruntereinheiten, Tom20, Tom70 und Tom22, sind in der OM verankert und besitzen
unterschiedliche Proteinspezifitaten (Brix et al., 1997; Pfanner and Geissler, 2001).
Vorlauferproteine, die eine Prasequenz besitzen, werden Uberwiegend vom Tom20-
Rezeptor erkannt. Dagegen werden Proteine mit internen Transportsignalen bevorzugt am
Tom70-Rezeptor gebunden (Wiedemann et al.,, 2001). In beiden Fallen werden die
Vorlauferproteine danach zum Tom22-Rezeptor transferiert (van Wilpe et al., 1999). Im
Anschluss werden die Proteine in die Importpore (GIP), die aus Tom40 gebildet wird,
geleitet und dann Uber die duflere Mitochondrienmembran transportiert (Hill et al., 1998).
Desweiteren befindet sich in der OM die SAM (sorting and assembly machinery), die aus
Tom37 und Sam50 Untereinheiten gebildet wird. Diese ist flr die Sortierung und
Assemblierung von Proteinen der OM zustandig (Wiedemann et al., 2003; Kozjak et al.,
2003).

Der TOM-Komplex in Pflanzen unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von seinem
Gegenstuck in Hefe. Er bildet einen kleineren Komplex von 230 kDa (Werhahn et al., 2001).
Ein bemerkenswerter Unterschied ist das Fehlen eines Tom22 Rezeptors (Jansch et al.,
1998). Es konnte aber eine Untereinheit mit einem Molekulargewicht von ca. 8 kDa
gefunden werden, die strukturelle Ahnlichkeiten mit Tom22 aufweist, der jedoch die
Rezeptordomane fehlt. Diese 8 kDa Untereinheit ist der wahrscheinlichste Ersatz fir
Tom22. Der Verlust der Rezeptordomane konnte notwendig gewesen sein, um eine
Bindung plastidarer Vorlauferproteine an den TOM-Komplex zu vermeiden (Macasev et al.,
2000). Der TOM-Komplex in Solanum tuberosum enthalt kein Protein, das nachweislich
Tom70 entsprechen wirde (Jansch et al., 1998; Werhahn et al., 2001). Allerdings existieren
im Genom von Arabidopsis thaliana sechs potentielle Homologe zu Tom70 (Lister et al.,
2003). Desweiteren ist Tom20 in Pflanzen Uber den C-terminus in der OM verankert und
nicht, wie bei Hefe und Saugern, Gber den N-terminus (Werhahn et al., 2001). Aul3erdem
werden nahezu alle TOM-Untereinheiten von mehreren Genen kodiert. Isoformen von

Rezeptorproteinen kénnten auf unterschiedliche Substratspezifititen hindeuten (Werhahn
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et al., 2001). Ein homologes Protein zu Tom37 der SAM st in Arabidopsis thaliana
ebenfalls zu finden (Chew et al., 2004). Bemerkenswert ist zudem, dass die OM von
Arabidopsis thaliana ein Protein enthalt, das eine 67 %ige Sequenzidentitat mit der Toc64

Translokase der aulzeren Hullmembran von Chloroplasten aufweist (Chew et al., 2004).

Der Transport von Vorlauferproteinen Uber die IM wird in Hefe Uber zwei verschiedene
Translokasekomplexe vermittelt, TIM23 und TIM22 (Jensen and Dunn, 2002). Die
Prasequenz-Translokase (TIM23) transportiert Vorlauferproteine mit N-terminalen
Prasequenzen. Dieser Transport ist abhangig von einem Membranpotential (Truscott et al.,
2001). AuBerdem ist das ATP-abhangige mtHsp70-Protein beteiligt, welches als
Importmotor betrachtet wird (Kang et al., 1990; Zhang et al., 1999). Nach dem Transport in
die Matrix erfolgt die Prozessierung durch die MPP und das reife Protein kann mit Hilfe von
Chaperonen in seine native Konformation gelangen (z.B. Cruciat et al., 1999). Der
Proteininsertions-Komplex (TIM22) vermittelt den Import von Vorlauferproteinen mit
internen Transportsignalen. Dieser Komplex integriert die polytopen Membranproteine in die
innere Membran. Fur diesen Vorgang ist ebenfalls ein Membranpotential nétig (Kovermann
et al., 2002). Desweiteren kann die Integration von Vorlauferproteinen in die IM auch aus
der Matrix Uber den OXA1-Komplex (oxidase assembly) erfolgen (Hell et al., 1998; Hamel
et al., 1997).

Im Genom von Arabidopsis thaliana existieren jeweils mehrere Homologe zu den TIM23
Untereinheiten. Die Isoenzyme werden in Abhangigkeit von Gewebe und Entwicklung
unterschiedlich exprimiert (Murcha et al., 2003). Auch fur TIM22 konnten mdgliche

Homologe in Arabidopsis thaliana identifiziert werden (Murcha et al., 2007).

Nach dem Import in die Matrix wird das Transportsignal des Vorlauferproteins abgespalten.
Diese Prozessierung erfolgt durch die MPP. Die MPP aus Hefe und Tieren liegt 16slich in
der Matrix vor. Im Gegensatz dazu ist die pflanzliche MPP in den membransténdigen
Cytochrom-bc1-Komplex der Atmungskette integriert (Braun and Schmitz, 1995; Glaser and
Dessi, 1999). In Mitochondrien existieren neben der MPP noch weitere
Prozessierungspeptidasen: die IMP (inner membrane protease) und die MIP (mitochondrial
intermediate peptidase) (Gakh et al., 2002). Viele fur den IMS bestimmte Vorlauferproteine
haben zweigeteilte Transportsignale. Nach der Prozessierung durch die MPP werden
intramitochondrielle Sortierungssignale durch die IMP abgespalten (Schneider et al., 1991).
Fir die meisten mitochondriellen Vorlauferproteine der Matrix und der inneren Membran ist
eine Prozessierung durch die MPP ausreichend. Eine Ausnahme bilden Oktapeptid-haltige
Proteine, die zwei Prozessierungsschritte benétigen. Diese werden nacheinander durch die

MPP und die MIP, die ebenfalls in der Matrix lokalisiert ist, prozessiert (Kalousek et al.,
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1992). Sowohl fur die IMP als auch fur die MIP konnten Homologe in Arabidopsis thaliana
gefunden werden, wobei die IMP Homologie zur Prozessierungspeptidase der Thylakoide
aufweist (Gakh et al., 2002).

1.3 Chloroplasten und der plastidare Proteintransport

Chloroplasten bilden das zweitgrof3te Kompartiment der Pflanzenzelle und nehmen ca.
16 % des Gesamtvolumens der Zelle ein. Chloroplasten sind Ublicherweise linsenférmig mit
einem Durchmesser von ca. 5-8 ym und einer Lange von ca. 1 um. Sie sind von zwei
Hullmembranen umschlossen, der aufieren (OM) und der inneren (IM). Die &aulere
Membran ist permeabel fir Molekile bis 10 kDa, aber nicht fir Makromolekile, wie groere
Proteine und Nukleinsduren. Die innere Membran ist eine Permeabilitatsbarriere und
Molekile kdnnen sie nur Uber spezifische Translokatoren passieren. Chloroplasten besitzen
aullerdem ein internes Membransystem, die Thylakoide. Die Membranen umschlieen also
drei verschiedene Kompartimente, den Intermembranraum (IMS), das Stroma und das

Thylakoidlumen.

Der Transport von Vorlauferproteinen Uber die beiden Hullmembranen wird durch
Proteintranslokasekomplexe gewahrleistet, den TOC-Komplex (franslocon at the outer
envelope membrane of chloroplasts) und den TIC-Komplex (franslocon at the inner

envelope membrane of chloroplasts).

Der TOC-Komplex der aulReren Hullmembran besteht aus der Transportpore Toc75 und
den beiden Rezeptorproteinen Toc159 und Toc34 (Kouranov and Schnell, 1997; Becker et
al., 2004a), sowie dem Toc64 und dem Toc12-Protein. Toc64 ist ein integrales
Membranprotein mit einer Cytosol-exponierten Domane, welche als Andockstelle fir
cytosolische Chaperone fungieren kann, die mit Vorlauferproteinen interagieren kdnnen
(Sohrt and Soll, 2000). Toc64 besitzt auRerdem eine in den Intermembranraum gerichtete
Domane. Fur diese wird, zusammen mit Hsp70, Toc12 und Tic22, eine Beteiligung am
Transport der Vorlauferproteine durch den Intermembranraum angenommen (Qbadou et
al., 2007). Toc12 ist moglicherweise fur die Aktivierung der ATPase Aktivitat von Hsp70
zustandig (Becker et al., 2004b). Fir einige Vorlauferproteine wurden Interaktionen mit den
cytosolischen 14-3-3-Proteinen und Hsp70 nachgewiesen, dem sogenannten guidance-
Komplex (May and Soll, 2000). In einem ersten energieunabhangigen Schritt erfolgt die

Bindung der Vorlauferproteine an die Toc-Rezeptorproteine (Perry and Keegstra, 1994; Ma
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et al., 1996). Fir die anschlieBende Translokation wird Energie in Form von GTP und ATP
bendtigt (Olsen and Keegstra, 1992).

Der weitere Transport erfolgt Uber den TIC-Komplex, welcher mit dem TOC-Komplex
interagiert (Schnell and Blobel, 1993). Mehrere am TIC-Komplex beteiligte Proteine wurden
identifiziert (Tic110, Tic40, Tic55, Tic62, Tic32, Tic22 und Tic20), wobei die genauen
Funktionen dieser Untereinheiten beim Import nicht vollstandig geklart sind. Es gibt
Hinweise darauf, dass sowohl Tic110 als auch Tic20 Teil des Translokationskanals sind
(LUbeck et al., 1996; Heins et al., 2002). Fir Tic40, ein integrales Membranprotein, ist eine
Funktion bei der Bindung von Chaperonen auf der stromalen Seite der Translokase
wahrscheinlich (Chou et al., 2003). Molekulare Chaperone sind Hsp93 und Cpn60, die unter
ATP-Verbrauch zur Translokation des Vorlauferproteins beitragen (Kessler and Blobel,
1996). Das losliche Tic22 ist im Intermembranraum lokalisiert und interagiert mit
Vorlauferproteinen (Kouranov and Schnell, 1997; Kouranov et al., 1998). Die mit dem TIC-
Komplex assoziierten Proteine (Tic55, Tic62, Tic32) sind Redoxkomponenten (Caliebe et
al., 1997; Kichler et al., 2002; Hérmann et al., 2004) und vermutlich an der Regulation des
Proteintransports beteiligt (Kessler and Schnell, 2006).

Kerncodierte plastidare Proteine werden, wie auch mitochondrielle Proteine, mit organell-
dirigierenden Signalen im Cytosol synthetisiert. Eine N-terminale Verlangerung des Proteins
wird dabei als Transitpeptid bezeichnet. Typische chloroplastidare Transportsignale sind
30-80 aa lang. Man unterscheidet zwischen einfachen und zusammengesetzten
Transitpeptiden. Einfache Transitpeptide dirigieren das Protein nur bis in das Stroma der
Chloroplasten und werden nach erfolgtem Import durch die stromale
Prozessierungspeptidase (SPP) proteolytisch entfernt (Richter et al., 2005). Eine weitere
Sortierung wird durch Signale innerhalb des reifen Proteins vermittelt. Zusammengesetzte
Transitpeptide bestehen aus einer stromadirigierenden und einer thylakoiddirigierenden
Sequenz. Beim Proteinimport werden beide Teile Ublicherweise nacheinander abgespalten.
Der stromadirigierende Teil wird nach dem Transport ins Stroma durch die SPP
proteolytisch  entfernt (Robinson and Klésgen, 1994). Dabei entsteht ein
Transportintermediat, welches nur noch das thylakoiddirigierende Signalpeptid enthalt.
Dieser Teil wird wiederum nach dem Transport in die Thylakoide durch die

Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP) entfernt (Kirwin et al., 1987; Kirwin et al., 1988).

Die plastidaren Signalpeptide, d.h. die thylakoiddirigierenden Teile der Transitpeptide,
weisen eine weitgehend einheitliche Struktur auf. Sie bestehen aus einem positiv

geladenen N-Terminus, einer hydrophoben Kernregion und einem polaren C-Terminus (von
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Heijne, 1985; von Heijne et al., 1989). Die polare Region endet meist mit einem Ala-X-Ala —
Motiv, welches die Erkennungsstelle fur die TPP darstellt. Diese Struktur ahnelt denen der
bakteriellen Signalpeptide, die fir den Transport von Proteinen in den periplasmatischen
Raum verantwortlich sind.

Bis heute sind vier verschiedene Wege fir den Transport von Proteinen Uber die
Thylakoidmembran bekannt (Cline and Henry, 1996; Klésgen, 1997; Gutensohn et al.,
2006). Dabei wird zwischen dem Sec-abhangigen (secretory), dem SRP-abhangigen (signal
recognition particle), dem ApH/TAT-abhangigen (twin arginine translocation) und dem
spontanen Transportweg unterschieden. Uber welchen der vier Wege ein Protein
transportiert wird entscheidet die Struktur des Signalpeptides (Henry et al., 1994; Robinson
et al., 1994). Mit Ausnahme des spontanen Weges ist bei den Transportwegen immer ein
Transportkomplex (Translokase) in der Thylakoidmembran beteiligt.

Der spontane Weg basiert auf der spontanen Integration von Proteinen in die
Thylakoidmembran und ist unabhangig von stromalen Faktoren, Nukleosidtriphosphaten,
einem Protonengradienten oder membrangebundenen Rezeptoren (Michl et al., 1994;
Robinson et al., 1996).

Charakteristisch fur den SRP-abhangigen Weg ist die Abhangigkeit von GTP und stromalen
Komponenten, die eine Homologie zu eukaryontischen Signalerkennungspartikeln (SRP,
signal recognition particle) aufweisen (Franklin and Hoffman, 1993). Ein mutmafRlicher
cpSRP-Rezeptor konnte im Stroma der Chloroplasten nachgewiesen werden. Die
Integration des Transportsubstrates erfolgt allerdings nur unter Beteiligung von Alb3, einem
Homologen des Oxa1p in Mitochondrien (Moore et al., 2000).

Uber den Sec-abhdngigen Weg werden hauptsachlich hydrophile, luminale Proteine
transportiert, die sich dabei im ungefalteten Zustand befinden (Schatz and Dobberstein,
1996). Auch hier ist der Transport von Nukleosidtriphosphaten (in diesem Fall ATP) und von
mindestens einer Stromakomponente abhangig (Robinson et al., 1994). Ein
Protonengradient ist nicht essentiell, erhdht jedoch die Transporteffizienz (Mant et al.,
1995).

Der ApH/TAT-abhangige Weg unterscheidet sich grundlegend von den anderen drei
Transportwegen (Asai et al., 1999; Mori et al., 1999). Er bendtigt weder stromale Faktoren,
noch ATP oder andere Nukleosidtriphosphate. Essentiell ist dagegen ein Protonengradient
(Mould and Robinson, 1991; Cline et al., 1992; Klosgen et al., 1992). Eine weitere wichtige
Eigenschaft des ApH/TAT-abhangigen Transportweges ist die Fahigkeit gefaltete Proteine
zu transportieren (Clark and Theg, 1997; Marques et al., 2003).
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1.4 Dual Targeting

Die Lokalisierung von Proteinen innerhalb der Zelle wird durch deren Proteinsequenz,
insbesondere der Transportsignale, festgelegt. Die Mehrzahl der Proteine besitzt nur einen
Zielort. Dennoch gibt es auch Proteine mit mehreren Lokalisierungen. Man unterscheidet
dabei Proteine mit mehr als zwei Lokalisierungen (multiple targeting) und Proteine mit
dualer Lokalisierung (dual targeting) (Small et al., 1998; Silva-Filho, 2003; Millar et al.,
2006).

Neben dualen Proteinen, die in Mitochondrien und Chloroplasten zu finden sind, wurde
auch dual targeting von Proteinen z.B. in Mitochondrien und Endoplasmatischem Reticulum
(Zhao et al., 2003) oder in Chloroplasten und Peroxisomen (Wimmer et al., 1997)
beschrieben. Allerdings ist die Uberwiegende Zahl der bekannten dualen Proteine in den
Mitochondrien und Plastiden lokalisiert. Die fur diese Arbeit interessanten Proteine sind
eben diejenigen, die sowohl in die Mitochondrien, als auch in die Plastiden transportiert

werden konnen.

Mecnospezifische Signale Ein ‘ambiguous’ Signal

I
I
I
I
_-_ || | : — S | Gen

|
I
I i
Alternativer Transkriptionsstart :
|
Alternatives Splicing [
|
Alternativer Translationsstart I
|
I
‘ |
I

! \/
|
I

*> I e Protein

I
|
I
I
I

Abb. 1.2: Transportsignale fiir eine duale Lokalisierung von Proteinen. Die duale Lokalisierung
wird entweder durch zusammengesetzte (wobei monospezifische Signale entstehen) oder durch
gemischte (ambiguous) Transportsignale vermittelt.

Grundsatzlich kann dual targeting durch zwei Mechanismen erreicht werden (Karniely and
Pines, 2005; Peeters and Small, 2001) (Abb. 1.2). In einigen Fallen tragen die Gene dabei
die Information fur zwei aufeinanderfolgende Transportsignale unterschiedlicher Spezifitat.
Durch transkriptionelle und/oder posttranskriptionelle Regulationsmechanismen kénnen so

ausgehend vom gleichen Gen verschiedene Vorlauferproteine mit unterschiedlicher
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Organellspezifitat gebildet werden. Als mogliche Mechanismen sind alternative Initiation der
Transkription (Obara et al., 2002), alternatives Splicing oder alternative Initiation der
Translation (Watanabe et al., 2001; Christensen et al., 2005) beschrieben worden.

Die fur diese Arbeit interessante Klasse von Proteinen mit doppelter Lokalisierung tragt
dagegen gemischte (ambiguous) Transportsignale, die beide endosymbiontische
Organellen als Ziel aufweisen (Rudhe et al., 2002b). Hier wird im Cytosol immer das gleiche
Vorlauferprotein gebildet, das dann allerdings sowohl von den mitochondriellen als auch
von den plastidaren Importapparaten als Substrat erkannt werden kann, so dass es zum

Transport in beide Organellen kommt.

Dual targeting wurde erstmals flir die Glutathionreduktase aus Pisum sativum berichtet
(Creissen et al., 1995). Seither konnte dual targeting fir eine Reihe von Proteinen
beschrieben werden (Peeters and Small, 2001; Silva-Filho, 2003; Mackenzie, 2005). Bis
heute sind etwa 50 Proteine bekannt, die dual targeting zeigen.

In den meisten Fallen sind die dual targeting-Eigenschaften dieser Proteine zufallig
gefunden worden, nur flr einige Aminoacyl-tRNA-Synthetasen wurden sie aufgrund
fehlender Redundanz der jeweiligen Kerngene postuliert (Small et al., 1999). Neben
solchen housekeeping-Proteinen, die flr die Replikation und Expression der
Organellgenome in beiden Organellen notwendig sind, zeigen aber auch einige Proteine
aus dem Redoxstoffwechsel und der Porphyrinbiosynthese (z.B. Creissen et al., 1995;
Watanabe et al., 2001), die beide in die Signalkette zwischen Kern und Chloroplast

eingebunden sind (z.B. Rodermel, 2001), die Fahigkeit zum dual targeting.

Obwohl bereits 1995 das erste Protein beschrieben wurde, das dual targeting zeigt, ist
immer noch relativ wenig Uber den Mechanismus dieses Phanomens sowie Ahnlichkeiten
oder Unterschiede zu monospezifischen Proteinen bekannt.

Fiar die Erkennung gemischter Transportsignale durch organellare Rezeptoren sind zwei
Mechanismen vorstellbar (Peeters and Small, 2001). Einerseits konnten diese Signale
durch einen Rezeptor erkannt werden, welcher in beiden Organellen vorhanden ist. Dann
musste es eigene Rezeptoren fir duale Proteine an der Oberflache der Organellen geben.
Andererseits ist es mdglich, dass gemischte Transportsignale Eigenschaften von
mitochondriellen und plastidaren Signalen tragen und daher von den bekannten
Importapparaten beider Organellen erkannt werden.

Bestimmte Eigenschaften der gemischten Transportsignale konnten Gber den Vergleich mit
klassischen mitochondriellen oder chloroplastidaren Transportsignalen (Peeters and Small,
2001) und Uber Mutationsanalysen bestimmt werden (Pujol et al., 2007). So sind Arginine

sowie die zweite N-terminale Aminosaure, haufig Alanin, wichtig. Ein niedriger Anteil
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negativ geladener Aminosauren (Aspartat und Glutamat) und ein héherer Anteil an Arginin
und Serin wurden ebenfalls festgestellt. Dies trifft auch auf klassische mitochondrielle oder
chloroplastidare Transportsignale zu. Dennoch sind sie durchschnittlich hydrophober als die
klassischen Transportsignale, da der Anteil an Phenylalanin und Leucin erhoht ist. Es stellte
sich heraus, dass gemischte Transportsignale Eigenschaften zeigen, die zwischen denen
mitochondrieller Prasequenzen und plastidarer Transitpeptide liegen bzw. Merkmale beider
aufweisen. Der Transportweg dualer Proteine unterscheidet sich demnach vermutlich nicht

von dem anderer Vorlauferproteine der Organellen.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass der reife (mature) Teil eines Proteins
entscheidenden Einfluss auf das Targeting haben kann. So kann das Transportsignal der
Pisum sativum Glutathionreduktase das GFP (green fluorescent protein) als Passagier nur
in die Plastiden lenken (Chew et al., 2003b). Ein rein plastidares Protein, die kleine
Untereinheit der RubisCO (SSU), als Passagier wird nur in die Plastiden, ein rein
mitochondrielles Protein, die Alternative Oxidase (AOX), nur in die Mitochondrien
transportiert (Rudhe et al., 2002a). Dagegen kann das Transportsignal der
Arabidopsis thaliana Asparaginyl-tRNA-Synthetase diese Passagiere sowohl in die
Mitochondrien als auch die Plastiden lenken (Peeters et al., 2000; Chew and Whelan,
2003). Andererseits kann das Transportsignal der Glutathionreduktase ein anderes
mitochondrielles Protein, eine Untereinheit der mitochondriellen ATP-Synthase (Fad), in
beide Organellen dirigieren (Rudhe et al., 2002a). Anders als bei monospezifischen
Proteinen, bei denen der reife Teil einen Einfluss auf die Effizienz des Imports bewirken
kann, kann bei dualen Proteinen der reife Teil offenbar den Import in eines der beiden

Organellen komplett unterdriicken.

Es gibt keinen direkten experimentellen Beweis fur eine aktive Sortierung dualer Proteine
oder eine Regulation der Verteilung zwischen den Organellen. Allerdings sprechen einige
Beobachtungen dafir, dass die Sortierung nicht nur ein passiver Vorgang ist.

Als Grund oder Ursache fur dual targeting ware die Koordinierung von Prozessen innerhalb
der Zelle denkbar. Dual targeting erhoht nicht die Anzahl der Proteine in der Zelle, sondern
bietet die Mdglichkeit, die Funktion(en) eines Proteins zu erweitern. Bei bestimmten
Genfamilien, wie den Arabidopsis thaliana tRNA-Synthetasen (Duchéne et al., 2005), ist
dual targeting in die Mitochondrien und Chloroplasten sogar eher die Regel als die
Ausnahme.

Obwohl die Zahl bekannter dualer Proteine relativ klein in Bezug auf das gesamte Proteom
ist, reprasentiert diese vermutlich nur die Spitze des Eisbergs. Das Phanomen

dual targeting wirft interessante Fragen nach der interorganellaren Kommunikation auf. Man
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kann beispielsweise vermuten, dass die Zelle diese dualen Proteine je nach Bedarf auf die
beiden Organellen verteilen und auf diese Weise durch Aktivierung bzw. Inaktivierung
bestimmter organellgebundener Stoffwechselwege auf wechselnde Zellzustande reagieren
kann. Dies wurde der Zelle die Moglichkeit er6ffnen, durch gezielten Proteintransport die

beiden Organellen in ihrer Aktivitat aufeinander abzustimmen.

1.5 Cytochrom c1

Erst durch den Import von Vorlauferproteinen in das entsprechende Organell und deren
Assemblierung wird beispielsweise die Atmungskette in den Mitochondrien vollstandig
gebildet. Zu den dabei notwendigen Proteinkomplexen zahlt der Cytochrom bc1-Komplex
(Abb. 1.3). Der Cytochrom bc1-Komplex wird auch als Komplex Il oder Ubichinon-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase bezeichnet. Die Aufgabe dieses Komplexes besteht darin, die
Elektronenlibertragung zwischen Elektronen-Carriermolekilen zu katalysieren, d.h. den
Elektronentransfer vom Ubichinol (UQH;) zum Cytochrom c. Gleichzeitig werden Protonen
aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum transportiert, um so zum fir die

ATP-Synthese erforderlichen pH-Gradienten beizutragen.

nytosol N

[IJ
PO °“Mmj

Abb. 1.3: Die mitochondrielle Atmungskette. Schematische Darstellung des Cytochrom bc1-
Komplexes als Bestandteil der Elektronentransportkette der oxidativen Phosphorylierung in der
inneren Membran der Mitochondrien.

Dabei codiert die mitochondrielle DNA nur fir eine Untereinheit des Komplexes lll, das
Cytochrom b, die anderen Untereinheiten sind kerncodiert. Der funktionelle Kern des
Komplexes besteht aus 3 Untereinheiten: Cytochrom b mit zwei Ham-Gruppen, Rieske-
Eisen-Schwefel-Protein mit einem 2Fe-2S-Zentrum und Cytochrom c1 mit einem Ham.
Cytochrom c1 ist die Komponente des Komplexes, die den Transfer der Elektronen vom
Rieske-Protein zum Cytochrom c koordiniert. Das Vorlauferprotein von Cytochrom c1 ist

320 Aminosauren lang (Abb. 1.4), das entspricht einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa.
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Die ersten 77 Aminosauren bilden das Transportsignal (Prasequenz), das nach dem Import
in die Mitochondrien abgespalten wird. Das entstehende reife Protein hat ein
Molekulargewicht von ca. 27 kDa. Cytochrom c1 ist ein Protein des Intermembranraums,
das Uber eine, am C-Terminus des Proteins befindliche, transmembrane Domane in der

inneren mitochondriellen Membran verankert ist.

Cytochrom c1 1-77 Prasequenz

’ 77 78 120 239 282 1301 320 116 /119 Ham-Bindung
N __I_I = I C 120 /239 Eisen-Bindung
116 119 282-301 Transmembran

50
51 KRS eSS -~ £HGLECPSYP WPHEGILSSY 100
101 DHASIRRGHO VvyaaVjasl] sMSLISYRDL VGVAYTEEET KAMAAELEVV 150
1561 DGPNDEGEMF TRPGKLSDRF PQPYANEAAA RFANGGAYPP DLSLITKARH 200
201 NGONYVFALL TGYRDPPAGY SIREGLHYNP YFragATAfP kminDGAvVEY 250

251 enc1PATEAQ MekDvvsFLs waAEPEMEER LNSHIIEEEEEEN -oo

301 IRRLRWSVLK SRKLYLDVVN 320

—

Abb. 1.4: Sequenz und Strukturelle Eigenschaften von Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum
(nach Braun et al., 1992). Die angegebenen Zahlen entsprechen der Position der jeweiligen
Aminosaure.
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1.6 Zielstellung

Grundsatzlich sollte das experimentelle Vorgehen bei der Analyse des Transportverhaltens
kerncodierter Organellproteine im Hinblick auf eine mdgliche duale Lokalisierung etabliert
werden. Grundlage fur die invitro Analyse von Proteintransportvorgangen ist eine
geeignete Methode zur Praparation importkompetenter Organellen. Zunachst sollte daher
eine geeignete Methode gefunden werden, um sowohl Mitochondrien als auch
Chloroplasten aus ein und demselben Gewebe zu erhalten. Darauf aufbauend lassen sich
in vitro Studien zum Transportverhalten von Proteinen mittels Importexperimenten mit
isolierten Mitochondrien und Chloroplasten durchfiihren. Dabei sollte auch die Lokalisierung
innerhalb der Organellen untersucht werden. Die in vitro Experimente sollten aulierdem
mittels transienter Expression geeigneter Reporterproteinfusionen in vivo erganzt werden.

In vitro Proteintransportstudien komplementiert durch invivo Analysen, sowie der
immunologische Nachweis der Lokalisierung ergeben das umfassendste Bild fiur das
Transportverhalten eines Proteins. Der Fokus lag hierbei auf dem Cytochrom c1 Protein
aus Solanum tuberosum, das sich als geeignetes Substrat erwies. Es sollte in der
vorliegenden Arbeit eine Analyse der Transporteigenschaften von Cytochrom c1

durchgefiihrt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

21.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien in p.a. Qualitdt wurden, wenn nicht anders angegeben, 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 (Minchen).

Radiochemikalien (**S-Methionin) wurden von GE-Healthcare (Freiburg) bezogen.

2.1.2 GroRenstandards (Marker)

Anwendung Bezeichnung Firma
DNA-Marker: 1 Kb DNA Ladder Gibco BRL / Invitrogen
HyperLadder | Bioline
Protein-Marker: DaltonMark® VII- L Standard Sigma-Aldrich
HMW Native Marker GE-Healthcare
PageRuler™ Prestained Fermentas
SDS-6B Sigma-Aldrich

2.1.3 Nukleinsduren und Oligonukleotide
Die Nukleotide/Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Martinsried), die RNA-Cap-
Strukturanaloga von New England Biolabs (Frankfurt am Main) und Desoxyribonukleotide

und Ribonukleotide von Roche (Mannheim) bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5’ = 3’) °C [Tl
SP6-Primer ATT TAG GTG ACA CTATAG 43,7°C
T3-Primer AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 52,8°C
T7-Primer TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 49,9°C
T7-terminator-Primer GCT AGT TATTGC TCAGCG G 55,5°C
pUC/M13, Forward GGT TTT CCC AGT CAC GAC GTT G 63,0°C
pUC/M13, Reverse CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC C 59,1°C
pRT100m-35S-for ATG ACG CAC AAT CCC ACT ATC C 60,4°C
pRT100m-PolA-rev TGC TCA ACA CAT GAG CGA AACC 61,0°C
5BamHI_FNR GGG ATC CAT GAC CAC CGC TGT CAC CGC 73,9°C

3'Ncol_FNR CGC CAT GGC CCT GAT GGG TCC CATTT 72,6°C
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5'BamHI_cytc1 GGG ATC CAT GAG TTT AGG GAA GAA GAT 62,3°C
3'Ncol_cytc1 GCC ATG GCA GAATAAGCAATT GTT GCA A 62,3°C
3’Eagl_cytc1 GCG GCC GGT TGA CAACAT CAAGAAC 66,3°C
st.cytc1_5'Ndel CCATAT GAG TTT AGG GAA GAAGAT C 56,1°C
st.cytc1_3’Xhol GCT CGA GGT TGA CAA CAT CAAG 59,5°C
21.4 Enzyme
Firma
DNase Roche (Mannheim)

Lysozym

Restriktionsendonukleasen

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
T3-RNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

T7-RNA-Polymerase

Taq DNA-Polymerase

Thermolysin

Trypsin

Serva

Fermentas (St. Leon-Rot)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
United States Biochemical

Stratagene

Roche (Mannheim)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Biomaster

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

2.1.5 Antibiotika

Mit Ausnahme des Chloramphenicols (in Ethanol gel6st) wurden alle Antibiotika in

bidestilliertem Wasser geldst und die Stammldsungen steriffiltriert.

Stammlésung

Arbeitskonzentration Firma

Ampicillin (Amp) 50 mg/ml
Chloramphenicol (Cam) 34 mg/ml
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml

100 pg/ml Serva
34 ug/mi Sigma-Aldrich
50 ug/mi Serva

2.1.6 Antikorper

Alle nachfolgenden Antikdrper sind polyklonal und wurden in Kaninchen produziert.

Nur aPenta-His ist ein monoklonaler Antikdrper aus Maus-Hybridomzellen.

Die angegebenen Molekulargewichte beziehen sich jeweils auf das reife Protein.

Antikérper Ursprung Immunogen Verdiinnung kDa Herkunft

a75kDa Neurospora 1:3.000 75 U. Schulte (a6405)
a30/31kDa Neurospora 1:3.000 30/31 U. Schulte (a6696)
aCFoll Spinat 1:2.000 17 Berghdofer

aCOXll Peptid 1:5.000 30 Agrisera

aCytc1 Kartoffel 1:500/1:1.000 27 diese Arbeit
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aFNR Spinat 1:5.000 34 Berghofer

aGDC Spinat 1:5.000 17 Agrisera (aGDC-H)
aHsp60 Hefe 1:2.000 60 T. Langer

aldh Peptid 1:5.000 45 Agrisera

aOEC23 Spinat 1:5.000 23 J. Berghofer
aOEC33 Spinat 1:5.000 33 J. Berghofer
aPenta-His - 1:1.000 - Qiagen

aSSuU 1:5.000 14 U. I. Fligge
aToc159 Arabidopsis 1:3.000 230 B. Hust

aToc33 Arabidopsis 1:250 33 A. Voigt

Als sekundare Antikdrper wurden eingesetzt:

Anti-Mouse IgG—Peroxidase antibody produced in rabbit 1 :30.000 Sigma-Aldrich

Anti-Rabbit IgG—Peroxidase antibody produced in goat 1 :30.000 Sigma-Aldrich

2.1.7 Bakterienstamme

E.coli - Stamm

Genotyp

Referenz

DH5a

TOP10

BL21 DE3

Rosetta(DE3)pLysS

F* endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r’ my’), A—
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(Str®) endA1 A

F~ ompT gal dem lon hsdSg(rg" mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1ind1 sam7 nin3])

A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC
galE galK rpsL (DE3) F'[lac” lacl® pro] gor522::Tn10 trxB
pLysSRARE (Cam", str?, Tet®)

Hanahan, 1983

Invitrogen

Novagen

Novagen

2.1.8 Vektoren

Vektor Resistenz Referenz

pBAT Amp~ Annweiler et al., 1991
pBSC KS+ Amp”~ Stratagene
pCR®2.1-TOPO® Amp”~ / Kan”™ Invitrogen

pECFP-N1 Kan” Clontech

pEGFP-N2 Kan® Clontech

pET26b Kan® Novagen

pEYFP-N1 Kan® Clontech

pGEM®-T Easy Amp® Promega

pRT100mod (pRT-Q/Not/Asc)  AmpF~

Topfer et al., 1987; Uberlacker and Werr, 1996
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2.1.9 cDNA-Klone

Ursprungs-

Klon ID i Vektor Promotor Referenz

organismus
Cytochrom ¢1  CYCL (P25076) Kartoffel pBSC KS+ T7 Braun et al., 1992
mito. Rieske FES1 (P37841) Kartoffel pBSC KS+ T3 Emmermann et al., 1994
FNR PETH (P00455) Spinat pBAT T3 Jansen et al., 1988
OEC33 PSBO (P12359) Spinat pBAT T3 Tyagi et al., 1987
OEC23 PSBP (P12302) Spinat pBAT T3 Jansen et al., 1987
CFoll ATPG (P31853) Spinat pBAT T3 Herrmann et al., 1993

2.1.10 cDNA-Klone dieser Arbeit

Vektor Insert Anwendung
pET26b c1 (Solanum tuberosum Cytc1) Expression
pBAT EYFP in vitro Import
pBAT ECFP in vitro Import
pRT100mod EYFP in vivo Analyse
pRT100mod ECFP in vivo Analyse
pBAT c1(1-77)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-77) in vitro Import
pBAT c1(1-141)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-141) in vitro Import
pBAT c1(1-320)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-320) in vitro Import
pRT100mod c1(1-77)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-77) in vivo Analyse
pRT100mod c1(1-141)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-141) in vivo Analyse
pRT100mod c1(1-320)/EYFP (Cytc1 Aminosaure 1-320) in vivo Analyse
pRT100mod FNR/ECFP (FNR Aminosaure 1-55) in vivo Analyse

2.1.11 Pflanzenmaterial

Pisum sativum

Die Var. Feltham First) Erde
Langtagbedingungen (16 h Licht/ 8 h Dunkelheit) bei einer Temperatur von ca. 20 °C

Erbsen  (Pisum sativum L., wurden auf unter

kultiviert. Geerntet wurden 7-13 Tage alte Keimlinge.

Spinacia oleracea

Der verwendete Spinat (Spinacia oleracea L., Sorte Lina) wurde als hydroponische Kultur in
Nahrsalzlésung angezogen. Die Lésung wurde mittels Aquariumpumpen standig beluftet.
Die Anzucht erfolgte in Klimakammern unter Kurztagbedingungen (8 h Licht/ 16 h
Dunkelheit) und einer Temperatur von ca. 20 °C. Geerntet wurden 3-4 Monate alte

Pflanzen.
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Nahrsalzldsung: 6 mM KNO; Spuren: 46 yM H3BO;
4 mM Ca(NO3), 9 uM MnCl, x 4 H,O
2mM MgSO, 0,77 uM ZnSO4 x 7 H,O
2mM KH,PO, 0,32 yM CuSO,4 x 5 H,O

0,12 yM Na;MoO,
0,04 mM Fe-EDTA

Solanum tuberosum
Die Kartoffeln (Solanum tuberosum L., Var. Desiree) wurden nach der Keimung auf Erde
unter Langtagbedingungen (16 h Licht/ 8 h Dunkelheit) bei einer Temperatur von ca. 20 °C

angezogen. Geerntet wurden 2-3 Wochen alte Pflanzen.

2.1.12 Gerate und Zubehor
Mikroskope: Konfokales LaserScanning Mikroskop (CLSM) (Zeiss LSM 510)

Laser: Argon; Anregung: EYFP: 514 nm, ECFP: 458 nm;
HeNe; Anregung: Chlorophyll: 633 nm
Zeiss Axioskop 2 (HBO-100-Lichtquelle; Filterset: AHF F31-017)

Kamera: Zeiss AxioCam HRc

Phosphoimager: Fujifilm BAS-System mit dem Phosphofluoroimager Fuijifiim FLA-3000

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Standardmethoden
Molekularbiologische Methoden wurden, sofern nicht separat aufgefluhrt, nach den

Protokollen von Sambrook and Russell, 2001 durchgefuhrt.

2.2.2 Molekularbiologische Kits

Anwendung Produktname Firma

Isolierung von  Plasmid-DNA NucleoSpin®Plasmid Macherey-Nagel
(Miniprep)

Isolierung von  Plasmid-DNA NucleoBond®PC 100 Macherey-Nagel
(Midiprep)

Reinigung von DNA-Fragmenten  NucleoSpin® Extract Macherey-Nagel
Sequenzierung von DNA ABI PRISM® dRhodamine Applied Biosystems

BigDye® Terminator v1.1Cycle Applied Biosystems
Sequencing Kit
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Ligation von PCR Produkten pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Promega
Systems

TOPO TA Cloning® K4510-22 Invitrogen

2.2.3 Herstellung der Plasmide zur Proteinsynthese

2.2.3.1
Fiar die Klonierung verschiedener Reporterfusionen wurde ein Baukastensystem erstellt
(Tabelle 2.1; Abb. 2.1). Dazu wurden die cDNAs der Reporterproteine (alternativ EGFP,
ECFP oder EYFP), BamHlI- Xbal-Schnittstelle,
Originalvektoren sowohl in den pBAT-Vektor als auch in den pRT100mod-Vektor kloniert.

Klonierung von Reporterfusionen

zwischen der und der aus den
So kénnen verschiedene Transportsignale bzw. Volllangenproteine in gleicher Weise,
zwischen der BamHI- und der Ncol-Schnittstelle, vor dem Reporter eingefiigt werden.

Dadurch werden in den in vitro und in vivo Analysen die gleichen Fusionen eingesetzt.

Tabelle 2.1: Baukasten zur Klonierung von Reporterfusionen

Originalvektor

In vitro Analyse

In vivo Analyse

pEGFP-N2 pBAT + EGFP pRT100mod + EGFP
pEYFP-N1 pBAT + EYFP pRT100mod + EYFP
pECFP-N1 pBAT + ECFP pRT100mod + ECFP
|
Reporter : Targeting-Signal
[
|
|
|
EYFP |  PEYFP-NI : L P pCR2.1 TOPO
| =
BamHI  Ncol Xt!al | BamHlI Ncol
|
\ 4 | \ 4 \4
|
| EYFP | | T
l I |
BamHI Xbal : BamHI Ncol
Y | Y Y
EYFP | pBAT : iz EYFP | pBAT
I | !
BamHI  Ncol Xbal : BamHI Ncol Xblal
\4 Y \4
EYFP |  pRT100mod : TP EYFP | pRT100mod
| I '
BamHI  Ncol Xbal : BamHI Neol Xbal
|
|

Abb. 2.1: Klonierungsstrategie fiir die Reporterfusionen.
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2.2.3.2 Expression von Cytochrom c1

Fiar Expression von Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum in E. coli wurde die cDNA aus
dem Ursprungsvektor (pBS) Uber den pCR 2.1 TOPO-Vektor final in den pET26b-
Expressionsvektor kloniert (Abb. 2.2). Die notwendigen Schnittstellen wurden durch
Verwendung geeigneter PCR-Primer bei der Amplifizierung der DNA generiert. Dabei wurde

das Stop-Codon von Cytochrom c1 durch eine Xhol-Schnittstelle ersetzt.

Ndel Ndel

Cytochrom c1 Cytochrom c1 Cytochrom c1

Xhol Xhol
A His-tag
pCR 2.1 TOPO
5t EJdEI primer - Stop Start %

ST T

pBS Start cDNA 3' Xhol primer Ndel PCR-Fragment Xhol

Abb. 2.2: Klonierung von Cytochrom c1 in den Expressionsvektor.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

4x Laemmli-Puffer 0,25 M Tris-HCI pH 6,8
8 % (wiv) SDS
40 % (w/v) Glycerin
20 % (w/v) B-Mercaptoethanol

0,016 % (w/v) Bromphenolblau

30 %ige Acrylamidlésung 29,2 % (wiv) Acrylamid (AA)
0,8 % (w/v) Methylenbisacrylamid

Die SDS-PAGE wurde basierend auf der Methode von Laemmli, 1970 durchgeflihrt. Dabei
wurden zwei verschiedene Arten von Gelen verwendet (Mini-SDS-Gel und Midi-SDS-

Gradientengel).
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Tabelle 2.2: Mini-SDS-Gel (15 % AA): (fir 100x80x1 mm Gelgrofie, ausreichend fiir zwei Gele)

Trenngel (15 %)

Sammelgel (5 %)

H,O
30 % Acrylamid

Trenngelpuffer (2 M Tris-HCI pH 8,8)

4 ml
7,5 ml
3ml

Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCI pH 6,8) -

10 % SDS
10 % APS
TEMED

150 pl
50 pl
7,5 ul

3,6 mi
0,5 mi
0,8 mi
50 pl
17
5ul

Tabelle 2.3: Midi-SDS-Gradientengel (10 — 17.5 % AA): (fir 200x200x1,5 mm Gelgrofie)

Trenngel: 10% 17,5% Sammelgel

H,O 9,8 mi - 6,95 ml
30 % Acrylamid 8,0 mi 14,0 ml 1,65 ml
80 % Saccharose 1,4 ml 52 ml -
Trenngelpuffer (2 M Tris-HCI pH 8,8) 4,5ml 4,5 ml -
Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCI pH 6,8) - - 1,25 ml
10 % SDS 240 pl 240 pl 100 pl
10 % APS 100 pl 80 pl
TEMED 10 pl 8 ul

2.3.2 Native Gelelektrophorese solubilisierter Membranproteine (BN-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinkomplexen, die zuvor solubilisiert wurden, kam ein natives

Gelsystem zum Einsatz (Schagger and von Jagow, 1991; Schagger et al., 1994).

Tabelle 2.4: BN-Gel (fur 200x200x1 mm Gelgrofie)

Trenngel: 5% 12 % Sammelgel

H,O 7,52 ml 2,1 ml 7,7 ml
0,5 M Bistris, pH 7,0 1,8 ml 1,5ml 1,5ml
30 % Acrylamid 3ml 6 ml 1,95 ml
2 M g-Aminocapronsaure 4,5 ml 3,75 ml 3,75 ml
87,5 % Glycerin 1,07 ml 1,6 ml -

10 % APS 100 pl 50 pl 100 pl
TEMED 10 pl 5 ul 10 pl
Total 18 ml 15 ml 15 ml

Elektrophoresepuffer: 50 mM Tricin, 15 mM Bistris pH 7,0
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Der Kathodenpuffer enthielt zusatzlich 0,01 % (w/v) Coomassie G-250 (50 mg/ 500 ml). Die
Elektrophorese wurde Uber Nacht bei 100 V im Kuhlraum durchgefuhrt. Die aufgetragenen
Proben wurden entsprechend 2.4.4 prapariert.

2.3.3 Proteinfarbung

2.3.3.1 Coomassiefarbung und Autoradiographie

Farbeldsung 19 Coomassie Brillant Blau R250
0,25¢g Coomassie Brillant Blau G250
210 ml Ethanol
25 ml Methanol
50 mi Essigsaure
215 ml H,O
Entfarbeldésung 45 % (vIv) Methanol
10 % (v/v) Essigséaure
45 % (viv) H,O

Die SDS-Gele wurden fir etwa 30 min bei 50 °C gefarbt und anschlieRend zunachst bei
gleicher Temperatur entfarbt. Die weitere Entfarbung erfolgte bei Raumtemperatur fur
mindestens 1 h. Die Gele wurden dann fur 2 h bei 80 °C getrocknet. Danach konnten sie
Uber Nacht oder mehrere Tage auf Phospho-Imagerplatten exponiert werden. Die

Auswertung der Autoradiographie erfolgte mittels Phosphoimager.

2.3.3.2 Coomassie-Colloidal-Farbung
Die Coomassie-Colloidal-Farbung von PAA-Gelen wurde entsprechend des Protokolls von
Neuhoff et al., 1988 durchgeflhrt.

2.3.4 ECL-Western Blot Analyse

Die Western Analysen wurden nach folgendem Protokoll durchgeftihrt:

Kathodenpuffer 25 mM Tris

pH 9,4 40 mM e-Aminocapronsaure
10 % Methanol
0,1 % SDS

Anodenpuffer | 0,3M Tris

pH 10,4 10 % Methanol
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Anodenpuffer Il 25 mM Tris
pH 10,4 10 % Methanol
10x PBS 750 mM NaCl (43,8 g/l)
30 mM KCI (2,2 g/l)
45 mM Na,HPO, x 12 H,O (16,1 g/l)
15 mM KH,PO,4 (2,0 g/l)
Blockierer 5% Magermilchpulver (50 g/l)
1x PBS
0,05 % TWEEN 20 (2,5 ml Stammldsung (20 %)/1)
Waschlésung 0,05 % TWEEN 20 (2,5 ml Stammldsung (20 %)/1)
1x PBS
Entwickler 500 pl 1 M Tris-HCI pH 8,3
(frisch herstellen) 50 pl Luminol (Stammlésung 250 mM in DMSO)
22 pl Cumarsaure (Stammlésung 90 mM in DMSO)
3 |J| H202
9,425 ml H,O
Blotten:

SDS-Gel fur 5 min in Kathodenpuffer inkubieren (BN-Gel fir min. 30 min). PVDF-Membran
(Immobilon™-P, Millipore) und 6x Blotpapier zuschneiden. Vom Blotpapier 3 Blatt in
Kathodenpuffer, 1 Blatt in Anodenpuffer Il, 2 Blatt in Anodenpuffer | einweichen. PVDF-
Membran in Methanol einweichen, dann in Anodenpuffer Il.

Blot-Aufbau:

Kathode

3x Blotpapier + Kathodenpuffer
Gel

PVDF-Membran

1x Blotpapier + Anodenpuffer ||

2x Blotpapier + Anodenpuffer |

Anode

Immunodetektion:
PVDF-Membran 30-60 sec in H,O waschen und anschlieRend trocknen (min. 2 h oder Uber
Nacht bei RT). 5 min in Methanol inkubieren. 2x 10 min mit H,O waschen. Danach mind.

2 h in Blockierer inkubieren. 2 h Inkubation mit 1. Antikérper (1:1.000 gel6st in Blockierer).
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4x mit Blockierer waschen. 1 h Inkubation mit 2. Antikorper (1:30.000 geldst in Blockierer)
und Streptavidin (1:8.000 - 1:10.000). 4x 5 min in Waschlésung waschen.

Entwickeln:

Plastikfolie zuschneiden, Membran 1 min in Entwickler inkubieren, dann kopflber auf Folie
legen und damit einwickeln. Membran fir 10-15 min auf HyperECL film (Amersham)

exponieren. Film entwickeln und fixieren.
2.3.5 Heterologe Expression von Proteinen
Die Proteinexpression erfolgte mit einem C-terminalen Hexahistidin-tag heterolog in E. coli

(Vektor: pET26b, Stamm: Rosetta) nach folgenden Protokollen:

2.3.5.1 Analytische Proteinexpression

LB-Medium (flissig): Bacto-Tryptone 10¢g
2x 500 ml Bacto-Yeast extract 59
NaCl 10¢9
auf pH 7,0 einstellen ad 11
LBG-Medium 20 % (g/v) Glucose (steril) 12,5 ml auf 500 ml LB

(LB + 0,5% (w/v) Glucose)

Puffer A (pH 8,0)
100 mi

Puffer B (pH 8,0)
100 ml

Lysozym

20 mM Tris-HCI pH 8,0
20 % Saccharose (w/v)
2mM EDTA

50 mM Tris-HCI pH 8,0
20 mM EDTA

in Puffer B

1 ml 2 M stock
2049

400 pl 0,5 M stock
ad 100 ml

2,5 ml 2 M stock
800 pl 0,5 M stock

ad 100 ml

10 mg/ml

Bei der Expressionsanalyse im analytischen Maf3stab werden 5 ml LBG (LB-Medium mit
0,5% (w/v) Glucose, inkl. Antibiotikum) mit je 1/50 (100 pl) einer Ubernachtkultur (5 ml LBG)
angeimpft und bis zu einer ODgoo = 1 bei 37 °C inkubiert (ca. 3 h). Dann wird 1 ml Kultur
entnommen, 1 min bei 16.000 g zentrifugiert und das Pellet in 150 yl 4x Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen (Minus-Fraktion). Die restliche Kultur (4 ml) wird mit final 1 mM
IPTG (40 pl 0,1 M Stock/ 4 ml) versetzt. Die Inkubation nach der Induktion erfolgt bei 37 °C

fur weitere 3 h. Anschlielend wird erneut 1 ml Kultur entnommen, 1 min bei 16.000 g
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zentrifugiert und das Pellet in 150 pyl 4x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen (Plus-
Fraktion). Die restlichen 3 ml Kultur werden fur die Subfraktionierung verwendet.
Préparation der Subfraktionen:

Die Bakterienzellen werden durch Zentrifugation (1 min, 16.000 g) sedimentiert, in 1 ml
Puffer A resuspendiert, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend erneut
zentrifugiert (5 min, 16.000 g). Der Uberstand wird mit 2/5 (40%) Volumen 73% TCA
versetzt, 15 min auf Eis inkubiert, 10 min bei 16.000 g zentrifugiert, zweimal mit 80%
Aceton gewaschen und das Pellet nach Abdampfen des Acetons (10 min 40 °C Heizblock)
in 50 pl 4x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen (Periplasmafraktion). Das Pellet wird in
900 pl Puffer B resuspendiert und anschlieBend nach Zugabe von 100 pl Lysozym
(10 mg/ml in Puffer B) bei RT 30 min inkubiert. Der Ansatz wird drei Gefrier/Tau-Zyklen
unterzogen (jeweils in flissigen N, einfrieren und anschlieBend bei 37 °C auftauen).
Danach wird der Ansatz 5 min bei 2.500 g zentrifugiert und das Pellet in ca. 700 ul Puffer B
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min 2.500 g) wird das Pellet in 50 pl 4x
Laemmli-Probenpuffer aufgenommen (inclusion bodies). Der Uberstand wird wie schon im
Fall des Periplasmas TCA-gefallt und final in 50 pl 4x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen
(Cytosol und Membranfraktion). Die gewonnenen Fraktionen werden wie folgt auf ein SDS-
Gel (vgl. Abschnitt 2.3.1) aufgetragen: 30 pl Minus-Fraktion, 30 ul Plus-Fraktion, 10 pl

Periplasmafraktion, 10 pl inclusion bodies, 10 uyl Cytosol-Membranfraktion.

2.3.5.2 Praparative Proteinexpression
Die Expression von Proteinen im praparativen Malistab wurde basierend auf einem

Protokoll durchgefiihrt, wie es in Rudolph et al., 1997 beschrieben ist.

LBG-Medium vgl. Abschnitt 2.3.5.1
Homogenisationspuffer 100 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

pH 7,0 mit HCI einstellen, Lagerung bei 4 °C

Membranwaschpuffer 1,5M NaCl
6% (v/v) Triton X-100
60 mM EDTA
Waschpuffer 100 mM Tris-HCI
20 mM EDTA

pH 7,0 mit HCI einstellen, Lagerung bei 4°C
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Zur Expression werden 500 ml LBG-Medium (inkl. entsprechendes Antibiotikum) mit 5 ml
einer Ubernachtkultur (5-20 ml LBG) angeimpft und bis zu einer ODgy = 1 bei 37 °C
inkubiert. Die Induktion erfolgt durch Zugabe von final 1 mM IPTG. AnschlieRend wird die
induzierte Expressionskultur weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit werden
die Zellen 15 min auf 4 °C abgekuhlt, 30 min bei 4 °C und 4.000 U/min (Sorvall Super T21;
SLC-750T-Rotor) zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien werden in 25 ml
Homogenisationspuffer pro 5 g Frischgewicht vorsichtig resuspendiert, Lysozym zugegeben
(1,5 mg Lysozym pro g Frischgewicht) und 30 min bei 4 °C inkubiert. Der Aufschluss der
Zellen erfolgt durch zweimalige "French Press” (SIMAMINGOR, Spectromic Instruments,
French-Pressure-Cell FA-031). Die beim Aufschluss der Zellen freigesetzte DNA wird durch
Zugabe von DNase (2,4 U pro ml "French Press“-Lésung und 3 mM MgCl,) wahrend
20 minutiger Inkubation bei 25 °C abgebaut. Zum Waschen der inclusion bodies wird nun
0,5 Volumen Membranwaschpuffer zugegeben. Nach 30 minutiger Inkubation auf einem
Drehrad bei 4 °C werden die inclusion bodies 15 min bei 4 °C und 31.000 g zentrifugiert und
mit Hilfe des Polytron® PT3000 (Kinematica® (Littau-Lucerne, Schweiz), Polytron PT-DA
3007/2) bei 12.000-14.000 U/min in 40 ml Waschpuffer resuspendiert. Dieser Waschschritt
wird 4x wiederholt, um das Triton mdoglichst vollstandig zu entfernen. Die gereinigten
inclusion bodies werden abschlielfend 15 min bei 4 °C und 31.000 g zentrifugiert. Die
Pellets kénnen mehrere Wochen bei —20 °C gelagert bzw. direkt in 8 M Harnstoff
aufgenommen werden. Das Losen des Pellets erfolgt durch Resuspendieren mittels des
Polytron® PT3000 mit nachfolgender Inkubation Uber Nacht auf einem Drehrad bei
Raumtemperatur. Nach Zentrifugation fir 30 min bei 25°C und 31.000g kann der

Uberstand fiir weitere Reinigungsschritte verwendet werden.

2.3.5.3 Reinigung heterologer Hiss-Proteine durch Ni**-NTA-Affinitatschromatographie

Equilibrierungspuffer 8M Harnstoff

20 mM NaH,PO, pH 7,5
Harnstoffpuffer 8M Harnstoff

1x PBS
Elutionspuffer 20 mM Na,HPO,

500 mM NaCl

500 mM Imidazol

pH 7,0 mit HCI einstellen, Lagerung bei 4°C
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Zur Affinitdtschromatographie wurde die Ni-NTA Sepharose™ 6 Fast Flow Matrix von
GEHealthcare verwendet. Bei der Vorbereitung der Matrix wurden 2 ml Saulenmaterial
zunachst mit entgastem ddH,O gespullt und anschlieRend mit Harnstoffpuffer equilibriert.
Anschlieend wurde die Ni-NTA Matrix auf eine Schwerkraftsdule (Bio-Rad) uberfuhrt.

Die inclusion bodies in Harnstoffpuffer aus der Proteinexpression wurden fir die Ni-
Affinitatschromatographie eingesetzt. Nach einem Zentrifugationsschritt (28.000 U/min; 1 h;
Beckmann Optima™MAX Ultrazentrifuge, SW28 Rotor) wurde der Uberstand auf die
Saulenmatrix gegeben (4 °C, 15 ul/ min pumpen) (Durchfluss D). Danach wurde die
Saulenmatrix mit 10 ml Harnstoffpuffer gewaschen (Waschfraktion W). Die Elution erfolgte
mit 5x 2 ml Elutionspuffer (Elutionsfraktionen E1-E5). Je 10 ul der Fraktionen wurden zur
Uberprifung der Reinigung einer SDS-PAGE unterzogen. Die erhaltenen Fraktionen

wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.3.6 Antikorperproduktion

Fir die Herstellung eines Antikdrpers gegen Cytochrom c1 wurde das Gen in den pET26b-
Vektor kloniert (vgl. Abschnitt 2.2.3.2). Die Uberexpression erfolgte im praparativen
Malstab in E. coli (vgl. Abschnitt 2.3.5.2). Die gereinigten inclusion bodies der Expression
wurden mittels Ni**-NTA-Affinititschromatographie gereinigt. Die erste Elutionsfraktion (E1)
wurde Uber eine praparative SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der Coomassie-Colloidal-
Farbung und Entfarbung mit H,O wurde die Cytochrom c1 Bande ausgeschnitten und in 5
Aliquots getrennt. Diese wurden fur die Antikérperproduktion eingesetzt. Die

Antikorperproduktion selbst erfolgte durch die Firma Innovagen (Lund, Schweden).

2.4 Methoden zur in vitro Analyse von Proteinen

241 Gemeinsame Praparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus Erbse

(Pisum sativum L.)

Mitochondrienpraparation:

EB-Puffer 450 mM Saccharose
(Extraktionspuffer) 15 mM MOPS
1,5 mM EGTA-KOH pH 7,2
pH 7,4 mit KOH einstellen; autoklaviert bei 4 °C lagern
0,6 % PVP |
0,2 % BSA ¢ erst vor Gebrauch zufiigen
10 mM DTT |

0,2 mM PMSF J
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WB-Puffer
(Waschpuffer)

RB-Puffer

(Resuspensionspuffer)

5x Gradientenpuffer

Percoll-Lésungen

Chloroplastenpraparation:
5x SRM
(Sorbitolresuspensions-

medium)

Percoll-Lésungen

300 mM Saccharose

10 mM MOPS

1 mM EGTA-KOH pH 7,2

pH 7,2 mit KOH einstellen; autoklaviert bei 4 °C lagern

0,2 mM PMSF (erst vor Gebrauch zufiigen)
400 mM Mannitol

10 mM MOPS

1 mM EGTA-KOH pH 7,2

pH 7,2 mit KOH einstellen; autoklaviert bei 4 °C lagern

0,2 mM PMSF (erst vor Gebrauch zufiigen)
1,5M Saccharose

50 mM MOPS

pH 7,2 mit KOH einstellen; autoklaviert bei 4 °C lagern

Stufe: 18 % 23 % 40 %
5x Gradientenpuffer: 4 ml 4 ml 4 ml
Percoll: 3,7 ml 4,7 ml 8 ml
H,0: 12,3 ml 11,3 ml 8 ml
250 mM HEPES-KOH pH 8,0

1,65 M Sorbitol

Stufe: 35 % 80 %

5x SRM: 2,0 ml 2,0 ml

Percoll: 3,5ml 8,0 ml

H,0: 4.5 ml -

Alle folgenden Schritte

werden bei 4 °C im Kuhlraum bzw. auf Eis durchgefuhrt und die

verwendeten Puffer bzw. Gerate (Zentrifuge, Rotor) auf 4 °C vorgekuhlt. Um die Zerstérung

der Organellen durch Scherkrafte zu verhindern, werden die verwendeten Pipettenspitzen

abgeschnitten.
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Mitochondrienpréparation:

Zellaufschluss und differentielle Zentrifugation:

Etwa 40 - 60 g junge Erbsenkeimlinge (ca. 8-12 Tage alt) werden mit 250 ml eiskaltem EB-
Puffer im Waring blender homogenisiert (5 x 2 s), das Homogenat anschliellend durch zwei
Lagen Miracloth (100 um PorengrofRe; Calbiochem, La Jolla, USA) und eine Schicht
Nylongewebe (31 um PorengrofRe) filtriert und danach fir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert
(Zentrifuge: Sorvall Super T21; Rotor: Sorvall SLC-250T; diese werden auch bei den
nachsten beiden Zentrifugationsschritten eingesetzt). Das Sediment wird vorsichtig in 10 ml
1x SRM resuspendiert. Dabei wird der Zentrifugenbecher auf Eis gestellt und das Sediment
vorsichtig mit einem weichen Pinsel gelost. Dieses Sediment wird zur
Chloroplastenpraparation eingesetzt und wahrend der Mitochondrienpraparation dunkel und
auf Eis gelagert. Der Uberstand wird 5 min bei 6.000 g erneut zentrifugiert. Das Sediment
wird wieder verworfen und der Uberstand ein drittes Mal zentrifugiert, diesmal 10 min bei
16.000 g. Danach wird das Sediment vorsichtig in 2 ml WB-Puffer resuspendiert. Dabei wird
der Zentrifugenbecher auf Eis gestellt und das Sediment vorsichtig mit einem weichen
Pinsel gelost.

Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation:

In zwei 30 ml Corex-Zentrifugenrdhrchen wird jeweils ein dreistufiger Percollgradient
vorgelegt (je 6 ml von 40 %-, 23 %- und 18 %-Percoll-Lésung vorsichtig mit Hilfe von
Korkstliickchen Ubereinanderschichten) und mit je 2 ml der resuspendierten Organellen
vorsichtig Uberschichtet und 45 min bei 12.000 g zentrifugiert (Zentrifuge Sorvall Super T21;
Rotor: Sorvall SL-50T, Bremse ab 5000 g abstellen). Die intakten Mitochondrien werden
aus der Interphase zwischen der 23 %- und der 40 %-Percollstufe entnommen und in einen
250 ml-Zentrifugenbecher tberfuhrt, in dem 100 ml RB-Puffer vorgelegt sind. AnschlieRend
werden die Mitochondrien 15 min bei 10.000 U/min sedimentiert (Zentrifuge Sorvall Super
T21; Rotor: Sorvall SLC-250T). Der Grofteil des Uberstandes wird vorsichtig entfernt, das
Sediment in RB-Puffer gelést und in 30 ml Corex-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Es wird
erneut zentrifugiert (15 min bei 10.000 rpm zentrifugieren (Sorvall Super T21; Rotor: Sorvall
SL-50T). Die Mitochondriensuspension wird mindestens zweimal in RB gewaschen. Das
Sediment wird dann in einem maximalen Volumen von 1 ml RB-Puffer resuspendiert und
15 min bei 13.000 U/min (Zentrifuge: Biofuge fresco/Heraeus). Das Sediment wird
schlieBlich in ca. 200 ul RB-Puffer resuspendiert und der Proteingehalt bestimmt.
Proteinbestimmung mittels Bradford-Reagenz:

Die Proteinbestimmung basiert auf Bradford, 1976.

1 ul Mitochondriensuspension werden mit 99 ul 1 M Harnstoff und 700 ul H,O versetzt und
1 min bei 13.000 U/min zentrifugiert (Biofuge/Heraeus). Der Uberstand wird mit 200 pl

Bradford-Reagenz versetzt. Die Extinktion wird nach 5 min Inkubationszeit bei 595 nm
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gemessen (Shimadzu UV-1602) und die Protein-Konzentration aus einer Eichgeraden

bestimmt.

Chloroplastenpréparation:

Fur die Chloroplastenpraparation wird das resuspendierte Pellet des ersten Schrittes der
differentiellen Zentrifugation eingesetzt. In zwei 15 ml Corex-Zentrifugenrohrchen werden je
7 ml des 35 %igen Percollkissens vorgelegt, mit den resuspendierten Chloroplasten
vorsichtig Uberschichtet und 7 min bei 4.000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge Sorvall Super
T21; Rotor: SL-50T). Das Sediment, das zum Grof3teil aus intakten Chloroplasten besteht,
wird in ca. 10 ml 1x SRM resuspendiert und 2 min bei 3.000 U/min sedimentiert (Zentrifuge
Sorvall Super T21; Rotor: SL-50T). Dieser Waschschritt wird wiederholt. Das Sediment wird
schlief3lich in ca. 2 ml 1x SRM resuspendiert und der Chlorophyligehalt bestimmt.
Bestimmung des Chlorophyligehaltes:

Die Chlorophyllbestimmung basiert auf Arnon, 1949.

10 ul Chloroplastensuspension werden mit 990 ul 80 % Aceton versetzt und gut gemischt
(Vortex). Anschliefiend wird 2 min bei 13.000 U/min zentrifugiert (Biofuge fresco/Heraeus).
Die Extinktion des Uberstands wird bei 645 und 663 nm gemessen (Shimadzu UV-1602)
und die Chlorophyll a-Konzentration nach folgender Formel berechnet:

¢ [ug Chlorophyll/ml] = 20.2 x Agss + 8.02 x Agsz (x100)

2.4.2 Fraktionierung von Mitochondrien

SFB 10 mM HEPES-KOH pH 7,6
(Subfraktionierungspuffer) 60 mM Saccharose
1 mM PMSF

Die Mitochondrien werden sedimentiert (15 min 13.000 rpm, 4 °C, Biofuge fresco/Heraeus).
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in SFB resuspendiert, sodass die
Proteinkonzentration ¢ = 10 pg/pl entspricht. Der Aufschluss der Mitochondrien erfolgt durch
3 Gefrier-Tau-Zyklen in Flussig-N,. AnschlieBend erfolgt die Trennung durch
Ultrazentrifugation (15 min 200.000 g). Das Pellet reprasentiert die Membranfraktion (mf).
Der Uberstand entspricht der l6slichen Fraktion (sf). Die Proben werden mit Laemmli-

Probenpuffer versetzt, wobei ein Endvolumen von 50 ul erreicht werden soll.

2.4.3 Fraktionierung von Chloroplasten

HM 10 mM HEPES-KOH pH 8,0

(Homogenisationsmedium) 5mM MgCl,
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HME HM
10 mM EDTA

Die Chloroplasten werden sedimentiert (3 min, 6.000 U/min, 4 °C, Biofuge fresco/Heraeus),
der Uberstand verworfen und das Pellet in 75 pul HME-Puffer resuspendiert. Bei
10 minutiger Inkubation auf Eis erfolgt die Osmolyse. Danach werden die Thylakoide durch
Zentrifugation sedimentiert (5 min, 13.000 U/min). Der freigesetzte Stromaextrakt im
Uberstand wird vollstandig abgenommen und mit 25 pl 4x Laemmli-Puffer versetzt (Stroma-
Fraktion s). Durch zweimaliges Waschen der Thylakoide in jeweils 200 pyl HM-Puffer soll
das restliche Stroma entfernt werden (Zentrifugation bei 13.000 U/min fir 5 min). Das Pellet
wird dann wieder in 200 yl HM-Puffer resuspendiert und gleichmaRig auf zwei
Reaktionsgefalte verteilt, wobei die eine Halfte (100 pl) mit 10 yl Thermolysin-Lésung
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert wird (plus-Fraktion t+). Die andere Halfte inkubiert
ohne Zugabe von Thermolysin wahrend dieser Zeit auf Eis (minus-Fraktion t-).
AnschlieRend werden beide Fraktionen zentrifugiert (5 min, 13.000 U/min) und die
Sedimente in jeweils 50 pl 2x Laemmli-Puffer (mit EDTA) aufgenommen. Zum Schluss

werden alle Fraktionen denaturiert (5 min, 95 °C).

2.4.4 Solubilisierung organelldrer Proteine

Lysepuffer 50 mM Bistris
1™ g-Aminocapronsaure
5 mM EDTA
1 mM PMSF

5 % Digitonin 50 mg/ 1 mlin ddH,O

5 min bei 100 °C lésen

10 % Dodecylmaltosid 50 mg/ 0,5 ml in ddH,O

Die Mitochondrien in RB waschen und abzentrifugieren. Das Pellet in 20 ul Lysepuffer und
3yl 10 % Dodecylmaltosid resuspendieren. Den Ansatz 1 h bei 4 °C auf dem Rotator
inkubieren und anschlieRend zentrifugieren (1 h, 4 °C, 19000 rpm). Den Uberstand mit 5 %
BN-Probenpuffer (5 % Coomassie-G250) versetzen, 10 min auf Eis inkubieren und danach

fur 5 min bei 19000 rpm zentrifugieren. Der Uberstand wird auf ein BN-Gel aufgetragen.

Die Chloroplasten in 1x SRM waschen und abzentrifugieren. Das Pellet in 15 ul Lysepuffer

und 7,5l 5% Digitonin resuspendieren. Den Ansatz 1h bei 4 °C auf dem Rotator
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inkubieren und anschlieRend zentrifugieren (1 h, 4 °C, 19000 rpm). Den Uberstand mit 5 %
BN-Probenpuffer (5 % Coomassie-G250) versetzen, 10 min auf Eis inkubieren und danach

5 min bei 19000 rpm zentrifugieren. Der Uberstand wird auf ein BN-Gel aufgetragen.

2.4.5 Gemeinsame Praparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus Spinat
(Spinacia oleracea L.)

Die Praparation der Organellen aus Spinat erfolgt prinzipiell analog zur Praparation aus

Erbse (vgl. Abschnitt 2.4.1). Im Folgenden wird auf die Abweichungen zu diesem Protokoll

eingegangen.

Mitochondrienpraparation:

Percoll-Lésungen Stufe: 5% 25 % 45 %
5x Gradientenpuffer:; 4 ml 4 ml 4 ml
Percoll: 1 ml 5ml 9 ml
H,0: 15 ml 11 ml 7 mi

Chloroplastenpraparation:

HoM 0,33 M Sorbitol
(Homogenisations- 2mM EDTA
medium) 1 mM MgCl,
1mM MnCl,
50 mM HEPES-KOH pH 7,6
5mM Na-Ascorbat  (erst vor Gebrauch zuftigen)
PBF-Percoll- 3 % (wiv) PEG 6000 ]
Stammlésung 1 % (wiv) BSA t geldst in Percoll
1 % (Wiv) Ficoll 4000 J
Percoll-Lésungen Stufe: 45 % 85 %
Sorbitol: 30g 1,89
PBF-Stammldsung: 22,5 ml 25,5 ml
1 M HEPES-KOH pH 7,6: 2,5 ml 1,5 ml
0,5M EDTA pH 8,0: 200 pl 120 pl
1 M MgCl,: 50 ul 30 ul
H,0: 24,8 ml 2,8 ml
2V: 50 ml 30 ml

Das Pflanzenmaterial (Spinatblatter) wird am Abend vor der eigentlichen Praparation
geerntet, in eiskaltem ddH,O gewaschen, mittels Salatschleuder getrocknet und tber Nacht

dunkel im Kihlraum gelagert, um den Starkegehalt zu reduzieren. Fir den 3-Stufen-
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Percollgradient ~ (Mitochondrienpraparation)  werden in  zwei 30 ml Corex-
Zentrifugenrohrchen je 5ml 45 %, 12 ml 25 % und 4 ml 5 % Percoll-Lésung vorsichtig
Ubereinandergeschichtet. Fur den 2-Stufen-Percollgradient (Chloroplastenpraparation)
werden in zwei 15 ml Corex-Zentrifugenréhrchen je 3 ml 85 % und 5 ml 45 % Percoll-
Lésung vorsichtig Ubereinandergeschichtet. Statt SRM wird far die

Chloroplastenpraparation HoM verwendet.

2.4.6 Gemeinsame Praparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus Kartoffel
(Solanum tuberosum L.)

Die Praparation der Organellen aus Kartoffel erfolgt analog zur Praparation aus Erbse (vgl.

Abschnitt 2.4.1).

2.4.7 In vitro Transkription

5x NTPs red.GTP je 2,5 mM ATP, CTP, UTP
0,25 mM GTP

25x GTP 11,25 mM GTP

CAP 10 mM m’G(5 )ppp(5°)G

Vor der in vitro Transkription werden alle verwendeten Plasmide hinter der inserierten cDNA
mittels Restriktionsendonukleasen linearisiert, um eine effiziente MRNA-Synthese zu
erreichen. Die Transkription erfolgt dann je nach Orientierung der codierenden DNA mit der
T3- bzw. T7-RNA-Polymerase. Die Isolierung der eingesetzten Plasmid-DNA erfolgte im
Midi-MaRstab. Die Transkription wird in einem Endvolumen von 25 pl durchgefuhrt (Tabelle
2.5). Nach einer Inkubation von 60 min bei 37 °C wird 1 pl 25x GTP zugegeben und fur
weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz wird dann auf 100 ul aufgefullt, mit
5 ul 4 M Ammoniumacetat und 250 pl Ethanol bei -20 °C gefallt und dort gelagert.

Tabelle 2.5: in vitro Transkriptionsansatz unter Nutzung des T3- bzw. des T7-Promotors

Orientierung: T3> T7 T7= T3
DEPC-ddH,0O 3,3 ul 10,3 pl
5x T3-Puffer 5,0 pl -

10x T7-Puffer - 2,5yl
5x NTPs, red. G 5,0 pl 5,0 ul
CAP (10 mM) 1,2 ul 1,2 pl

DTT (100 mM) 7,5 ul 2,5 ul
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DNA, linearisiert (1 ug/ul) 2,0 yl 2,0 pl
RNase-Inhibitor (50 U/ul) 0,5 ul 0,5 ul
T3-RNA-Polymerase (50 U/ul) 0,5 pl -

T7-RNA-Polymerase (20 U/ul) - 1,0 ul
Total: 25 ul 25yl

2.4.8 In vitro Translation

2.4.8.1 Translation mittels Reticulocytenlysat

Die Translation wurde mit einem Reticulocytenlysat aus Kaninchen (Promega, Madison
USA), einem zellfreien eukaryontischen Translationssystem, durchgefiihrt. Dieses zellfreie
System hat den Vorteil, dass eine ganz bestimmte RNA als Template verwendet werden
kann und auRerdem die Markierung des spater zu untersuchenden Proteins durch Einbau
radioaktiv-markierten [*>S] Methionins méglich ist.

Zur Translation der RNA werden 10 ul des gefallten Transkriptionsansatzes entnommen
und 30 min bei 4 °C und 15.000 U/min (Zentrifuge: Sorvall Super T21; Rotor: Sorvall ST-
Micro) zentrifugiert. AnschlieRend wird das Pellet an der Luft getrocknet. Der
Translationsansatz (Tabelle 2.6) wird auf das getrocknete RNA-Pellet gegeben und flr
60 min bei 30 °C inkubiert. Die Translationsansatze kdnnen nach der Inkubation bei —80 °C
gelagert bzw. je 0,5—-1 yl zum Test einer SDS-PAGE unterzogen und autoradiographisch

Uberprift werden.

Tabelle 2.6: in vitro-Translationsansatz mit Reticulocytenlysat

ddH,O 4,35 pl
Reticulocytenlysat 6,25 pl
Aminosaure-Mix (ohne Met) 0,25 pl
1 M KCI 0,9 ul

0,1MDTT 0,25 pl
[*°S] — Met 0,50 ul
Total 12,5 pl

2.4.8.2 Translation mittels Weizenkeimextrakt

Eine weitere Methode zur Synthese radioaktiv-markierter Proteine ist die in vitro-Translation
mittels Weizenkeimextrakt (Promega, Madison, USA). Die RNA wird analog zur
Reticulocytenlysat-Translation (vgl. Abschnitt 2.4.8.1) gewonnen. Die pelletierte RNA wird in
3,5 pl H,O resuspendiert und dann mit dem Translationsansatz (Tabelle 2.7) gemischt. Die
Reaktion erfolgt fiir 1-2 h bei 25 °C. AnschlieRend wird entsprechend 2.4.8.1 verfahren.
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Tabelle 2.7: in vitro-Translationsansatz mit Weizenkeimextrakt

ddH,O 1,15 pl
Weizenkeimextrakt 6,25 ul
Aminosaure-Mix (ohne Met) 1,00 pl
[*°S] — Met 0,60 ul
RNA in H,O 3,5ul

Total 12,5 pl

2.4.9 |In vitro Import

Thermolysin-Ldsung 2mg

25 mM
4x Laemmli-Puffer 0,25M

8 % (w/v)

40 % (w/v)
20 % (w/v)
0,016 % (w/v)

2x Laemmli-Puffer (+ EDTA) 50 % (v/v)

Thermolysin/ml
CaC|2

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Glycerin
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

4x Laemmli-Puffer

20 mM EDTA
2x Importpuffer 0,6 M Saccharose

30 mM HEPES-KOH

10 mM KH,PO;

0,1 % BSA

pH 7,4
Tabelle 2.8: Import-Mastermix
Stock 2Viina = 1 ml Cfinal

2x Import buffer 0,5ml 1x

1M MgCl, 4 pl 4 mM
250 mM Methionin 16 pl 4 mM
100 mM ATP 40 ul 4 mM
100 mM GTP 10 ul 1 mM
100 mM ADP 2yl 0,2 mM
100 mM Malat 50 ul 5mM
0,5M DTT 10 pl 4,5 mM
1M Potassium acetat 10 ul 10 mM
1™ NaHCO; (fresh) 10 ul 10 mM

ddH,0

348 i
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2.49.1 Standardansatz

Die Mitochondrien wurden auf eine Proteinkonzentration von 10 ug/ul in RB eingestellt. Die
Chloroplasten wurden auf eine Chlorophyllkonzentration von 1 mg/ml in 1x SRM eingestellt.
Beim Pipettieren der Organellen wurden wieder abgeschnittene Spitzen verwendet, um die
Beschadigung der Organellen durch Scherkrafte zu vermeiden. Der Importansatz wurde
25 min bei 25°C im beleuchteten Wasserbad inkubiert, die Importreaktion durch die
Zugabe von 90 pl eiskaltem 1x Importpuffer abgestoppt und der Reaktionsansatz geteilt (2x
100 pl).

Tabelle 2.9: Standardimportansatz

Mitochondrienimport M Chloroplastenimport C
Mitochondrien (10 pg/ul Protein) 10 pl -
Chloroplasten (1 ug/ul Chlorophyll) - 25 ul
In vitro Translation 10 10 pl
Import-Mastermix 90 ul 75 ul
Total 110 i 110 pl

Ein Teil wurde sedimentiert (Chloroplasten: 3 min, 4 °C, 3.500 g; Mitochondrien: 15 min,
4 °C, 16.000 g) und das Pellet gewaschen (Chloroplasten: 200 ul 1x SRM; Mitochondrien:
200 ul RB-Puffer). Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt und das Pellet in 20 pl
2x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C denaturiert (C-, M-).

Der zweite Teil des abgestoppten Importansatzes wurde mit 1/20 Volumen Thermolysin
(2 mg/ml in 25 mM CacCl,) versetzt und 40 min auf Eis inkubiert. Nach Abstoppen des
Verdaus durch Zugabe von 1/50 Volumen 0,5M EDTA wurden auch diese Ansatze
zentrifugiert (Chloroplasten: 3 min, 4 °C, 3.500 g; Mitochondrien: 15 min, 4 °C, 16.000 g),
die Pellets resuspendiert (Chloroplasten: 200 pl 1x SRM; Mitochondrien: 200 ul RB-Puffer),
dieser Waschschritt wiederholt und die gewaschenen Pellets in 20 yl 2x Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach einer abschlieRenden
Zentrifugation der denaturierten Proben (1 min, 6.000 g) konnten die Ubersténde tiber SDS-
PAGE analysiert werden. Bei vollstandiger Auftragung (20 ul) entsprach dies bei den
Chloroplasten einer Chlorophylimenge von 12,5 ug (C-, C+) und bei den Mitochondrien

einer Proteinmenge von 50 ug (M-, M+).

2.4.9.2 Gemischter Ansatz
Der gemischter Importansatz wurde prinzipiell nach dem Protokoll von Rudhe et al., 2002a

durchgefuhrt. Der genaue Ablauf ist im Folgenden dargestellt (Tabelle 2.10).
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Tabelle 2.10: FlieBschema fiir die Durchfiihrung des gemischten Importansatzes

M — Mitochondrienimport  CM — Gemischter Import C — Chloroplastenimport
Ansatz 100 pg Protein (Mitos) 100 pg Protein (Mitos) -
2 110 pl 25 ug Chlorophyll 25 ug Chlorophyli
10 pl IVTL 10 pl IVTL 10 pl IVTL
90 pl dual-MM 65 pl dual-MM 75 yl dual-MM
Inkubation 20 min 25 °C im Licht
Aliquotieren  Ansatz + 90 ul 1x Ansatz + 90 pl 1x Importpuffer Ansatz + 90 pl 1x
Importpuffer 2 Aliquots a 100 pl Importpuffer
2 Aliquots a 100 pl 2 Aliquots a 100 pl
Protease- Aliquot 1: Kein Proteaseverdau
verdau Aliquot 2: Thermolysin-verdau: + 9 pl 2 mg/ml Thermolysin
30 min auf Eis
Stop: + 3 ul 0.5 M EDTA
Reinigung uber 20 % - Percoll Uber 4 % - Percoll, uber 35 % - Percoll
30 s bei 13000 rpm max.
M cM (obere Phase) Cm (untere Phase) C
Waschen In 200 pl RB In 200 pl RB In 200 pl 1x SRM  In 200 pl 1x SRM
Fraktionen M-/ M+ cM-/ cM+ Cm-/Cm+ C-/C+

2.4.9.3 lonophoren-Ansatze (Nigericin, Valinomycin)

Valinomycin Stammlésung: 10 mM in 100% EtOH

Stammldsung schrittweise mit 1x Importpuffer verdiinnen — ¢ g,q = 0,1 mM

Nigericin Stammlbsung: 0,1 mMin 100% EtOH

Die Importansatze (Organellen + Import-Mastermix) wurden vor Substratzugabe mit
Valinomycin bzw. Nigericin (Tabelle 2.11) versetzt und 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert.
Danach wurden 10 uyl Substrat (invitro Translation) zugeben. Der Import und die
Probenaufarbeitung erfolgte wie fir den Standardimport beschrieben (vgl. Abschnitt
2.4.91).

Tabelle 2.11: Eingesetzte lonophorenkonzentrationen

Ansatz Valinomycin Nigericin
+1,1p1 0,1 mM +2,3ul 0,1 mM
+1,1ul1MKCI

Finale Konzentration 1uM 2 uM
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2.4.9.4 Kompetitionsansatze

Die Kompetitionsexperimente wurden mit Uberexprimiertem Protein (Tabelle 2.12)
durchgefihrt. Die Konzentrationen der Kompetitorproteine im Importansatz lagen zwischen
0 und 1,5 uyM. Dabei wurde in jedem Ansatz die gleiche Konzentration Harnstoff zugesetzt.
Der Kompetitormix (Kompetitorprotein + Harnstoff) wurde zusammen mit der Translation im
Reaktionsgefall vorgelegt. AnschlieBend wurde zunachst der Import-Mastermix und dann
die Organellen entsprechend einem Standardimportexperiment (vgl. Abschnitt 2.4.9.1)
zugegeben. Der Import und die Probenaufarbeitung erfolgte analog dem Standardimport
(vgl. Abschnitt 2.4.9.1).

Tabelle 2.12: Eingesetzte Kompetitorproteine

Kompetitor OEC33 FNR Cytc1
Uberexpr. Protein 200 uM 140 uM 64 uM

in 7 M Harnstoff in 7 M Harnstoff in 8 M Harnstoff
1/10 in 1x Importpuffer 20 uM 14 uM -

in 0,7 M Harnstoff in 0,7 M Harnstoff

2.5 Methoden zur in vivo Analyse von Proteinen

2.5.1 Biolistische Transformation

Plasmid-DNA 300 ng/pl in ddH,0 pRT- Q/Not/Asc::Konstrukt
Goldpartikel 60 pg/ul 0,6 um

autoklavierte Trager

Agar-Platten 2 % (w/v) Micro-Agar

CaCl, 2,5Min ddH,0O

Spermidin (free base) 0,1 M in ddH,0

Die verwendete biolistische Schussapparatur wurde von der technischen Abteilung der
Universitat Freiburg angefertigt. Das im Folgenden beschriebene Protokoll wurde in unserer
Arbeitsgruppe etabliert (Baudisch, 2006).

Préaparation des Pflanzenmaterials:

Zur Transformation werden ca. 2 Wochen alte, bereits gedffnete Blatter von Pisum sativum
verwendet. Die Blatter werden unter sterilen Bedingungen zentral auf Agar-Platten

aufgelegt.
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Préparation der Goldpartikel:
Die Goldpartikel missen am Tag des Partikelbeschusses frisch prapariert werden. 2 mg der
verwendeten Goldpartikel werden dreimal in je 1 ml 100 % Ethanol gewaschen und

anschlieRend in 33,3 pl sterilem ddH,0 resuspendiert (finale Konzentration: 60 pg/pl).

Tabelle 2.13: Biolistische Transformation: Prazipitationsansatz

Lésung Volumen
Goldpartikel (60 ug/ul) 3,3 ul
Plasmid (300 ng/ul) 1,3 ul
CaCl; (2,5 M) 4,0 ul
Spermidin (0,1 M) 1,0 yl

Prézipitation der DNA auf die Goldpartikel:

Der Fallungsansatz (Tabelle 2.13) wird sorgfaltig gemischt, 10 min bei RT inkubiert und
anschlieBend bei 16.060 g fur 15 bis 30 s bei RT zentrifugiert. 7,1 yl des Uberstandes
werden verworfen.

Partikelbeschuss:

Schussapparatur vorbereiten (Sterilbank, Vakuumpumpe anschlieen, Heliumschlauch
anschliefen, Gasventil 6ffnen (Druck = 12 bar), Kontrollapparatur einschalten). 2,5 pl
Fallungsansatz auf den Trager laden und in der Schussapparatur befestigen. Zielgewebe
auf Agar-Platten in der biolistischen Kammer positionieren. Der Abstand zwischen Trager
und Pflanzenmaterial sollte 8,0 cm (entspricht der 2. Ebene von oben) betragen. Die
Partikel werden mit Hilfe eines Heliumdruckes (12 bar) beschleunigt und in das Zielgewebe
geschossen. Der Beschuss erfolgt unter Vakuum, wobei auf der entsprechenden Anzeige
ein Wert von -0,8 bar eingestellt wird. Nach Auslésen des Schusses Uber die
Kontrollapparatur wird das Vakuum reduziert.

Inkubation:

Im Anschluss an den Beschuss wird auf die Agar-Platten mit dem Pflanzenmaterial ca.
500 ul steriles Leitungswasser gegeben. Die Platten werden mit Parafiim™ |uftdicht
verschlossen und bei RT dunkel inkubiert. AnschlieBend erfolgte die mikroskopische
Analyse (siehe Abschnitt 2.5.2).

2.5.2 Mikroskopie
Préaparation des Pflanzenmaterials flir die Mikroskopie:
Ein Stick des Blattgewebes wurde mit Leitungswasser infiltriert und mit der oberen

Blattepidermis nach oben auf einen Objekttrager positioniert, das entsprechende



Material und Methoden

53

Einschlussmedium (meistens Leitungswasser) dazugegeben und anschlieRend mittels

eines Deckglases luftblasenfrei bedeckt.

Mikroskopische Analyse und Bilddokumentation:

Das praparierte Pflanzenmaterial wurde mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie untersucht

und dokumentiert (Zeiss LSM 510).

2.6 Auswertung der Daten

2.6.1 Datenverarbeitung

Programm Anwendung
AIDA (advanced image data analyser — Raytest/Fujifilm) Autoradiographie
Image Gauge Version 4.0 (Fujifilm) Autoradiographie

Canvas (ACD Systems)

DNASTAR

LSM Image Browser (Carl Zeiss AIM)
AxioVision 4.5 (Carl Zeiss)

Bildbearbeitung
Sequenzanalyse
CLSM Datenverwaltung

AxioCam Datenverwaltung

2.6.2 Auswertung der mikroskopischen Bilder

Anhand der Durchlichtaufnahme der transformierten Zelle konnte die Zellkontur markiert

werden (Abb. 2.3). Die Uberlagerung der Fluoreszenzbilder wurde mit der Konturlinie

verknUpft, um die Begrenzung zwischen transformierter Zelle und den nicht-transformierten

Nachbarzellen deutlich zu machen.
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Chlorophyll

Abb. 2.3: Bearbeitung mikroskopischer Bilder. Die Markierung der Zellkontur in den
Fluoreszenzaufnahmen erfolgte auf Basis der Durchlichtaufnahme. Durch Uberlagerung mit YFP-
und Chlorophyll-Fluoreszenzaufnahmen (Merged) wird die Begrenzung der transformierten Zelle
deutlich.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Gemeinsame Praparation importkompetenter Mitochondrien und Chloroplasten

aus Blattgewebe

3.1.1 Methodenetablierung

Pisum sativum (8-10 d)

Homogenisation / Zellaufschluss

Differentielle Zentrifugation

1. Zentrifugationsschritt

2./3. Zentrfugationsschritt

Pellet resuspendieren in WB
nten Zentrifugation2

n 1xSRM = e
(*3

oroplasten

nten Zentrifugation3

isolierte isolierte

Quantifizigfting uber Chlorophyllgehalt

Quantifizierung Uber Proteingehalt

Abb. 3.1: Parallelpraparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus Pisum sativum. Das
homogenisierte Pflanzenmaterial wird einer differentiellen Zentrifugation unterzogen. Das
resuspendierte Pellet des ersten Zentrifugationsschrittes wurde lichtmikroskopisch untersucht (1), um
die Menge an intakten Chloroplasten festzustellen. Uber einen zweistufigen Percollgradienten (2)
werden die intakten von den aufgebrochenen Chloroplasten getrennt. Das letzte Pellet der
differentiellen Zentrifugation wird resuspendiert und Uber einen dreistufigen Percollgradienten (3)
werden die intakten Mitochondrien isoliert.

Grundlage fur die invitro Analyse von Proteintransportvorgdngen ist eine geeignete
Methode zur Praparation importkompetenter Organellen. Die Etablierung einer solchen
Methode stand eingangs im Fokus der Arbeit. Das Ziel war, sowohl Mitochondrien als auch
Chloroplasten aus ein und demselben Gewebe zu erhalten. Dadurch ist sichergestellt, dass
sie hinsichtlich Entwicklungsphase und Umwelteinflissen absolut identische Bedingungen

aufweisen. Es wurde Blattgewebe von Erbse eingesetzt, da Erbse eine U(bliche
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Modellpflanze zur Isolierung von Chloroplasten flr Proteintransportstudien ist und auch in
unserer Arbeitsgruppe routinemallig verwendet wird. Die Methode zur Praparation der
Organellen wurde darauf ausgerichtet, dass beide Organellen aus ein und demselben
Homogenat isoliert werden kdnnen (Abb. 3.1).

Fur die Parallelpraparation wird Blattmaterial homogenisiert und dann einer Kombination
aus differentieller und Dichtegradientenzentrifugation unterzogen. Nach dem ersten Schritt
der differentiellen Zentrifugation wird der Uberstand fiir die weitere Mitochondrienisolierung
eingesetzt. Das Pellet sollte den Groldteil der Chloroplasten enthalten. Das resuspendierte
Pellet wurde lichtmikroskopisch daraufhin untersucht, wie hoch der Anteil intakter
Chloroplasten war (Abb. 3.1 Bild 1). Intakte Plastiden heben sich, da sie von einer
doppelten Hullmembran umgeben sind, im negativen Phasenkontrast als helle Vesikel von
den dunkel erscheinenden, defekten Plastiden ab (Joyard et al.,, 1983). Das Pellet des
ersten Schrittes der differentiellen Zentrifugation enthalt hauptsachlich intakte Chloroplasten
und kann demnach fir die Chloroplastenisolierung eingesetzt werden. Sowohl fir die
Chloroplasten als auch fir die Mitochondrien erfolgt die weitere Isolierung Uber
Percolldichtegradienten (Abb. 3.1 Bild 2 und 3). Abschliel3iend werden die Organellen Uber
den Proteingehalt fir die Mitochondrien und Uber den Chlorophyligehalt fir die

Chloroplasten quantifiziert.

3.1.2 Identitat und Reinheit der isolierten Organellen

Der Erfolg der Praparation der Organellen wurde zunachst mikroskopisch kontrolliert (Abb.
3.2). Die isolierten Organellen zeigen im Hellfeld einen jeweils einheitlichen Phanotyp.
Nahezu alle Organellen der Chloroplastenpraparation weisen in der
Fluoreszenzmikroskopie Chlorophylifluoreszenz auf. In der Mitochondrienpraparation ist
Chlorophyllifluoreszenz dagegen nur in minimaler Menge zu detektieren, wobei die Grofie
der Chlorophyllsignale deutlich kleiner als ein Chloroplast ist. Dies weist auf eine nur sehr
geringe Kreuzkontamination mit chlorophyllhaltigen Vesikeln hin. Intakte Chloroplasten

finden sich demnach nicht in den isolierten Mitochondrien.
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Abb. 3.2: Mikroskopie der isolierten Organellen. Hellfeld- (A, C) und Fluoreszenzmikroskopie (B,
D) der isolierten Chloroplasten (oben) und Mitochondrien (unten). Die GroRenbalken entsprechen
20 um.

Im Weiteren wurden die isolierten Organellen hinsichtlich ihrer Identitdt und Reinheit mittels
Western-Analyse Uberprift (Abb. 3.3). Dazu wurden Antikdrper gegen organellspezifische
Proteine verwendet, um die An- bzw. Abwesenheit dieser Proteine festzustellen. Fir die
Mitochondrien waren das Proteine der inneren Membran (a75kDa, a30/31kDa und aCOXII)
und matrixlokalisierte Proteine (a«GDC, aldh). Die Chloroplasten wurden mit Antikbrpern
gegen Stroma- (aSSU, aFNR), Thylakoid- (aCFoll, aOEC23) und Hullmembranproteine
(aToc33) verifiziert. Als Proben wurden die Organellen in dem Verhaltnis eingesetzt, wie sie

auch fur die Importexperimente verwendet werden.
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Abb. 3.3: Identitat und Reinheit der praparierten Organellen aus Pisum sativum. Aufgetragene
Mengen an Organellen entsprechen dem Verhéltnis der Importansatze, d.h. Mitochondrien
entsprechend 10 ug Protein und Chloroplasten entsprechend 2,5 ug Chlorophyll. Die Proben wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Detektion der Proteine erfolgte Gber ECL Western Analyse.
Bei den oberen Blots wurde mit plastidaren, bei den unteren mit mitochondriellen Antikérpern
detektiert. Die Pfeile markieren die Signale, die den reifen Proteinen in den Organellen entsprechen.

Sowohl die Mitochondrien- als auch die Chloroplastenproteine sind eindeutig in der
jeweiligen Praparation zu detektieren. Die Analysen zeigen auch mogliche Kontaminationen
mit dem jeweils anderen Organell auf. Die Mitochondrienpraparation ist frei von Stroma, da
weder die kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (SSU)
noch die Ferredoxin-NADPH-Oxidoreduktase (FNR) detektierbar sind. Auch der Antikdrper
gegen die Untereinheit der Transportmaschinerie der aufleren plastidaren Hullmembran
(Toc33) zeigt keine Reaktion mit den Mitochondrien. Allerdings sind geringe Mengen der
Thylakoidproteine CFoll, einer Untereinheit || des Fo-Teils der ATP-Synthase, sowie
OEC23, der 23 kDa Untereinheit des Wasserspaltungsapparates, zu finden. Die
Mitochondrien sind also nicht mit Stroma verunreinigt und nur minimal mit
Thylakoidvesikeln. Es sind somit keine intakten Chloroplasten oder Plastiden anderen Typs
enthalten, die die spateren Importexperimente beeinflussen wirden. Die Ergebnisse fur die
Chloroplastenpraparation sind relativ ahnlich. Es gibt kein Signal fur die matrixlokalisierte
Isocitratdehydrogenase (Idh), woraus sich schlieRen lasst, dass keine intakten
Mitochondrien in den isolierten Chloroplasten enthalten sind. Allerdings zeigen zwei der drei
Antikérper gegen Proteine der inneren mitochondriellen Membran (COXIl, 75 kDa, 30/31
kDa Protein) eine Reaktion mit der Chloroplastenfraktion, wenn auch marginal. Dennoch

muss auf minimale Mengen an mitochondriellen Membranvesikeln geschlossen werden.
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Eine bemerkenswerte Ausnahme bildet das mitochondrielle H-Protein des
Glycindecarboxylase-Komplexes (GDC). Der Antikorper detektiert ein Protein in den
Chloroplasten, das eine vergleichbare Grofie wie das mitochondrielle Protein hat. Aufgrund
der Ergebnisse der anderen mitochondriellen Antikorper ist eine Kontamination der
Plastiden mit Mitochondrien als Ursache auszuschlielen. Hier handelt es sich eventuell um
ein Beispiel fUr ein duales Protein, das sowohl in den Mitochondrien als auch in den
Chloroplasten lokalisiert ist.

Im Ergebnis konnte ein Protokoll fir die gleichzeitige Praparation von Mitochondrien und
Chloroplasten etabliert werden. Die isolierten Organellen enthalten keine Kontamination mit
intakten Organellen des entsprechend anderen Typs. Sie sind nur minimal mit inneren
Membranen bzw. Organelltrimmern verunreinigt. Allerdings ist das unproblematisch fur
Analysen, die auf intakten Organellen beruhen, wie den in dieser Arbeit durchgefiihrten

Proteinimportstudien.

3.1.3 Importkompetenz der isolierten Organellen

Die Importkompetenz der isolierten Organellen wurde durch in vitro Importversuche
Uberprift/bestimmt (Abb. 3.4). Dabei dienen, mittels in vitro Transkription und Translation

erzeugte, radioaktiv markierte Vorlauferproteine (Precursor) als Substrate.

Die Importreaktion erfolgt durch Inkubation der Substrate zusammen mit den isolierten
Mitochondrien bzw. Chloroplasten im beleuchteten Wasserbad bei 25 °C flir 20 bis 30 min.
Im Anschluss wird jeder Ansatz in zwei Aliquote geteilt. Ein Aliquot wird ohne, das zweite
mit Protease, standardmaflig Thermolysin, behandelt. Alle Proteine, die ungeschutzt
aullerhalb der Organellen sind, werden durch die Protease abgebaut, nur importierte
Proteine sind geschitzt und damit proteasestabil. AbschlieRend werden die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt und die radioaktiv markierten Proteine sind dann mittels
Autoradiographie  detektierbar. Im Ergebnis erfolgt demnach ein Import der

Vorlauferproteine dann, wenn Prozessierung und Proteasestabilitat festzustellen sind.
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Abb. 3.4: Durchfiihrung eines in vitro Imports. Radioaktiv markierte Vorlauferproteine werden mit
isolierten Mitochondrien (M) oder Chloroplasten (C) inkubiert, anschlieBend verbleibt ein Teil des
Ansatzes unbehandelt, der zweite Teil wird mit Protease behandelt. Translation (t), Minusfraktion (M-
/C-) und Plusfraktion (M+/C+) werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Uber Autoradiographie
erfolgt die Detektion der markierten Proteine.

Plastidare Substrate sind die Ferredoxin-NADPH-Oxidoreduktase (FNR), die Untereinheit
des Fo-Teils der ATP-Synthase (CFoll) und zwei Proteine des Wasserspaltungsapparates
(OEC23 und OEC33). Als mitochondrielle Substrate werden das mitochondrielle Rieske-
Protein und das Cytochrom c1 verwendet, die beide zentrale Komponenten des bc1-
Komplexes der Atmungskette sind. Diese Vorlauferproteine wurden fir in vitro Importe
eingesetzt (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Import von in vitro translatierten Vorlauferproteinen in isolierte Organellen. Links der
gestrichelten Linie sind die plastidaren Proteine, rechts die mitochondriellen dargestellt. Es wurden
stéchiometrische Mengen an Translation (t), Mitochondrienimport (M) und Chloroplastenimport (C)
aufgetragen. Die Importproben wurden jeweils zur Halfte proteasebehandelt (+) oder
scheinbehandelt (-). Die schwarzen Pfeile markieren die Vorlauferproteine, die weillen Pfeile die
Prozessierungsprodukte, die nach Import ins Organell entstehen.

Sowohl OEC33 als auch CFoll zeigen keinen Import in die Mitochondrien. Lediglich
oberflachenassozierter Vorlaufer ist in den proteaseunbehandelten Proben zu erkennen,
der aber durch Zugabe von Thermolysin abgebaut wird. OEC33 wird in die Chloroplasten
importiert, es sind zwei proteasestabile Prozessierungsprodukte detektierbar, wobei es sich
zum einen um das Stromaintermediat, zum anderen um das reife Protein handelt. Das
thylakoiddre OEC33 besitzt ein zusammengesetztes Transportsignal, d.h. es erfolgt
zunachst die Prozessierung durch die SPP und das Stromaintermediat entsteht. Danach
wird das Protein Uber die Thylakoidmembran transportiert und durch die TPP zum reifen
Protein prozessiert. CFoll wird ebenfalls in die Chloroplasten importiert und dort zum reifen
Protein umgesetzt. Auch bei der FNR erfolgen erwartungsgemalfd Import und Prozessierung
zum reifen Protein bei den Chloroplasten. Es findet zudem eine Assoziation an die
Oberflache der Mitochondrien statt. Neben dem Vorlduferprotein ist hier jedoch ein
zuséatzliches Protein in den Mitochondrien zu detektieren, das eine dhnliche GroRe wie die

reife FNR in den Chloroplasten aufweist. Ein mitochondrieller Import erfolgt aber nicht
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nachweislich, da auf gleicher H6he auch ein Protein in der Translation festzustellen ist.
OEC23 zeigt, wie schon OEC33, einen Import in die Chloroplasten, wobei zwei
Prozessierungsprodukte zu finden sind, das Stromaintermediat und das eigentliche reife
Protein. Bei den Mitochondrien findet sich, im Gegensatz zu den anderen plastidaren
Proteinen, ein proteasestabiles Prozessierungsprodukt, das in seiner Grélke dem
Stromaintermediat in den Chloroplasten entspricht.

Das mitochondrielle Rieske zeigt einen Import in die Mitochondrien und die Prozessierung
zum reifen Protein. Ein Import in die Chloroplasten erfolgt nicht. Auch Cytochrom c1 wird
erwartungsgemalf in die Mitochondrien transportiert und dort zum reifen Protein prozessiert.
Uberraschenderweise findet auch ein Import mit anschlieRender Prozessierung in den
Chloroplasten statt. Das hierbei entstehende Prozessierungsprodukt ist grofier als das reife
Cytochrom c¢1 in den Mitochondrien.

Von den insgesamt sechs eingesetzten Substraten zeigen drei Proteine einen
monospezifischen Import (zwei plastidare und ein mitochondrielles). Im Wesentlichen
erfolgt kein oder nur ein marginaler Import organellfremder Proteine mit Ausnahme von
OEC23 und Cytochrom c1. Das plastidare OEC23 zeigt, neben dem erwarteten Import in
die Chloroplasten, einen Import in die Mitochondrien mit anschlielender Prozessierung zu
einem dem Stromaintermediat entsprechenden Protein. Das eigentlich mitochondrielle
Cytochrom c1 zeigt ebenfalls einen Import in beide Organellen, wobei sich die
entstehenden Prozessierungsprodukte deutlich in ihrer GréRe unterscheiden. Das bedeutet,
dass zwei verschiedenen Proteasen aktiv sind. Der beobachtete Import in die Chloroplasten
kann demzufolge nicht auf eine Kontamination der Chloroplastenpraparation mit
Mitochondrien zuriickzufiihren sein.

Generell kann aber festgestellt werden, dass die praparierten Organellen importkompetent
sind. Sie erkennen, importieren und prozessieren die angebotenen eigenen

Vorlauferproteine, auch wenn teilweise eine Fremderkennung festgestellt wurde.

3.2 Gemischter Importansatz

3.2.1 Methode

Die Experimente zur Analyse der Importkompetenz der isolierten Organellen ergaben
Uberraschende Ergebnisse flir die Vorlauferproteine Cytochrom c1 und OEC23. Beide
Proteine zeigen neben dem erwarteten Import in das authentische Organell auch einen

Transport in das entsprechende fremde Organell. Inwiefern diese Resultate auf einen
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spezifischen Import zurlickzufihren sind oder ob es sich um Artefakte des verwendeten
in vitro Systems handelt, musste Uberpruft werden.

In den Einzelimportexperimenten werden entweder Mitochondrien oder Chloroplasten als
mdgliche Ziele flr die Substrate angeboten. Ein mdglicher Fehltransport eines eigentlich
mitochondriellen Proteins in die Chloroplasten und umgekehrt kénnte man auf das Fehlen
des authentischen Organells zurtckfuhren. Um dies zu untersuchen, wurde der sogenannte
gemischte Importansatz etabliert, wie er von Rudhe et al., 2002a publiziert worden ist.
Dabei werden beide Organellen in einem Ansatz angeboten, um die Konkurrenzsituation
zwischen Mitochondrien und Chloroplasten, wie sie auch innerhalb der Pflanzenzelle
existiert, nachzustellen (Abb. 3.6).

V e

()

Fraktion M Fraktion M Fraktion C Fraktion C
single mixed mixed single
L\ VA L\ VA

Proteasebehandlung

C D
YV ¥ Y VY Y v v

C- C+ C- C+

Abb. 3.6: Schematische Darstellung des gemischten in vitro Imports. Die Mitochondrien (M) und
Chloroplasten (C) werden entweder getrennt flir Einzelimporte (single) oder gemeinsam (mixed)
eingesetzt. Nach dem in vitro Import erfolgt die Reisolierung. Proteasebehandlung, Elektrophorese
und Autoradiographie erfolgen wie fiir den Standard-in vitro-Import beschrieben (Abschnitt 3.1.3).

Die Organellen werden einerseits getrennt flir Einzelimporte und parallel dazu gemeinsam
fur den gemischten Import eingesetzt. Dadurch lassen sich im direkten Vergleich von
Einzel- und gemischtem Ansatz mdgliche Unterschiede feststellen. Nach der Inkubation mit
dem radioaktiv markierten Vorlduferprotein missen die Organellen wieder Uber ein

Percollkissen voneinander getrennt werden. Inwiefern diese Trennung im Mikromafistab
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erfolgreich durchgefuhrt werden kann, wurde uber Western Analyse mit Antikrpern gegen
plastidare Proteine Uberprift (Abb. 3.7). Dazu wurden die fur den invitro Import
eingesetzten Organellen vergleichend zu den nach dem Import reisolierten Mitochondrien

und Chloroplasten eingesetzt.

aSSU aOEC23 aToc33

Abb. 3.7: Identitat und Reinheit nach Reisolierung im Vergleich zu praparierten Organellen. Es
wurden gleiche Mengen an Organellen aufgetragen, bei den Mitochondrien entsprechend 10 ug
Protein, bei den Chloroplasten entsprechend 2,5 ug Chlorophyll. Nach der Auftrennung mittels SDS-
PAA-Gelelektrophorese erfolgte die Western Analyse mit dem entsprechenden Antikdrper. Die
praparierten Organellen (Mg, Cs) im Vergleich zu den reisolierten (M,,, C,,) zeigen den Erfolg der
Reisolierung im Mikromafistab. Die Pfeile markieren die Signale, die den reifen Proteinen in den
Organellen entsprechen.

Die Antikoérper gegen SSU, OEC23 und Toc33 detektieren die jeweiligen Proteine in
gleichem Mafe in den Organellfraktionen. Es zeigen sich weder bei Stroma- noch bei
Thylakoid- oder Hullmembranproteinen Unterschiede zwischen den Mitochondrien- bzw.
zwischen den Chloroplastenproben. Die reisolierten Organellen besitzen demnach die
gleiche Reinheit wie die urspringlichen Praparationen. Die Organellen lassen sich also

erfolgreich nach der Vermischung reisolieren.

3.2.2 Organellquantitat in vitro vs. in vivo

Im gemischten in vitro Importansatz werden die Mitochondrien entsprechend 100 pg Protein
und die Chloroplasten entsprechend 25 ug Chlorophyll eingesetzt. Es sollte getestet
werden, inwiefern die Organellkonzentration im Ansatz dem Verhaltnis in der Zelle

entspricht.
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Abb. 3.8: Organellverhaltnis in vitro vs. in vivo. Rohextrakt aus Erbse entsprechend 2,5 ug
Chlorophyll, sowie unterschiedliche Mengen an Mitochondrien bzw. Chloroplasten entsprechend der
angegebenen Mengen an Protein bzw. Chlorophyll wurden mittels SDS-PAA-Gel und
anschlielendem Western Blot analysiert. Fir die Immunodetektion wurde der COXIl Antikorper flr
die Mitochondrien (links) bzw. der FNR Antikorper fiir die Chloroplasten (rechts) eingesetzt.

Dazu wurde aus Erbse Rohextrakt prapariert, der das Gesamtprotein und damit das in vivo
Verhaltnis von Mitochondrien zu Chloroplasten reprasentiert. Der Rohextrakt wurde mit den
Organellpraparationen mittels Western Analyse verglichen (Abb. 3.8). Der FNR Antikérper
zeigt die relative Menge an Chloroplasten. Uber den COXII Antikérper sollte entsprechend
die relative Menge an Mitochondrien abgeschatzt werden. Durch die Analyse mittels ECL-
Western, wie sie hier durchgefuhrt wurde, kann zwar keine exakte Quantifizierung erfolgen,
aber eine Abschatzung zum Mengenverhaltnis ist mdéglich. Der Rohextrakt wurde
entsprechend 2,5 ug Chlorophyll aufgetragen. Die Signalstarke fir COXIl ist mit der
Mitochondrienprobe vergleichbar, die 5 pug Protein entspricht. Bezogen auf das
Organellverhaltnis im Importansatz wirde das bedeuten, dass der in vitro Ansatz mit der
in vivo Situation vergleichbar ist. Sicher ist das Verhaltnis nicht identisch, aber die

Dimension ist ahnlich.

3.2.3 Gemischter Import und Einzelimport im Vergleich

Die Spezifitdt des Organelltransportes von Cytochrom ¢c1 und OEC23 wurde mittels
gemischtem Importansatz tGberprift (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Gemischter Import vs. Einzelimport. Die Organellen wurden entweder separat (single)
oder gemeinsam (mixed) im in vitro Import angeboten. Das Substrat stammt aus derselben in vitro
Translation (t). Die Organellen wurden nach dem Import ohne (M-, C-) bzw. mit (M+, C+)
Thermolysin behandelt und reisoliert. Die schwarzen Pfeile markieren die Vorlauferproteine, die
weillen Pfeile die Prozessierungsprodukte, die nach Import ins Organell entstehen. Das
Stromaintermediat des OEC23 ist zusatzlich durch einen Stern gekennzeichnet.

OEC23 wird sowohl im Einzel- als auch im gemischten Importansatz in die Chloroplasten
transportiert, dort bildet sich zunachst das Stromaintermediat, das dann zum reifen Protein
umgesetzt wird. Der Vergleich zeigt, dass im Einzelansatz mehr Vorlauferprotein an der
Oberflache der Organellen gebunden ist. Dies ist vermutlich darauf zurickzuflhren, dass in
beiden Ansatzen die gleiche Menge Translation eingesetzt wurde und im gemischten
Ansatz eine Assoziation mit dem zweiten Organell, den Mitochondrien, erfolgen kann, den
Chloroplasten also relativ weniger Substrat zur Verfligung stand. Bei den Mitochondrien
zeigt sich ein anderes Bild. Wie schon im Einzelansatz wird OEC23 an die Organellen
gebunden, es ist ein Prozessierungsprodukt auf Hohe des Stromaintermediats zu finden.
Dieses Produkt zeigt sich aber im Gegensatz zum Einzelansatz nicht proteasestabil. Es ist
demnach nicht eindeutig von einem Transport von OEC23 in die Mitochondrien
auszugehen.

Bei Cytochrom c1 lasst der gemischte Ansatz eine konkrete Aussage zu. Wie schon im
Einzelimport beobachtet, wird Cytochrom c1 auch hier in beide Organellen transportiert.
Cytochrom c1 wird zudem mit gleicher Effizienz in die Organellen importiert, unabhangig
davon, ob die Organellen separat oder gemeinsam angeboten wurden. Auch die
Prozessierung des Proteins innerhalb der Organellen bestatigt das Resultat aus den
Einzelimporten. Es erfolgen wieder Prozessierungen an verschiedenen Positionen des

Proteins. Das Prozessierungsprodukt in den Chloroplasten ist gréRer als das reife Protein in
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den Mitochondrien. Der Import von Cytochrom c1 in die Chloroplasten ist demnach kein

Artefakt, das der Abwesenheit des eigentlich ,korrekten“ Organells geschuldet ist.

Im Gegensatz zu OEC23 konnte der duale Import fir Cytochrom ¢1 auch im gemischten
Ansatz verifiziert werden. Der Fokus dieser Arbeit soll im Weiteren auf Cytochrom ¢1 und

dem Transportverhalten dieses Proteins liegen.

3.3 Vorhersage der subzellularen Lokalisierung von Cytochrom c1

Da Cytochrom c1 ein kerncodiertes Protein ist und somit ein entsprechendes N-terminales
Transportsignal tragt, sollte nun Uber verschiedene Vorhersageprogramme die subzellulare
Lokalisierung Uberprift werden. Zur Vorhersage wurden die Programme TargetP, Predotar,
MitoProt Il, ChloroP und PSORT verwendet. Wahrend TargetP, Predotar und PSORT
Vorhersagen Uber die Lokalisierung in Chloroplasten und Mitochondrien bzw. weiteren
Kompartimenten der Zelle geben, gibt Mitoprot Il nur eine Aussage Uber eine mdgliche
Mitochondrienlokalisierung und ChloroP ist entsprechend auf Chloroplasten beschrankt. Die
Ergebnisse einer solchen Analyse sind in den meisten Fallen nur als Indizien zu verstehen.
Definitive Aussagen oder Beweise kdnnen aus solchen Daten nicht abgeleitet werden. Aus
diesem Grund sollen die Ergebnisse im Folgenden mit entsprechender Vorsicht interpretiert

werden.

Vorhersage-  Ergebnis und Zuverlassigkeit
Programm
M (0,531) . C
TargetP C (0,099) geringe Zuverlassigkeit
M (0,48)
Predotar C (0.00) eventuell
MitoProt Il M (0,9288) wahrscheinlich
ChloroP C (0,462) geringer Wert
Plasmamembran (0,790)
FElob Peroxisomen (0,508)

Abb. 3.10: Verschiedene Vorhersageprogramme zur subzelluliren Lokalisierung von
Cytochrom c¢1 aus Solanum tuberosum. Angegeben sind die Wahrscheinlichkeitswerte fir eine
Lokalisierung in den Mitochondrien (M) oder Chloroplasten (C) bzw. andernorts. Orange unterlegt ist
eine mogliche mitochondrielle Lokalisierung. Grau unterlegt sind Vorhersagen ohne mitochondrielle
oder plastiddre Wahrscheinlichkeit. Die Zuverlassigkeit der Vorhersage, auf Basis der jeweils
programmeigenen Einschatzung, ist vermerkt.
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Betrachtet man die Vorhersagen (Abb. 3.10), so zeigt Cytochrom c1 die erwartete Tendenz
zu einer mitochondriellen Lokalisierung. Allerdings sind die entsprechenden Werte, gerade
bei TargetP, nicht sehr sicher. Auch gibt ChloroP eine geringe Wahrscheinlichkeit fir eine
plastidare Lokalisierung an. Im Gegensatz dazu weist das Ergebnis von PSORT weder auf
eine mitochondrielle noch eine plastidare Lokalisierung hin. Im Ergebnis ist beim Vergleich
der verwendeten Vorhersageprogramme ein Trend flr eine subzelluldre Lokalisierung von
Cytochrom ¢1 in den Mitochondrien festzustellen. Das Transportsignal ist aber offenbar

nicht absolut eindeutig einem bestimmten Kompartiment zuzuordnen.

3.4 Kontrollen fiir echten Organelltransport

3.4.1 lonophore/Entkoppler

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob tatsachlich ein aktiver Transport von
Cytochrom ¢c1 in beide Organellen vorliegt. Dazu wurden Unterschiede der
Transportmechanismen der Mitochondrien und Chloroplasten genutzt. Mitochondrien sind
fur den Import auf das Membranpotential der inneren Membran angewiesen. Chloroplasten
bendtigen dagegen Energie in Form von internem ATP, dessen Bildung vom
Protonengradienten Uber der Thylakoidmembran abhangt.

Zur weiteren Analyse des Organelltransportes von Cytochrom c1 wurden daher
Importexperimente mit beiden Organellen in Anwesenheit von lonophoren durchgefinhrt.
lonophore  beeinflussen den  Transport von  Vorlauferproteinen  Gber die
Organellmembranen, indem sie die Proton motive force (pmf) beeintrachtigen, d.h. sie
beeintrachtigen die fir den Import notwendige Energiequelle. Der elektrochemische
Gradient setzt sich aus zwei Komponenten zusammen: dem Protonengradient (ApH) und
dem Membranpotential (A¥). Beide zusammen werden als pmf bezeichnet. Zwei

unterschiedliche lonophore kamen zum Einsatz (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Der Einfluss von lonophoren auf den Proteintransport. Valinomycin bewirkt eine
Stérung des mitochondriellen Imports. Nigericin bedingt die Blockierung des chloroplastidaren
Imports.

Valinomycin depolarisiert durch einen K'-Uniport das elektrische Potential tber der
Membran, welches essentiell fiur den effektiven Proteintransport durch die innere
Mitochondrienmembran ist (Schleyer et al., 1982). Auf den plastidaren Proteinimport sollte
Valinomycin dagegen kaum Einfluss haben, da dieser ATP als Energiequelle bendtigt.
Nigericin  hingegen bewirkt durch einen K'/H'-Antiport die Aufhebung des
Protonengradienten. Dies bedeutet im Fall der Chloroplasten, dass das flr den
Proteintransport notwendige interne ATP nicht mehr gebildet werden kann (Mould and
Robinson, 1991; Chow et al., 1997).

Demnach sollte der mitochondrielle Import durch Valinomycin, der plastidare Import durch
Nigericin gehemmt werden und dadurch eine Unterscheidung des Mitochondrien- vom
Plastidenimport moglich sein. Der Effekt von Valinomycin und Nigericin auf den in vitro
Import von Cytochrom c1 wurde untersucht, indem die Organellen vor Zugabe der in vitro
Translation zum Importansatz mit dem entsprechenden lonophor vorbehandelt wurden.
OEC23 wurde als Kontrolle mitgefuhrt (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Der Einfluss von lonophoren auf den in vitro Import von OEC23. Die Organellen
wurden mit Valinomycin (+val) bzw. Nigericin (+nig) vorbehandelt. Als Kontrollen dienten
unbehandelte (-val, -nig) Organellen. Als Substrat wurde OEC23 verwendet. Der schwarze Pfeil
markiert das Vorlauferprotein, die weilken Pfeile die Prozessierungsprodukte, die nach Import ins
Organell entstehen. Das Stromaintermediat des OEC23 ist zusatzlich durch einen Stern
gekennzeichnet. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dartiber hinaus Abb. 3.5.

OEC23 wird in Abwesenheit von Inhibitoren effizient in die Chloroplasten transportiert und
zum reifen Protein umgesetzt. Die Zugabe von Valinomycin hat keinen nennenswerten
Einfluss auf den plastidaren Import dieses Proteins. Die Anwesenheit von Nigericin
hingegen fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der Menge an reifem OEC23. Dies zeigt die

Sensitivitat des plastidaren Imports auf Nigericin, nicht aber auf Valinomycin.

Cytc1

-val +val -nig +nig

t M- M+ C- C+ M- M+ C- C+ t M- M+ C- C+ M- M+ C- C+
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Abb. 3.13: Der Einfluss von lonophoren auf den in vitro Import von Cytochrom c1. Die
Organellen wurden mit Valinomycin (+val) bzw. Nigericin (+nig) vorbehandelt. Als Kontrollen dienten
unbehandelte (-val, -nig) Organellen. Als Substrat wurde Cytochrom c1 verwendet. Die Auftragung
und Beschriftung entsprechen dartber hinaus Abb. 3.5.
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Cytochrom c¢1 wird ohne Zugabe von lonophoren in beide Organellen transportiert. Der
mitochondrielle Import von Cytochrom c¢1 wird nahezu vollstdndig aufgehoben, wenn die
Importexperimente in Gegenwart von Valinomycin durchgeflihrt werden (Abb. 3.13 links).
Import und Prozessierung von Cytochrom c1 ist also im Fall der Mitochondrien AY-
abhangig. Die Chloroplasten zeigen dagegen keinen nennenswerten Valinomycineffekt.

Werden die Importexperimente in Gegenwart von Nigericin durchgefihrt (Abb. 3.13 rechts),
zeigt sich die typische Sensitivitat der Chloroplasten gegeniber Nigericin. Cytochrom c1
wird dann kaum noch in die Chloroplasten transportiert. Der Import in die Mitochondrien

wird im Gegensatz dazu nicht beeinflusst.

1,2
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Mitochondrien Chloroplasten

Abb. 3.14: Quantifizierung der lonophorenanséatze. Einfluss von Valinomycin und Nigericin auf
den relativen Import von Cytochrom c1 in die Organellen. Die Quantitat der Prozessierungsprodukte
in den Organellen (M- und C-) wurde bestimmt. Der Import in die Mitochondrien ohne
lonophorenbehandlung wurde jeweils 1 gesetzt und die anderen Importwerte relativ dazu berechnet.

Der unterschiedliche Effekt der beiden lonophoren auf den in vitro Import von Cytochrom c1
wird durch die Quantifizierung der lonophorenansatze zweifelsfrei gezeigt (Abb. 3.14). Der
mitochondrielle Import wird durch Valinomycin, der chloroplastidare Import durch Nigericin
blockiert. Der Import in das jeweils andere Organell wird hingegen kaum verringert. Die
Ergebnisse zeigen, dass Cytochrom c1 aktiv sowohl in die Mitochondrien als auch in die

Chloroplasten transportiert wird.
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3.4.2 Retikulocytenlysat vs. Weizenkeimextrakt

Die invitro Translationen fir die Importexperimente wurden standardmaflig in
Retikulocytenlysat durchgefihrt. Ein weiteres gebrduchliches Translationssystem ist
Weizenkeimextrakt. Der Hauptunterschied der beiden Systeme liegt klar in ihrer
biologischen Herkunft: ein pflanzliches System einerseits und ein tierisches System
andererseits. Unterschiede der cytosolischen Zusammensetzung sind einzubeziehen. So
enthalt Weizenkeimextrakt Plastiden und Mitochondrien, wahrend das bei
Retikulocytenlysat nicht der Fall ist. Die Zusammensetzung des Lysats kénnte das
Organelltargeting von Vorlauferproteinen beeinflussen (Dessi et al., 2003; Schleiff et al.,
2002; Lain et al., 1994).

Es sollte also Uberprift werden, ob das verwendete System einen Einfluss auf die
Transporteigenschaften des Translationsproduktes aufweist. Dazu wurden in vitro
Importexperimente mit Vorlauferprotein durchgefiuhrt, das entweder Uber Retikulocytenlysat

oder Weizenkeimextrakt translatiert wurde (Abb. 3.15).

Weizenkeimextrakt Retikulocytenlysat
t M- M+ C- C+ t M- M+ C- C+
- 40
P ”"’ d-t 3332
-24

Abb. 3.15: Verschiedene Translationssysteme. Gegenubergestellt sind in vitro Importe mit in vitro
Translationen aus Weizenkeimextrakt bzw. Retikulocytenlysat. Die schwarzen Pfeile markieren die
Vorlauferproteine, die weilen Pfeile die Prozessierungsprodukte, die nach Import ins Organell
entstehen. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen darliber hinaus Abb. 3.5.

Das Retikulocytenlysat ergab importkompetentes Translationsprodukt. Cytochrom c1 zeigt
wieder Import und Prozessierung sowohl im Fall der Mitochondrien als auch der
Chloroplasten. Das bedeutet, dass die isolierten Organellen in der Lage waren, das Protein
aufzunehmen. Mit den Organellen derselben Praparation zeigte sich im Fall des mittels

Weizenkeimextrakt translatierten Cytochrom c1 ein vollig anderes Bild. Weder die
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Mitochondrien noch die Chloroplasten waren imstande, dieses Translationsprodukt zu
importieren. Weizenkeimextrakt enthadlt also Komponenten, die den Transport von
Cytochrom c¢1 in das eigentlich ,falsche” Organell verhindern, aber ebenso kann kein Import
in das authentische Organell stattfinden. Dieses Translationssystem flhrt also zu
importinkompetentem Cytochrom c1. Ein Einfluss des Translationssystems z.B. auf den
Faltungszustand des Vorlauferproteins oder die Bindung von Chaperonen kann vermutet
werden. Dadurch ware eine Verhinderung der Bindung an Rezeptoren der Organellen

denkbar und damit die Importinkompetenz zu erklaren.

3.5 Suborganellare Lokalisierung

Ein dualer Transport von Cytochrom c1 in Mitochondrien und Chloroplasten wurde mittels
in vitro Importexperimenten gezeigt. Im Anschluss daran war es von Interesse, die
Lokalisierung innerhalb der Organellen zu bestimmen, wodurch sich auch Hinweise auf eine

mdgliche Funktion dieses mitochondriellen Proteins in den Chloroplasten ergeben kdénnen.

3.5.1 Methodenetablierung

Wahrend die Fraktionierung von Chloroplasten eine bereits gut etablierte Methode in der
Arbeitsgruppe ist, musste flr die Fraktionierung von Mitochondrien zunachst ein geeignetes
Protokoll gefunden werden. Prinzipiell erfolgt der Aufschluss von Mitochondrien entweder
durch Gefrier-Tau-Zyklen oder durch Ultraschall-Behandlung. Vorversuche (nicht gezeigt)
zum Vergleich beider Methoden ergaben mit der Gefrier-Tau-Methode bessere Ergebnisse,
weshalb diese Methode fur den Aufschluss der Mitochondrien gewahlt wurde.

Dazu werden die isolierten Mitochondrien sedimentiert, in geeigneter Pufferlésung
aufgenommen und mehreren Gefrier-Tau-Zyklen unterzogen. AnschlielRend erfolgt die
Trennung von I8slicher und nichtléslicher Fraktion mittels Zentrifugation (Abb. 3.16 links).
Die nichtldsliche Fraktion sollte die au’eren und inneren Membranen der Mitochondrien
enthalten. Die I6sliche Fraktion sollte die Matrix und den Intermembranraum reprasentieren.
Der Uberwiegende Teil der mitochondriellen Proteine ist zum einen in der inneren Membran,

z.B. als Teil der Atmungskette, und zum anderen in der Matrix lokalisiert.
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Coomassie Western
M mf sf
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Abb. 3.16: Fraktionierung von Mitochondrien uiber Gefrier-Tau-Zyklen. Links ist das Prinzip der
Methode schematisch dargestellt. Rechts sind die SDS-PAGE und die dazugehoérigen Western
Ergebnisse abgebildet. Aufgetragen sind stdchiometrische Mengen der Mitochondrienfraktionen (M —
komplette Mitochondrien, mf — Membranfraktion, sf — L&sliche Fraktion).

Um einen ersten Eindruck der Fraktionierung der Organellen zu erhalten, wurden die
isolierten Proben unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt (Abb. 3.16 rechts -
Coomassie). Im SDS-Gel ist zu erkennen, dass die l6sliche und Membranfraktion der
Mitochondrien gut separiert und eindeutig voneinander unterschieden werden kdénnen. Die
SDS-Page der verschiedenen mitochondriellen Fraktionen zeigt klare Unterschiede im
Bandenmuster von Membran- und l6slicher Fraktion. Einzelne Banden in der Spur der
Gesamtmitochondrien lassen sich entweder der I6slichen oder der Membranfraktion
zuordnen. Die beiden Fraktionen enthalten also verschiedene Proteine unterschiedlicher
Menge.

Diese erste gelelektrophoretische Untersuchung zur erfolgreichen Trennung beider
Mitochondrienfraktionen wurde mit immunologischen Methoden erganzt. Mittels Western
Analysen sollte eine Abschatzung der Reinheit bzw. Qualitat der Fraktionen erfolgen (Abb.
3.16 rechts - Western). Der eingesetzte Antikdrper gegen Hsp60 gibt nur in den Fraktionen
ein Signal, die Matrix enthalten. Hsp60 wird in den kompletten Mitochondrien und der

I6slichen Fraktion am starksten nachgewiesen. Nur geringe Mengen finden sich dagegen in



Ergebnisse 75

der Membranfraktion. Der Antikdrper gegen das 75 kDa Protein von Komplex | der inneren
Membran detektiert Protein in den Mitochondrien und in der Membranfraktion. In der
I8slichen Fraktion ist nur ein minimales Signal zu sehen. Es ist demnach eine klare
Anreicherung in den entsprechenden Fraktionen festzustellen.

Die Fraktionierung in I6sliche und Membranfraktion der Mitochondrien ist also prinzipiell mit
der hier eingesetzten Methode moglich. Die Trennung ist zwar nicht vollstandig, fur eine
erste Analyse der Lokalisierung eines Proteins innerhalb des Organells nach einem

erfolgten in vitro Import aber geeignet.

3.5.2 Import von Cytochromc1 und anschlieBende Fraktionierung der

Mitochondrien bzw. Chloroplasten

Die suborganellare Lokalisierung von Cytochrom c1 nach erfolgtem in vitro Import sollte
bestimmt werden. Die Organellen wurden daflir nach dem invitro Import und der
Thermolysinbehandlung fraktioniert. Die Mitochondrien wurden nach dem zuvor
dargestellten Protokoll (Abschnitt 3.5.1) via Gefrier-Tau-Zyklen in I8sliche und
Membranfraktion getrennt. Der Aufschluss der Chloroplasten wird via Osmolyse in
hypotonischem Puffer erreicht. Die Trennung in Stromafraktion und Thylakoide erfolgt durch

anschlielende Zentrifugation.

Mitochondrien Chloroplasten
t M- M+ sf mf C- C+ s - +
-40
- -33
S
-24

Abb. 3.17: Fraktionierung der Organellen nach Import. Die Importe wurden wie beschrieben
durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte die Trennung der Mitochondrien in Membran- (mf) und I6sliche
(sf) Fraktion. Die Chloroplasten wurden in Stromafraktion (s) und Thylakoide getrennt. Die
Thylakoidfraktion wurde geteilt und ohne (-) bzw. mit Thermolysin (+) behandelt.
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Cytochrom c1 ist als Bestandteil des bc1-Komplexes der Atmungskette in der inneren
Membran der Mitochondrien verankert. Nach dem in vitro Import und der anschliellenden
Fraktionierung der Organellen kann die suborganelldre Lokalisierung festgestellt werden
(Abb. 3.17). Erwartungsgemal akkumuliert das reife Cytochrom c1 in der Membranfraktion
der Mitochondrien. Auch das trotz Thermolysinbehandlung verbleibende Vorlauferprotein
findet sich in dieser Fraktion. Dies ist als Indiz zu sehen, dass dieser Vorlaufer mit der
Transportmaschinerie der Mitochondrien assoziiert und damit geschitzt vorliegt. Das
Prozessierungsprodukt von Cytochrom c1 in den Chloroplasten akkumuliert hingegen in der
Stromafraktion, die der I6slichen Fraktion entspricht. Es ist demnach, trotz der hydrophoben
Domane des Cytochrom c1 (vgl. Einleitung, Abschnitt 1.5, S. 24), keine Membraninsertion

innerhalb der Chloroplasten festzustellen.

3.5.3 Stromaprozessierung

Kernkodierte mitochondrielle und plastidare Proteine werden nach dem Import in das
entsprechende Organell durch spezifische, metallabhangige Enzyme proteolytisch
prozessiert: die Matrixprozessierungspeptidase (MPP) und die
Stromaprozessierungspeptidase (SPP). Invitro Prozessierungsstudien mit gereinigten
Stromapraparationen haben gezeigt (Bassham et al., 1994), dass die SPP in der Lage ist,
auch mitochondrielle Proteine, wie Cyclophilin, die B-Untereinheit des F1-ATPase-
Komplexes, das Rieske-Protein, die a-Untereinheit der MPP und Cytochrom b2, zu spalten.
Diese Prozessierung erfolgt z.T. sogar effizienter als bei authentischen plastidaren
Substraten. Die Spaltung findet aber nicht an der authentischen MPP-Spaltstelle statt,
sondern ist weiter N-terminal verlagert.

Da fur Cytochrom c1 ein Import ins Stroma der Chloroplasten festzustellen ist, stellte sich
die Frage nach einer Prozessierung durch die SPP. Daflr wurde die in vitro Translation
direkt mit Stromaextrakt inkubiert. Das OEC23-Protein des Wasserspaltungsapparates
diente dabei als Kontrolle flr die SPP-Aktivitat, da flir dieses Protein bekannt war, dass die
SPP-Prozessierung zum Stromaintermediat in vitro durch Zugabe von isoliertem Stroma
erreicht werden kann (Abb. 3.18).
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Cytc1 OEC23

Abb. 3.18: Stromaprozessierung. Die in vitro Translationen (t) von Cytc1 und OEC23 wurden mit
isoliertem Stroma inkubiert (t+S), um eine mdgliche Prozessierung durch die SPP festzustellen. Die
schwarzen Pfeile markieren die Vorlauferproteine, der weie Pfeil das Prozessierungsprodukt, das
dem Stromaintermediat des OEC23 entspricht.

Es zeigte sich, dass der eingesetzte Stromextrakt das OEC23 zum Stromaintermediat
prozessieren kann, die SPP also aktiv war. Beim Cytochrom c1 konnte jedoch keine
derartige Prozessierung beobachtet werden. Zwar entstehen zusatzliche Proteinbanden,
diese sind aber deutlich kleiner als das beim Import in die Chloroplasten entstehende
Produkt und somit als unspezifische Abbauprodukte zu betrachten. Es lasst sich nur
spekulieren, ob der Faltungszustand des Translationsproduktes einen Effekt hat oder ob die

Prozessierung vor Erreichen des Stromas stattfindet.

3.5.4 Assemblierungsverhalten

Die Fraktionierung und die entsprechende Lokalisierung von Cytochrom c1 in den
Organellen wurde bereits gezeigt (Abschnitt 3.5.2). Es sollte nun untersucht werden, ob mit
dem importierten Protein auch Komplexe in den Organellen gebildet werden kdénnen. Fir
diese Untersuchungen wurden die Proben nach Import und Fraktionierung in einer nativen
Gelelektrophorese aufgetrennt. Zum besseren Vergleich wurden sowohl die I6slichen als
auch die Membranproben mittels Blue Native-PAGE (BN) analysiert. Dieses Gelsystem
wurde flr die native Elektrophorese membranstandiger Proteinkomplexe entwickelt. Das
BN-System unterscheidet sich vom CN-System (Colorless Native), das Ublicherweise flr
I6sliche Proteine eingesetzt wird, im Wesentlichen nur in der Zugabe eines Detergenz und

der Verwendung des Farbstoffs Coomassie G250 im Kathodenpuffer. Darlber hinaus ist die
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Gel- und Pufferzusammensetzung von CN- und BN-PAGE identisch. Eine gute Auftrennung
der l6slichen Proben sollte daher ebenfalls mdglich sein. Dem BN-Gel wurde kein
Detergenz zugesetzt, da die entsprechenden Membranproben mit unterschiedlichen
Detergenzien, Dodecylmaltosid fur die Mitochondrien bzw. Digitonin fir die Chloroplasten,
solubilisiert werden. Nach einem Import sollte es moglich sein, sowohl Mitochondrien- als

auch Plastidenkomplexe miteinander vergleichen zu kénnen.

Coomassie Autoradiographie
Mito Chloro Mito Chloro
M+ sf mf C+s t M+ sf mf C+s t
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Hsp60
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FDH
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Abb. 3.19: Assemblierungsverhalten von Cytochrom c1. Native PAGE der solubilisierten
Organellfraktionen (links) mit Zuordnung der Proteinkomplexe (weilRe Pfeile) und Autoradiogramm
dieses Gels (rechts). Die Abbildung stammt von ein und demselben Gel. Nach dem Import erfolgte
die Trennung der Mitochondrien (M+) in Membran- (mf) und I8sliche (sf) Fraktion. Die Chloroplasten
(C+) wurden in Stroma (s) und Thylakoide (t) getrennt.

Die Coomassie Colloidal-Farbung des nativen Gels der Organellfraktionen zeigt (Abb. 3.19
links), dass verschiedene Komplexe detektiert und durch Vergleich mit Literaturdaten
(Jansch et al., 1996; Eubel et al., 2003; Meyer et al., 2008) zugeordnet werden kdnnen. Bei
den Mitochondrien konnten Komplex | (Cl), Hsp60 Komplex (Hsp60), Komplex V (CV),
Komplex Il (Clll), Komplex IV (CIV) und die Formiatdehydrogenase (FDH) im BN-Gel
identifiziert werden. Die genannten Komplexe befinden sich Uberwiegend in der
Membranfraktion. Im Gegensatz zu den gréReren Komplexen der Membranfraktion weist
die l6sliche Fraktion vor allem kleinere Komplexe auf. Bei den Chloroplasten sind folgende

Komplexe der photosynthetischen Elektronentransportkette im BN-Gel zu erkennen:
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Photosystem | (PSI), ATP-Synthase (ATP-S), Photosystem Il (PSIl), Cytochrom b6/f
Komplex (Cytbf) und der Lichtsammelkomplex von PS Il (LHCII) (Berghdfer and Klosgen,
1999). Die modifizierte BN-PAGE eignet sich sowohl zur Trennung von l6slichen als auch
von Membranproteinkomplexen beider Organellen, sodass eine vergleichende Analyse der
Proben moglich ist.

Das Autoradiogramm der nativer Gelelektrophorese zeigt (Abb. 3.19 rechts), dass das
in vitro importierte Cytochrom c1 offenbar nicht befahigt ist, in den beiden Organellen,
Mitochondrien und Chloroplasten, in spezifischen Komplexen zu assemblieren. Es sind
lediglich unspezifische Banden bzw. Signale des monomeren Proteins zu detektieren. Dies
kann darauf hindeuten, dass der Transport eines Proteins in ein Organell nicht automatisch

bzw. spontan zur Komplexassemblierung flihrt.

3.6 Kompetitionsexperimente
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Abb. 3.20: Prinzip eines Kompetitionsexperimentes. Mit steigender Kompetitorkonzentration
verringert sich der Import des in vitro translatierten Proteins, wenn beide Proteine Gber den gleichen
Weg in das entsprechende Organell transportiert werden.

Um zu untersuchen, ob der Import zweier Proteine zum Teil bzw. komplett Gber denselben
Weg erfolgt, wird in einem Kompetitionsexperiment dem Importansatz, zusatzlich zum
in vitro Translationsprodukt, Uberexprimiertes Protein zugegeben (Abb. 3.20). Falls beide
Proteine um dieselben Transportapparate konkurrieren, wird mit steigender Konzentration
des Kompetitorproteins der Import des in vitro translatierten Proteins zunehmend blockiert,
da es zur Sattigung der Importmaschinerie kommt. Es wurde also untersucht, ob der Import
von Cytochrom c1 in die Chloroplasten Uber den Weg erfolgt, den auch authentische

plastidare Proteine nehmen.
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3.6.1 Kompetitor OEC33

Uberexprimiertes OEC33 wurde als ein Kompetitor fiir den Chloroplastenimport eingesetzt.
Die authentischen plastidaren Substrate FNR bzw. OEC23 wurden als Kontrollproteine
verwendet. Der Kompetitor wurde in Konzentrationen von 0 bis 1,5 yM eingesetzt, wobei
die Harnstoffkonzentration in allen Ansatzen angeglichen wurde, um einen
dementsprechenden Effekt zu unterbinden. Zusatzlich wurde ein Standardansatz ohne
Kompetitor und Harnstoff durchgefihrt. Ein Vergleich des Standardansatzes mit dem 0 yM
Kompetitoransatz zeigt einen moglichen Einfluss der eingesetzten Harnstoffkonzentration
auf.

FNR

S 0 0.1 0.5 1 1.5 puM OEC33

t C- C+ C-C+ C- C+ C-C+ C- C+ C- C+ kDa
-55

"=ELe s BB e
= R — —— i 33

- 24

Abb. 3.21: Kompetition des Imports von FNR mit OEC33. Als Substrat flir den Import in
Chloroplasten wurde die in vitro translatierte FNR (t) gemeinsam mit unterschiedlichen Mengen an
Uberexprimiertem OEC33 als Kompetitor angeboten. Als Kontrolle wurde der Import ohne Harnstoff
(S) denen mit aufsteigenden Konzentrationen (0 — 1,5 yM) an Kompetitor gegenibergestellt, die
immer die gleiche Konzentration an Harnstoff aufwiesen. Die Auftragung und Beschriftung
entsprechen dartber hinaus Abb. 3.5.
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OEC23
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Abb. 3.22: Kompetition des Imports von OEC23 mit OEC33. Als Substrat fir den Import in
Chloroplasten wurde die in vitro translatiertes OEC23 (t) gemeinsam mit unterschiedlichen Mengen
an Uberexprimiertem OEC33 als Kompetitor angeboten. Als Kontrolle wurde der Import ohne
Harnstoff (S) denen mit aufsteigenden Konzentrationen (0 - 1,5uM) an Kompetitor
gegenibergestellt, die immer die gleiche Konzentration an Harnstoff aufwiesen. Die Auftragung und
Beschriftung entsprechen dariber hinaus Abb. 3.5.

Der Import von FNR in die Chloroplasten (Abb. 3.21) ist bereits bei 0,5 yM OEC33 deutlich
verringert. Der Import von OEC23 (Abb. 3.22) wird durch Zugabe von Harnstoff zunachst
aktiviert. Mit steigender Konzentration an OEC33 erfolgt dann aber auch eine Abnahme der
Transporteffizienz. In beiden Fallen bewirkt die zunehmende Konzentration an OEC33 im

Importansatz eine kontinuierliche Abnahme der Menge an importiertem reifem Protein.

Cytc1
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Abb. 3.23: Kompetition des Imports von Cytochrom ¢1 mit OEC33. Als Substrat fir den Import in
Chloroplasten wurde die in vitro translatiertes Cytc1 (t) gemeinsam mit unterschiedlichen Mengen an
Uberexprimiertem OEC33 als Kompetitor angeboten. Als Kontrolle wurde der Import ohne Harnstoff
(S) denen mit aufsteigenden Konzentrationen (0 — 1 yM) an Kompetitor gegenubergestellt, die immer
die gleiche Konzentration an Harnstoff aufwiesen. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen
dartber hinaus Abb. 3.5.
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Fir Cytochrom c1 ist ein ahnlicher Effekt zu beobachten (Abb. 3.23). Mit zunehmender
Kompetitorkonzentration wird der Import in die Chloroplasten immer starker blockiert.
Subjektiv wird der Cytochrom c1-Import bereits bei niedrigen Kompetitorkonzentrationen
nahezu vollstandig verhindert. Dies ist aber nur durch eine Quantifizierung tatsachlich zu
bestimmen (Abschnitt 3.6.4, S. 84).

3.6.2 Kompetitor FNR

FNR wurde als weiterer Kompetitor eingesetzt, um die zuvor beschriebenen Ergebnisse fir

Cytochrom c1 zu bestatigen (Abb. 3.24). Zusatzlich wurde Uberpruft, ob der plastidare

Kompetitor einen Einfluss auf den mitochondriellen Import zeigt.

0 0.01 0.1 1 0 0.01 0.1 1 UM FNR

t M- M+ M- M+ M- M+ M- M+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ kDa

Abb. 3.24: Uberexprimierte FNR als Kompetitor. Die experimentelle Durchfiihrung war analog
Abb. 3.21, allerdings mit Giberexprimierter FNR als Kompetitor in aufsteigenden Konzentrationen (0 —
1 uM). Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.

Die Importraten der mitochondriellen Proben verbleiben unverandert bis zu einer
Kompetitorkonzentration von 1 yM. Der Import von Cytochrom c1 in die Mitochondrien ist
somit stabil in Gegenwart des Kompetitors FNR. Der plastidare Import wird dagegen durch
die FNR beeinflusst. Bei einer Konzentration des Kompetitors von 1 uM lasst sich eine
deutliche Reduzierung der Importrate feststellen.
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3.6.3 Kompetitor Cytochrom c1

Da der Import von Cytochrom c1 in die Chloroplasten durch OEC33 bzw. FNR als
Kompetitoren behindert wird, lieR sich der Umkehrschluss ziehen, dass Cytochrom c1 als
Kompetitor fur plastidare Proteine eingesetzt werden kann. Voraussetzung fur derartige
Experimente ist die Verflgbarkeit von tUberexprimiertem Cytochrom c1. Auf die Expression
von Cytochrom c1 wird spater im Detail eingegangen (Abschnitt 3.8.3, S. 94). Cytochrom c1
wurde in in vitro translatierter Form als Substrat und gleichzeitig als Uberexprimiertes

Protein als Kompetitor eingesetzt (Abb. 3.25).

S 0 0.5 1 S 0 0.5 1 pM Cytct

t M- M+ M- M+ M- M+ M- M+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ kDa

Abb. 3.25: Uberexprimiertes Cytochrom c1 als Kompetitor. Die experimentelle Durchfiihrung war
analog Abb. 3.22, allerdings mit Uberexprimiertem Cytochrom c1 als Kompetitor in aufsteigenden
Konzentrationen (0 — 1 uM). Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.

Die verwendete Harnstoffkonzentration beeintrachtigt weder den mitochondriellen noch den
chloroplastidaren Import. Bereits bei 0,5 yM Kompetitor ist der mitochondrielle Import von
Cytochrom c1 verringert. Noch deutlicher zeigt sich der Kompetitionseffekt bei einer
Konzentration von 1 uM. Der plastiddre Import wird mit zunehmender
Kompetitorkonzentration ebenfalls gehemmt. Bei der héchsten Kompetitorkonzentration ist
die Menge an Prozessierungsprodukt von Cytochrom c1 in den Chloroplasten erheblich
reduziert. Uberexprimiertes Cytochrom ¢c1 kann invitro also sowohl mit dem

mitochondriellen als auch dem chloroplastidaren Import konkurrieren.
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3.6.4 Kompetitionen im Vergleich

Fir einen genaueren Vergleich der Ergebnisse aus den verschiedenen
Kompetitionsexperimenten wurden diese quantifiziert.
Mitochondrieller Import von Cytochrom c1
12
103%
1 | S
=
g 08 —
E
5 0.6 —
8 04 +— 30%
o 1TuM
02 +—— _— —
O T 1
Cytet FNR
Kompetitor

Abb. 3.26: Quantifizierung der Kompetitionexperimente zum mitochondriellen Import.
Mitochondrieller Import von Cytochrom c1 und der Effekt von Gberexprimiertem Cytc1 und FNR als
Kompetitoren im Vergleich. Die Quantitat der Prozessierungsprodukte in den Organellen (M-) wurde
bestimmt. Der Import ohne Kompetitorzugabe (0 uM) wurde jeweils 1 gesetzt und die anderen
Importwerte relativ dazu berechnet. Der prozentuale Anteil des verbleibenden Importes nach Zugabe
von 1 yM Kompetitor ist angemerkt.
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Abb. 3.27: Quantifizierung der Kompetitionexperimente zum chloroplastidaren Import.

Chloroplastidarer Import von Cytochrom c1 und der Effekt verschiedener Kompetitoren im Vergleich
(links), sowie der Einfluss des Kompetitors OEC33 auf den chloroplastidaren Import von FNR
(rechts). Die Quantitat der Prozessierungsprodukte in den Organellen (C-) wurde bestimmt. Der
Import ohne Kompetitorzugabe (0 uM) wurde jeweils 1 gesetzt und die anderen Importwerte relativ

dazu berechnet. Der prozentuale Anteil des verbleibenden Importes nach Zugabe von 1 uM
Kompetitor ist angemerkt.
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Der Vergleich der Kompetitionen des Mitochondrienimports zeigt (Abb. 3.26), dass
Cytochrom ¢1 mit sich selbst um den Import in die Mitochondrien konkurriert. Das
Uberexprimierte Cytochrom c1 ist demzufolge als Kompetitor fir den mitochondriellen
Proteintransport geeignet. Die plastidare FNR kann den Import von Cytochrom c1 in die
Mitochondrien erwartungsgemal’ nicht behindern.

Die Importexperimente in die Chloroplasten (Abb. 3.27) in Gegenwart der authentischen
plastidaren Substrate FNR und OEC33 zeigen eine Reduzierung des Transportes von
Cytochrom c1. Die Reduzierung ist jedoch flir das OEC33 deutlich starker als fir die FNR
oder Cytochrom c1 als Kompetitoren. Der Import der FNR wird ebenfalls durch OEC33
verringert, wenn auch weniger stark als der Import des Cytochrom c1. Die plastidaren
Substrate konkurrieren demnach mit Cytochrom ¢c1 um die Transportapparate der
Chloroplasten. Cytochrom c1 benutzt also teilweise oder vollstandig die gleiche

Transportmaschinerie wie authentische plastidare Proteine.

3.7 Mitochondrieller und chloroplastidarer Import von Cytochrom c1 im Vergleich

In diesem Abschnitt soll die Frage nach mdglichen Unterschieden zwischen dem
mitochondriellen und dem chloroplastidaren Import von Cytochrom c1 naher beleuchtet

werden.

3.7.1 Einfluss der Menge an Translation

Ein wichtiger Punkt bei der Beurteilung von in vitro Importen ist die Menge an angebotenem
Substrat. Ist der Import von Cytochrom c1 in die Chloroplasten eventuell nur das Ergebnis
eines Uberschusses an Translationsprodukt? Zur Beantwortung dieser Frage wurden daher
Importexperimente mit reduzierten Mengen an in vitro Translationsprodukt durchgefiihrt
(Abb. 3.28). Der Einfluss der Substratkonzentration auf den Import von Cytochrom c1 sollte

so untersucht werden.
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Abb. 3.28: Einfluss der Substratmenge. Fur die in vifro Importe wurden absteigende Mengen an
Translation eingesetzt, die dem x-fachen eines Standardansatzes entsprechen. Die Auftragung und
Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.
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Abb. 3.29: Quantifizierung - Einfluss der Substratmenge. Die Menge an gebundenem
Vorlduferprotein und an Prozessierungsprodukt (M- und C-) wurde gemessen. Die Bindung an und
der Import in die Organellen bei Zugabe der Standardmenge an Translation (1-fach) wurde jeweils 1
gesetzt und die anderen Importwerte relativ dazu berechnet.

Der Import von Cytochrom c1 erfolgt auch bei der geringsten eingesetzten Menge an
Translationsprodukt sowohl in die Mitochondrien als auch in die Chloroplasten. Die Bindung
des Vorlauferproteins an die Oberflaiche der Organellen und die Menge an
Prozessierungsprodukt sinkt in beiden Ansatzen mit abnehmender Menge an
Translationsprodukt.

Die Quantifizierung zeigt (Abb. 3.29), dass eine direkte Proportionalitdt zwischen der

Translationsmenge und der Bindung des Vorlaufers an die Organellen bzw. der Importrate



Ergebnisse 87

bestent. Diese Aussage trifft sowohl auf den mitochondriellen als auch den
chloroplastidaren Import zu. Das relative Organell-Targeting von Cytochrom c1 ist
unabhangig von der Substratkonzentration. Somit ist der chloroplastidare Import auch nicht
auf ein Uberangebot an Substrat zuriickzufiihren, sondern stellt eine Eigenschaft des

Proteins dar.

3.7.2 Stabilitat der importierten Proteine innerhalb der Organellen

Das unerwartete Resultat des plastidaren Imports von Cytochrom c1 fiihrt zur Uberlegung,
ob dieses eventuelle Fehltargeting dazu fihrt, dass Cytochrom ¢1 zwar in die Chloroplasten
gelangt, dort aber aufgrund einer fehlenden Funktion direkt wieder abgebaut wird.
Beispielsweise konnte flir das thylakoidare Protein OEC33 gezeigt werden, dass eine
absichtliche Fehlsortierung ins Stroma die rasche Degradation dieses Proteins bewirkt
(Halperin and Adam, 1996). Liegt kein Fehltargeting der Proteine vor, sollten die
importierten Proteine Uber einen langeren Zeitraum im Organell stabil vorliegen kdénnen.
Dazu wurde die Stabilitdt von Cytochrom c1 nach erfolgtem Import untersucht (Abb. 3.30),
indem die Ansatze nach der Importreaktion fir bis zu zwei Stunden unter
Importbedingungen inkubiert wurden, bevor sie final fur die Elektrophorese bearbeitet
wurden. Limitierend ist dabei die Stabilitdt der Organellen selbst, diese lasst sich Uber

authentische chloroplastidare Proteine, wie beispielsweise die FNR, verfolgen.

Cytct FNR

0 min 30 min 60 min 120 min Omin 30min 60min 120 min

t C- C+ C- C+ C- C+ C-C+| t C-C+ C- C+ C- C+ C- C+

g i . o S _Mi“ R e 4

—— — —— ]

Abb. 3.30: Stabilitait der Prozessierungsprodukte nach Import. Nach Import und
Proteasehandlung wurden die Organellen fir die angegebene Zeit inkubiert, um madgliche
Abbauprozesse festzustellen, bevor die abschlielende Praparation der Proben erfolgte. Die
Auftragung und Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.
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Abb. 3.31: Quantifizierung - Stabilitat der Prozessierungsprodukte nach Import. Die Menge an
Prozessierungsprodukt (C-) wurde gemessen. Der Import in die Organellen unmittelbar nach Import
und Proteasebehandlung (0 min) wurde jeweils 1 gesetzt und die anderen Importwerte relativ dazu
berechnet.
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Die prozessierte FNR ist auch nach 120 min noch in den Chloroplasten zu detektieren. Die
Organellen sind demnach Uber diesen Zeitraum hinweg uUberwiegend intakt geblieben. Im
Vergleich zur 0 min Probe lasst sich aber eine leichte Verringerung der Menge an
Prozessierungsprodukt vermuten, dies konnte durch eine anschlieliende Quantifizierung
(Abb. 3.31) bestatigt werden.

Fir das plastidare Prozessierungsprodukt von Cytochrom c1 lasst sich Vergleichbares
sagen. Es zeigt sich, dass Cytochrom c1 auch Uber Stunden innerhalb der Chloroplasten
stabil bleibt. Die Menge an Prozessierungsprodukt nimmt zwar leicht ab, dies ist aber in
gleichem MafRe fur die FNR festzustellen. Demnach wird Cytochromc1 in den

Chloroplasten nicht als falsch erkannt und abgebaut, sondern liegt stabil vor.

3.7.3 In vitro Zeitreihe

Erfolgt der Import von Cytochrom c1 in die Chloroplasten verzdogert im Vergleich zu den
Mitochondrien, also erst nach langeren Inkubationszeiten? Zur Beantwortung dieser Frage
wurden zeitabhangige Importexperimente in  Mitochondrien bzw. Chloroplasten
durchgefuhrt. Dazu wurde die Inkubationszeit fur die Importreaktion von 0 bis 30 min
variiert (Abb. 3.32).
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Abb. 3.32: Einfluss der Inkubationszeit auf die Importeffizienz. Die Importe wurden analog zum
Standardansatz durchgefuhrt mit dem Unterschied, dass die Inkubationszeiten fir den eigentlichen
Import von 0 — 30 min gewahlt wurden. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dartiber hinaus
Abb. 3.5.

relativer Import (Mittelwert n=2)

min

Abb. 3.33: Quantifizierung der Import-Zeitreihe. Die Menge an Prozessierungsprodukt (M- und C-
) wurde gemessen. Der Import in die Mitochondrien unmittelbar zu Beginn der Zeitreihe (0 min)
wurde 1 gesetzt und die anderen Importwerte relativ dazu berechnet.

Sowohl flr den mitochondriellen als auch fir den chloroplastiddren Import von
Cytochrom ¢1 kann eine Zunahme des reifen Proteins in Abhangigkeit von der Importzeit
beobachtet werden. Der Plastidenimport ist offensichtlich bereits nach 20 min nahezu
gesattigt, da der importkompetente Anteil des Vorlauferproteins entsprechend schnell in die
Chloroplasten transportiert wird. Folglich lassen sich kaum Intensitatsunterschiede zum
30 min Zeitpunkt erkennen. Der Mitochondrienimport nimmt bis zum 30 min Zeitpunkt
kontinuierlich zu. Mit Hilfe des zeitabhangigen Imports konnte fir Cytochrom c1 demnach
gezeigt werden, dass die Prozessierungsprodukte in den Organellen akkumulieren.

Der Mitochondrienimport von Cytochrom c1 ist zwar hoher, allerdings zeigen sich
vergleichbare Kinetiken fir den Import des Proteins in beide Organellen (Abb. 3.33). Der



Ergebnisse 90

Chloroplastenimport von Cytochrom c1 ist demzufolge kein Artefakt langerer

Inkubationszeiten.

3.8 Physiologie
3.8.1 Organellen aus Spinat

Die in vitro Importexperimente dieser Arbeit wurden Ublicherweise mit aus Erbse isolierten
Organellen durchgefiihrt. Inwiefern der duale Transport von Cytochrom c1 auch in
Organellen anderer Pflanzenspezies nachvollziehbar ist, wurde ebenfalls Uberprift. Dazu
wurden die Organellen aus Spinat isoliert. Die Praparation intakter, importkompetenter
Chloroplasten aus Spinat war bereits gut etabliert. Fir die Gewinnung von Mitochondrien
konnte das Praparationsprotokoll fir Erbse im Wesentlichen ibernommen werden. Einzige
Ausnahme stellt der Dichtegradient dar, der in anderen Percollkonzentrationen eingesetzt
werden musste (vgl. Material und Methoden, Abschnitt 2.4.5, S. 45).

t M- M+ C- C+

- 40

-33

AL A

Y

Abb. 3.34: Import von Cytochrom c1 in Spinatorganellen. Der in vitro Import wurde analog zu
den Experimenten mit Organellen aus Erbse durchgefiihrt. Die Auftragung und Beschriftung
entsprechen Abb. 3.5.

Die in vitro Importversuche wurden in gleicher Art wie zuvor beschrieben (Abschnitt 3.1.3,
S. 59) durchgefihrt. Es zeigt sich, dass Cytochrom c1 sowohl in die Mitochondrien, als
auch in die Chloroplasten aus Spinat importiert werden kann (Abb. 3.34). Die
proteasegeschitzten Prozessierungsprodukte entsprechen grolenmalig denen der
Erbsenimporte. Der duale Transport von Cytochrom c1 ist demnach nicht auf eine
Pflanzenspezies beschrankt, sondern unabhangig davon, ob die Organellen aus Erbse oder

aber aus Spinat prapariert wurden.
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3.8.2 Einfluss des Alters der Pflanzen

Betrachtet man alle durchgefiihrten in vitro Importe von Cytochrom c¢1 mit Organellen aus
Erbse etwas genauer, fallt auf, dass das Verhédltnis von Mitochondrien- zu
Chloroplastenimport nicht unerheblichen Schwankungen unterliegt (Abb. 3.35). Es wurden
daher neun unabhangige Importexperimente von Cytochrom c1 quantifiziert und das
Verhaltnis von mitochondriellem zu chloroplastidarem Import bestimmt. Zwar liegt dabei der
durchschnittliche Transport in die Mitochondrien generell héher als der in die Chloroplasten,
dennoch stellt sich die Frage, welche Faktoren das Verhaltnis des Importes in die beiden

Organellen beeinflussen.
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Abb. 3.35: Effektivitit des Imports von Cytochrom c1 in Mitochondrien und Chloroplasten.
Angegeben sind die prozentualen Verhaltnisse von mitochondriellem zu chloroplastiddrem Import
aus neun unabhangigen Experimenten sowie der Mittelwert dieser Experimente. Die Menge an
Prozessierungsprodukt (M- und C-) wurde gemessen. Der Import in die Mitochondrien wurde jeweils
1 gesetzt und der entsprechende Import in die Chloroplasten relativ dazu berechnet.

Da die Importexperimente immer nach dem gleichen Protokoll durchgefihrt wurden, kann
man einen Einfluss durch das Pflanzenmaterial selbst vermuten. Der physiologische
Zustand der Erbsen kann die Importeffizienz eventuell verandern. Beispielhaft wurde dazu
das Alter der Pflanzen untersucht, da die Praparation der Organellen aus Erbsen stattfand,
die zwischen ein und zwei Wochen alt waren. Fur die Untersuchung der Abhangigkeit des
Proteintransports vom Alter der Pflanzen wurden die Organellen zum einen aus acht, zum
anderen aus dreizehn Tage alten Erbsenpflanzen prapariert (Abb. 3.36). Bei den acht Tage
alten Pflanzen sind die Blatter noch geschlossen, wahrend nach dreizehn Tagen die Blatter
bereits voll entfaltet vorliegen.
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Abb. 3.36: Pflanzenmaterial fiir die Uberpriifung des Alterseffektes auf den Import. Die fiir die
Organellpraparation eingesetzten Erbsen waren 8 bzw. 13 Tage alt.

Werden nun parallel praparierte Organellen aus diesen unterschiedlich alten Pflanzen in
einem Importansatz verwendet, so lassen sich sowohl beim Chloroplasten- als auch beim
Mitochondrienimport Unterschiede erkennen (Abb. 3.37). Mit hdherem Alter steigt der
Import von Cytochromc1 in die Mitochondrien, wahrend sich der Import in die
Chloroplasten verringert. Dies ist ein erster Hinweis auf einen Einfluss des Pflanzenalters
und somit der Physiologie auf die Importrate von Cytochrom c1.

Das Alter hat dagegen kaum Einfluss auf den Transport des Kontrollproteins OEC23.
Sowohl mitochondrieller als auch chloroplastidarer Import verringern sich nur minimal.
Daran ist zu erkennen, dass die Praparation selbst keinen Einfluss auf die Importkompetenz

der Organellen hatte.

Cytc1 OEC23

8d 13d 8d 13d

t M- M+ C- C+ M- M+ C- C+ t M-M+ C- C+ M-M+ C- C+

Abb. 3.37: Einfluss des Alters auf die Importeffizienz. Die Importe der Vorlauferproteine
Cytochrom ¢1 und OEC23 in Organellen aus jingeren (8 d) und alteren (13 d) Erbsenpflanzen sind
gegenibergestellt. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.
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Abb. 3.38: Quantifizierung Alterseffekt. Vergleich der relativen Importraten von OEC23 und Cytc1
bei Mitochondrien und Chloroplasten aus 8 bzw. 13d alten Pflanzen. Die Menge an
Prozessierungsprodukt (M- und C-) wurde gemessen. Der Import in die Organellen der 8 d alten
Pflanzen wurde jeweils 1 gesetzt und die Importe der Organellen aus den 13 d alten Pflanzen relativ
dazu berechnet.
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Abb. 3.39: Quantifizierung Alterseffekt. Vergleich des Verhaltnisses von Mitochondrien- zu
Chloroplastenimport von Cytc1 zueinander und im Vergleich zum Durchschnittswert vorheriger
Experimente (vgl. Abb. 3.35).

Vergleicht man den Import in die Organellen von acht und dreizehn Tage alten
Erbsenpflanzen quantitativ (Abb. 3.38), lasst sich feststellen, dass der mitochondrielle
Import auf das 1,7fache steigt und der plastidare Import auf das 0,5fache sinkt bei den
Organellen aus alteren Pflanzen. Werden die Organellen aus Pflanzen desselben Alters
relativ zueinander betrachtet (Abb. 3.39), sieht man, dass die Menge an importiertem
Protein bei den Mitochondrien und Chloroplasten der jungeren Pflanzen vergleichbar ist,
wahrend bei den Organellen der alteren Pflanzen das Verhaltnis deutlich in Richtung
Mitochondrien verschoben wird. Die gezeigten Daten geben Hinweise darauf, dass auch
das Alter der isolierten Organellen einen Einfluss auf den Transport von Cytochrom c1 hat.
Dies kann auf physiologische Faktoren zurtickzufuhren sein, die unterschiedlich in

Abhangigkeit vom Alter der Pflanzen wirken.
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3.8.3 Cytochrom c1 Antikorper

Fur weitergehende Studien war die Herstellung von Cytochrom c1 in Gberexprimierter Form
sinnvoll. Uberexprimiertes Cytochrom c¢1 kann einerseits fiir Kompetitionsexperimente (wie
zuvor bereits in Abschnitt 3.6.3 gezeigt), andererseits als Antigen fir die Produktion eines

Antikérpers eingesetzt werden.

Cytc1-His6 in pET26b

Ndel Uberexpression in E.coli

Cytochrom c1
Xhol
B His tag

IB Préparation ~ mmm)p Kompetitionsexperimente
Ni-Sepharose-Saule

Praparative PAGE

Massenspektrometrie

Antikérper

Abb. 3.40: Expression und Reinigung von Cytochrom c1. Schematische Darstellung des
Expressionsvektors mit Cytochrom c1, sowie der Expressions- und Reinigungsschritte, die final zum
Antigen fir die Antikorperproduktion fihrten. Die gereinigten und in Harnstoffpuffer geldsten
inclusion bodies (I1B) wurden auch fur die Kompetitionsexperimente eingesetzt (Abschnitt 3.6.3, S.
83).

Daher wurde Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum in den Expressionsvektor pET26-b
kloniert und in E. coli GUberexprimiert (Abb. 3.40). Die Testexpression zeigt (Abb. 3.41 links),
dass nach Induktion mit IPTG eine zusatzliche Bande auf Hohe der theoretischen Grole
von Cytc1-His6 im SDS-PAA-Gel auftritt. Dieses Protein ist hauptsachlich in den
inclusion bodies zu finden, was durch eine Fraktionierung der E. coli-Kultur festzustellen

war.
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Abb. 3.41: Expression von Cytc1-His6 in E. coli. Links: Testexpression - Die Uberexpression von
Cytc1-His6 wurde im MinimaRstab getestet. Es wurden stéchiometrische Mengen vor (-) bzw. nach
(+) der Induktion auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen. Der Pfeil markiert die erwartete GroRe fir
Cytc1-His6. Rechts: Praparative SDS-PAGE der Cytc1-His6 - Uberexpression und Probenahme fiir
Massenspektrometrie. Von den dominanten Proteinbanden (Pfeile) wurden Proben (I, II, 1ll) fur die
Massenspektrometrie enthommen.

Nach der Expression im quantitativen MalRstab erfolgte die Praparation der inclusion bodies
mit anschlieRender Reinigung Uber den Hexahistidin-fag des exprimierten Proteins mittels
Ni-Affinitdtssaule. Die gereinigten inclusion bodies wurde dann Uber eine praparative SDS-
PAGE aufgetrennt (Abb. 3.41 rechts). Es waren drei prominente Banden festzustellen. Von
diesen wurde eine massenspektroskopische Analyse durchgefihrt. Es zeigte sich, dass das
vom Molekulargewicht her groRte Protein ein E. coli-eigenes Protein ist, ein
Elongationsfaktor. Die beiden kleineren Proteine konnten als Cytochrom c1 aus Kartoffel
identifiziert werden.

Ein Vergleich der Fragmente aus der Massenspektrometrie zeigt (Abb. 3.42), dass das
kleinere der beiden Proteine vermutlich C-terminal verkirzt ist, also keinen Membrananker
tragt, wahrend das groflere den kompletten Vorlaufer von Cytochrom c1 reprasentiert.

Dieses Protein wurde demnach auch als Antigen fiir die Antikdrperproduktion eingesetzt.
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Abb. 3.42: Fragmente der Massenspektrometrie. Die dargestellten Fragmente des Cytochrom c1
aus Solanum tuberosum waren entweder in beiden Proben (lI+lll) (dunkelblau) oder nur in einer
Probe (Il) (hellblau) nachzuweisen.

Das gewonnene Antiserum konnte bereits fir erste Experimente eingesetzt werden. Fir die
Western Analysen wurden Organellen aus drei verschiedenen Pflanzenspezies prapariert.
Mitochondrien und Chloroplasten aus Erbse, Spinat und Kartoffel wurden vergleichend
aufgetragen. Zum einen wurde mit dem Praimmunserum zum anderen mit der finalen
Blutung aus der Antiserumproduktion detektiert, um unspezifische Wechselwirkungen des

Antiserums von den Cytochrom c1-spezifischen unterscheiden zu kénnen (Abb. 3.43).
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Abb. 3.43: Western-Analyse mit dem Antiserum gegen Cytochrom c1. Detektion mit
Praimmunserum (1:1000) und finaler Blutung (1:500) wurden vergleichend durchgefiihrt. Als Proben
wurden Organellen aus Erbse (E), Spinat (S) und Kartoffel (K) aufgetragen. Die aufgetragene
Mengen entsprechen 10 ug Protein bei den Mitochondrien und 7,5 yg Chlorophyll bei den
Chloroplasten. Zusatzlich wurde das Cytochrom c1 Antigen (A) aufgetragen.

Der Cytochrom c1 Antikdrper erkennt das Antigen. In den Mitochondrien aller
Pflanzenspezies wird ein Protein detektiert, das in der GréRe etwa dem reifen
Cytochrom c1 entspricht. Bei den Chloroplasten aus Erbse und Spinat ist jeweils ein
deutliches Signal festzustellen, wobei sich die detektierten Proteine jedoch in der GroRe
unterscheiden. Das Protein in Erbse ist bei ca. 33 kDa, das in Spinat bei ca. 35 kDa zu
erkennen. Bei den Chloroplasten aus Kartoffel ist ebenfalls ein Signal zu sehen, das einem
Protein von ca. 33 kDa entspricht. Auf etwa derselben Héhe wird aber auch ein Protein
durch das Praimmunserum bei Kartoffel detektiert. Es lIasst sich also nicht eindeutig sagen,
ob dies einem Cytochrom c1 in den Plastiden zuzuordnen ist. Aufgrund der Ergebnisse von
Erbse und Spinat kann dies jedoch vermutet werden.

Als Fazit der ersten Analysen lasst sich sagen, dass Cytochrom c1 in Pflanzen nicht nur in
den Mitochondrien, sondern wahrscheinlich ebenfalls in den Chloroplasten zu finden ist.
Der Cytochrom c1 Antikérper ermdglicht es, nun beispielsweise physiologische Effekte auf
die Proteinmenge und Verteilung innerhalb der ganzen Pflanze und in den Organellen zu

untersuchen.
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3.9 Reporterfusionen von Cytochrom c1

Die bisher gezeigten Transportstudien basieren auf in vitro Methoden. Fir ein vollstandiges
Bild des Targeting-Verhaltens von Cytochrom c1 waren in vivo Studien unabdingbar. Es
sollte getestet werden, ob das dual targeting von Cytochrom ¢1 auch in vivo nachgewiesen

werden kann.

3.9.1 Erstellen der Reporterfusionen

Grundlage fur die Detektion von Proteinen innerhalb lebender Zellen bilden detektierbare
Reporterproteine. Deshalb wurden Fusionen von Cytochrom c1 mit EYFP als Reporter
erzeugt. EYFP wurde gewahlt, da es sich, im Gegensatz zu EGFP, in Co-
Lokalisierungsexperimenten mit ECFP kombinieren Iasst. EGFP kann aufgrund der Lage
der Absorptions- und Emissionsmaxima nur in Kombination mit DsRed oder ahnlich
fluoreszierenden Proteinen verwendet werden. Diese Proteine emittieren allerdings in
einem Wellenlangenbereich, der sich mit dem von Chlorophyll Uberschneidet, was eine

eindeutige Zuordnung von Fluoreszenzsignalen behindert.

1 320

N | Cytochrom c1 |C Cytochrom c1
1 f : 320 ' '

N c1(1-320) C N = C  c1(1-320YEYFP (i)
] 141 ' '

N[ ci(i141) |C N C  cl(1-141)EYFP (i)

S

C  c1(1-77)EYFP (i)

Abb. 3.44: Ubersicht der Cytochrom c1/Reporter-Fusionen. Verschiedene Bereiche von
Cytochrom ¢1 wurden mit dem Reporter EYFP fusioniert. Die angegebenen Zahlen beziehen sich
auf die entsprechende Aminosaure des authentischen Proteins.
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Far die in vivo Analyse wurden mehrere Reportergenkonstruktionen erstellt (Abb. 3.44), die
jeweils unterschiedliche Fusionsproteine aus Cytochrom ¢c1 und EYFP codieren. Es
ergaben sich drei alternative Fusionen: (i) die Prasequenz allein [c1(1-77)/EYFP], (ii) ein
Fragment aus Prasequenz plus 64 Aminosduren des reifen Proteins [c1(1-141)/EYFP] und
(iii) das vollstandige Vorlauferprotein [c1(1-320)/EYFP], die jeweils am C-Terminus mit dem
Reporterprotein EYFP verknupft sind. Bei c1(1-141)/EYFP sollten neben dem gesamten
Transportsignal auch die Erkennungs- und Schnittstellen flir die Prozessierungspeptidasen
intakt bleiben. Weiterhin kann Uber einen Vergleich von Volllangen- und verkirzten

Varianten eine Aussage uUber den Einfluss des reifen Proteins auf den Transport getroffen
werden.
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Abb. 3.45: Vektoren mit inseriertem Reporter zur Klonierung der Fusionen. Fir die in vitro
Analyse wurde der fur in vifro Translationen mittels Retikulocytenlysat optimierte pBAT-Vektor
verwendet. Fur die in vivo Untersuchungen kam der modifizierte pRT100-Vektor zum Einsatz. In

beide Vektoren wurde zunachst der Reporter kloniert, um anschlielend unterschiedliche Bereiche
von Cytochrom c1 Uber analoge Schnittstellen zu ligieren.

Die entsprechenden Fusionen wurden fir die in vivo Untersuchungen in einen modifizierten
pRT100-Vektor und auflerdem fir vergleichende in vitro Analysen in den pBAT-Vektor
kloniert (Abb. 3.45). Im modifizierten pRT100-Vektor werden die Reporterfusionen unter der
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Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors des Blumenkohl-Mosaikvirus (CaMV) codiert,
wodurch eine Expression in Pflanzenzellen gewahrleistet ist. Der pBAT-Vektor ist ein fur die
Translation mittels Retikulocytenlysat und damit flir den Einsatz bei in vitro Studien
optimierter pBSC-Vektor.

3.9.2 In vitro Transportverhalten der Reporterfusionen

Zunachst musste allerdings die Befahigung der Fusionsproteine zum Organelltransport

in vitro Uberprift werden, um auszuschlielen, dass der Reporter bzw. das Konstrukt selbst

einen Einfluss auf das Targeting hat. Die EYFP-Fusionsproteine wurden Standard-in vitro-

Importexperimenten unterzogen (Abb. 3.46).

Cytochrom c1 c1(1-77)EYFP

t M- M+ C- C+ t M- M+ C- C+

vV VY

c1(1-141)/EYFP ¢1(1-320)/EYFP

t M- M+ C- C+ t M- M+ C- C+

Abb. 3.46: In vitro Import der Cytochrom c1-EYFP-Fusionen im Vergleich zum authentischen
Cytochrom c1. Die Reporterfusionen wurden fir in vitro Importe eingesetzt. Als Kontrolle wurde das
authentische Cytochrom c1 mitgeflhrt. Die schwarzen Pfeile markieren die Vorlduferproteine, die
weillen Pfeile die Prozessierungsprodukte. Die grauen Pfeile zeigen die Position der nicht
eindeutigen Signale. Die Auftragung und Beschriftung entsprechen dariiber hinaus Abb. 3.5.
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Bei c1(1-77)/EYFP ist im Mitochondrienansatz eine zweite Bande unterhalb des
Vorlauferproteins zu erkennen. Dies lasst auf einen mdglichen Import der Fusion in die
Mitochondrien schlieflen, wenn auch auf dhnlicher Hohe ein Signal in der Translation zu
sehen ist. Eindeutig ist der Import von c1(1-77)/EYFP in die Chloroplasten zu detektieren.
Es entsteht ein Prozessierungsprodukt von ca. 30 kDa. Die Fusion c1(1-141)/EYFP wird in
beide  Organellen transportiert und auch prozessiert. Die entstehenden
Prozessierungsprodukte haben eine Gréle von ca. 32 kDa in den Mitochondrien und ca.
39 kDa in den Chloroplasten. Die Volllangenfusion [c1(1-320)/EYFP] wird in die
Mitochondrien transportiert und dort auch prozessiert. Bei den Chloroplasten Iasst sich das
nicht so eindeutig feststellen, da der Hintergrund des Autoradiogrammes ungewohnlich
stark ist. Dieser Hintergrund trat bei allen Importexperimenten mit ¢1(1-320)/EYFP auf.
Dennoch ist bei den proteasebehandelten Chloroplasten eine Bande zu erkennen, die
kleiner als der Vorlaufer ist und nicht dem Prozessierungsprodukt in den Mitochondrien
entspricht. Es kann sich hierbei also um in die Chloroplasten importiertes ¢1(1-320)/EYFP

handeln.

Es zeigte sich, dass fast alle Proteine in beide Organellen importiert werden konnten.
Allerdings war in Mitochondrien keine Prozessierung von c¢1(1-77)/EYFP und in
Chloroplasten keine Prozessierung von ¢1(1-320)/EYFP eindeutig nachweisbar, sodass in
diesen beiden Fallen der Nachweis des jeweiligen Organellimports noch nicht endgultig
erbracht ist. Dennoch zeigt gerade das Ergebnis von c¢1(1-141)EYFP, dass das
Transportsignal von Cytochrom c1 in der Lage ist, sogar Fremdproteine in vitro in beide

Organellen zu dirigieren.

3.10 Transiente Expression — In vivo Analysen

Fir die in vivo Analyse des Transportverhaltens der Reporterfusionen wurde die Methode
der transienten Transformation eingesetzt (Abb. 3.47). DNA, bestehend aus der
Reporterfusion in einem geeigneten Vektor, der eine pflanzliche Expressionskassette
enthalt, wird an Goldpartikel prazipitiert und dann mittels Heliumdruck in das Zielgewebe
geschossen. Dabei wird das Gewebe transient transformiert. Das entstehende Protein kann

mittels Fluoreszenzmikroskopie innerhalb der Zellen detektiert werden.
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Abb. 3.47: Prinzip der biolistischen Transformation. Die Konstrukte im pRT100mod-Vektor
werden an Goldpartikel prazipitiert, Blattgewebe wird mittels biolistischer Apparatur transformiert und
abschlieRend erfolgt die Detektion transformierter Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie.

Bei dem hier verwendeten Testsystem der transienten Transformation konnte das gleiche
Pflanzenmaterial wie fUr die in vitro Experimente eingesetzt werden. Es wurden also Zellen
der Blattepidermis von Erbse transformiert. Die EYFP-Fluoreszenz wurde Uber konfokale

Mikroskopie visualisiert.

3.10.1 Transformation mit Cytochrom c1/Reporter-Fusionen

Alle drei Reporterfusionen von Cytochrom c1 im pRT100mod-Vektor wurden fir die
transiente Transformation von Erbsenblattern eingesetzt. Im Folgenden sind die
Transformationsergebnisse der verkirzten EYFP-Fusionen c1(1-77)/EYFP (Abb. 3.48) und
c1(1-141)/EYFP (Abb. 3.49 und Abb. 3.50), sowie der Volllangenfusion c1(1-320)/EYFP
(Abb. 3.51) dargestellt. Dabei sind die EYFP-Fluoreszenz und die Chlorophyllfluoreszenz
gezeigt. Die Organellen wurden aufgrund von GréRe, Bewegung, Form bzw.
Chlorophyligehalt identifiziert. Mitochondrien sind dabei als zahlreiche kleine bewegliche
Punkte oder Stabchen zu beobachten, deren Form stark variieren kann (Logan and Leaver,
2000). Plastiden lassen sich durch ihre Chlorophyllfluoreszenz erkennen, kénnen jedoch

ebenfalls anhand ihrer Gré3e und Form identifiziert werden (Nelson et al., 2007).
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Abb. 3.48: Konfokale LSM — c1(1-77)/EYFP. Die DNA [c1(1-77)/EYFP] wurde fur die transiente
Transformation von Zellen der Epidermis von Erbsenblattern eingesetzt und mittels konfokalem
Laser-Scanning-Mikroskop analysiert. Die transformierte Zelle allein (A), sowie mit eingezeichneter
Zellkontur (B) ist in der Ubersicht zu sehen. Die VergroRerungen der in B angezeigten Ausschnitte
zeigen die YFP-Fluoreszenz (C, F), die Chlorophylifluoreszenz (E, H), bzw. die Uberlagerungsbilder
beider Fluoreszenzen (D, G) aus der transformierten Zelle (C-E; aus Ausschnitt 1) bzw. einer nicht-
transformierten Nachbarzelle (F-H; aus Ausschnitt 2). Der GréRenbalken entspricht 10 um.

Bei der Fusion, die ausschliefllich das Transportsignal von Cytochrom c1 tragt [c1(1-
77)IEYFP], ist die EYFP-Fluoreszenz erwartungsgemald in den Mitochondrien zu sehen
(Abb. 3.48). Aullerdem sind weitere Fluoreszenz-Signale in einem anderen Kompartiment
zu finden, wenn auch deren Intensitat schwacher ist. Diese Signale co-lokalisieren
prinzipiell mit der Chlorophyll-Fluoreszenz. Da die Bilder nacheinander aufgenommen
werden, kann es wie hier dazu kommen, dass die Fluoreszenzsignale nicht exakt
Ubereinanderliegen. Zwischen den einzelnen Scanvorgangen liegt eine Zeitspanne von ca.

30 Sekunden und in diesem Zeitraum kdnnen sich die Plastiden bewegen. Der Grund daftr
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ist die auf der Plasmastromung basierende Organellbewegung. Das zeigt aber auch, dass
die Zelle zum Zeitpunkt der Analyse vital war. Betrachtet man die Plastiden der
nichttransformierten Nachbarzelle, ist ausschlieRlich die Chlorophylifluoreszenz zu sehen,
aber keine EYFP-Fluoreszenz. Das EYFP-Signal in den Plastiden der transformierten Zelle
ist somit spezifisch auf die Reporterfusion zurtickzufilhren und resultiert nicht aus einer
Autofluoreszenz. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass c¢1(1-77)/EYFP auch in

die Plastiden transportiert wird.
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Abb. 3.49: Konfokale LSM — c1(1-141)/EYFP. Die DNA [c1(1-141)/EYFP] wurde fir die transiente
Transformation von Zellen der Epidermis von Erbsenblattern eingesetzt und mittels konfokalem
Laser-Scanning-Mikroskop analysiert. Die transformierte Zelle allein (A), sowie mit eingezeichneter
Zellkontur (B) ist in der Ubersicht zu sehen. Die VergréBerungen der in B angezeigten Ausschnitte
zeigen die YFP-Fluoreszenz (C, F), die Chlorophylifluoreszenz (E, H), bzw. die Uberlagerungsbilder
beider Fluoreszenzen (D, G) aus der transformierten Zelle (C-E; aus Ausschnitt 1) bzw. einer nicht-
transformierten Nachbarzelle (F-H; aus Ausschnitt 2). Der GréRenbalken entspricht 10 um.
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Die Fusion, die das Transportsignal und einen Teil des reifen Proteins von Cytochrom c1
tragt [c1(1-141)/EYFP], ist nach der Expression ebenfalls in den Mitochondrien zu
detektieren (Abb. 3.49). Auch bei diesem Protein ist eine weitere Lokalisierung in den
Plastiden festzustellen, was aufgrund der Chlorophyllfluoreszenz an gleicher Stelle gezeigt
werden kann.

Bei der mikroskopischen Analyse von c1(1-141)/EYFP fiel eine transformierte Zelle auf
(Abb. 3.50). Interessanterweise zeigen die Plastiden hier eine deutlich héhere Intensitat der
EYFP-Fluoreszenz als die Mitochondrien. Es handelt sich hier durchaus um einen
Sonderfall, der nur vereinzelt beobachtet wurde. Dennoch zeigt dieser, dass die relative
Verteilung des Fusionsproteins zwischen den Organellen nicht in jedem Fall gleich ist.
Vorwiegend war bei den mit c¢1(1-141)EYFP transformierten Zellen die
Fluoreszenzintensitat der mitochondriellen Signale aber erkennbar hoher als die der
Plastiden.

Ausschnitt

Abb. 3.50: Konfokale LSM - c1(1-141)/EYFP. Sonderfall der Verteilung der Signalintensitaten
zwischen Mitochondrien und Plastiden. Die transformierte Zelle allein (A), sowie mit eingezeichneter
Zellkontur (B) ist in der Ubersicht zu sehen. Die VergroBerungen des angezeigten Ausschnittes
zeigen die YFP-Fluoreszenz (C), die Chlorophylifluoreszenz (E) bzw. das Uberlagerungsbild beider
Fluoreszenzen (D). Die Pfeile markieren Plastiden in der transformierten Zelle (weill) bzw. in der
nicht-transformierten Nachbarzelle (grau). Der GréRenbalken entspricht 10 um.
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Abb. 3.51: Konfokale LSM — c1(1-320)/EYFP. Die DNA [c1(1-320)/EYFP] wurde fir die transiente
Transformation von Zellen der Epidermis von Erbsenblattern eingesetzt und mittels konfokalem
Laser-Scanning-Mikroskop analysiert. Die transformierte Zelle allein (A), sowie mit eingezeichneter
Zellkontur (B) ist in der Ubersicht zu sehen. Die VergroRerungen des angezeigten Ausschnittes
zeigen die YFP-Fluoreszenz (C), die Chlorophylifluoreszenz (E) bzw. das Uberlagerungsbild beider
Fluoreszenzen (D). Die Pfeile markieren Plastiden in der transformierten Zelle (weil3) bzw. in der
nicht-transformierten Nachbarzelle (grau). Der Gréenbalken entspricht 10 ym.

Die Volllangenfusion [c1(1-320)/EYFP] unterscheidet sich bei der Lokalisierung
grundsatzlich nicht von den verkurzten EYFP-Fusionen. Auch hier sind sowohl die
Mitochondrien als auch die Plastiden durch das EYFP markiert (Abb. 3.51). Im Vergleich zu
den beiden anderen Fusionen fallt allerdings auf, dass deutlich weniger transformierte
Zellen zu finden waren. Aullerdem war das EYFP-Signal schwacher und die Fluoreszenz
bleichte deutlich schneller aus (verstarktes photo bleaching), was die Analyse erschwerte.
Dies konnte ein Hinweis auf eine verminderte Stabilitédt dieser Fusion oder eine geringere
Expressionsrate in der Zelle sein. Die Signale selbst bestatigen jedoch, dass c1(1-
320)/EYFP wie schon c1(1-77)/EYFP und c1(1-141)/EYFP eine Lokalisierung sowohl in
Mitochondrien als auch in Plastiden zeigt.

Im Ergebnis zeigen die Experimente die dualtargeting Eigenschaften der drei
Cytochrom c1-Fusionen c1(1-77)/EYFP, c1(1-141)/EYFP und c1(1-320)/EYFP. Alle drei
Reporterfusionen von Cytochrom c1 werden in vivo sowohl in die Mitochondrien als auch in

die Plastiden transportiert. Die Ergebnisse dieser in vivo Studien zeigen aulierdem, dass
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die ersten 77 Aminosauren, also die mitochondrielle Prasequenz von Cytochrom c1 allein,
ausreichen, um ein fur die Zelle fremdes Protein, hier den Reporter EYFP, in die Organellen

zu dirigieren.

3.10.2 Co-Transformation mit FNR/ECFP

Die Chlorophyllfluoreszenz reprasentiert nicht das komplette Stroma-Kompartiment der
Plastiden. Daher wurde fir eine Bestatigung der stromalen Lokalisierung das Konstrukt
c1(1-77)/EYFP mit dem Plastidenmarker FNR/ECFP co-transformiert (Abb. 3.52). Die FNR
ist ein stromales Protein und kann als Reporterfusion im Plastidenstroma detektiert werden
(Marques et al., 2004).

Die Mitochondrien der co-transformierten Zelle zeigen ausschliellich EYFP-Fluoreszenz,
wahrend die Plastiden zusatzlich Chlorophyll und ECFP enthalten. FNR/ECFP und c1(1-

77)/EYFP sind demnach beide in das Stroma der Plastiden transportiert worden.

Chlorophyll

Abb. 3.52: Konfokale LSM - Co-Transformation mit ¢1(1-77)/EYFP und FNR/ECFP. Die co-
transformierte Zelle allein (A), sowie mit eingezeichneter Zellkontur (B) ist in der Ubersicht zu sehen.
Die VergroRerungen des angezeigten Ausschnittes zeigen die Fluoreszenzen von CFP, YFP und
Chlorophyll, sowie das Uberlagerungsbild der Fluoreszenzen (Merged). Der GroRenbalken entspricht
10 um.
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Auch die Fusion ¢1(1-141)/EYFP wurde mit FNR/ECFP co-transformiert, was zum gleichen
Ergebnis fuhrte. Hier konnte aulerdem in einer transformierten Zelle ein Plastid mit einem
Stromulus (stroma filled tubulus; Hanson and Sattarzadeh, 2008) beobachtet werden, der
sowohl EYFP- als auch ECFP-Fluoreszenz zeigt (nicht gezeigt). Wenn die
Reporterfluoreszenz in Stromuli detektierbar ist, kann eine Lokalisierung im Stroma
vorausgesetzt werden.

Aufgrund der Co-Lokalisierung mit FNR/ECFP kann demnach auf eine stromale

Lokalisierung der Cytochrom c1-Fusionen geschlossen werden.

3.10.3 In vivo Zeitreihe

Die in vitro Experimente haben gezeigt, dass Cytochrom c1 eine vergleichbare Kinetik fur
den Mitochondrien- bzw. Chloroplastenimport zeigt. Dies sollte auch in vivo analysiert
werden. Dazu wurde Erbsenblattgewebe mit c1(1-77)/EYFP transient transformiert und die
Expression der Reporterfusion in Abhangigkeit von der Zeit nach der Transformation
Uberpruft (Abb. 3.53).

Nach ca. vier Stunden lassen sich erste transformierte Zellen detektieren. Die EYFP-
Fluoreszenz zeigt sich verstarkt im Cytosol. Diese cytosolische Lokalisierung ist zu
spateren Zeitpunkten in geringerem Male festzustellen. Nach ca. zwdlf Stunden ist die
Fluoreszenz im Cytosol im Vergleich zu den EYFP-markierten Organellen nur noch
schwach zu sehen. Zusatzlich sind aber bei allen Zeitpunkten auch Organellen markiert, bei
denen es sich sowohl um die Mitochondrien als auch die Plastiden handelt. Die Fusion
c1(1-77)/EYFP wird demnach nicht zeitversetzt, sondern gleichzeitig in beide Organellen

transportiert.
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Chlorophyll

Abb. 3.53: In vivo Zeitreihe von ¢1(1-77)/EYFP. Verteilung der Fluoreszenzsignale in Abhangigkeit
von der Zeit. Mikroskopische Analysen wurden 4 h, 9 h und 12 h nach dem biolistischen Beschuss
der Erbsenblatter durchgeflhrt. Der GrélRenbalken entspricht 10 um.

Zusammenfassend haben die Analysen der Reporterfusionen gezeigt, dass die Prasequenz
von Cytochrom c1 im Stande ist, EYFP in vitro sowohl in die Mitochondrien als auch in die
Plastiden zu dirigieren. Die Fusionsproteine zeigen wie schon das authentische
Cytochrom c1 dual targeting Eigenschaften. Diese Fahigkeit konnte schliellich auch in den
komplementierenden in vivo Untersuchungen bestatigt werden. Es wurde gezeigt, dass sich
das gelb fluoreszierende Protein nach biolistischer Transformation von Erbsenblattern
sowohl in den Mitochondrien als auch in den Plastiden der transgenen Zellen findet, d.h.
das Transportsignal von Cytochrom c1 ist offensichtlich in der Lage, mit den

Proteintransportmaschinerien beider endosymbiontischer Organellen zu interagieren und
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den Transport des anhdngenden Passagierproteins auch in vivo in beide Organellen zu
vermitteln. Das beweist, dass das fiur das authentische Cytochrom c1 beobachtete
Transportverhalten in den in vitro Ansatzen keine Eigenart des Versuchsansatzes ist,
sondern nur die tatsdchlichen Fahigkeiten dieses Proteins bzw. seines Transportsignals

widerspiegelt.
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4 DISKUSSION

4.1 Experimenteller Ansatz

4.1.1 Mitochondrien und Chloroplasten kénnen aus einem Ansatz prapariert werden

Das Ziel war zunachst, ein Protokoll fur die gemeinsame Praparation von Mitochondrien
und Chloroplasten aus ein und demselben Gewebe zu entwickeln. Diese
Herangehensweise grindet sich auf der Beobachtung, dass sich Organellen, in
Abhangigkeit von ihrem physiologischen Hintergrund, teilweise unterschiedlich verhalten.
Ein typisches Beispiel betrifft die Effizienz des Proteinimports, die mit steigendem Alter des
verwendeten Pflanzenmaterials betrachtlich variieren kann (Dahlin and Cline, 1991; Murcha
et al.,, 1999). Dies kann zu schwerwiegenden Fehlinterpretationen fiihren, insbesondere
dann, wenn Eigenschaften unterschiedlicher Organellen verglichen werden. Bislang wurden
die Importe in Mitochondrien und Plastiden zudem oft mit Organellen aus unterschiedlichen
Pflanzenspezies durchgefuhrt (Menand et al., 1998; Chew et al., 2003a; Duchéne et al.,
2005). Vergleicht man solche Importe miteinander, besteht die Moglichkeit, dass die
verschiedenen Pflanzen einen Unterschied im Transportverhalten zeigen.

Ein weiterer Vorteil eines einzelnen Homogenats als Startmaterial bei der Isolierung der
Organellen bezieht sich auf mogliche Praparationsartefakte. So sollten sich Abbauprozesse
oder die proteolytische Degradation der Komponenten der Huallmembranen bei einer

gemeinsamen Praparation in vergleichbarem Ausmal} auf die Organellen auswirken.

Die Methode zur gemeinsamen Praparation von Mitochondrien und Chloroplasten wurde
zunachst fur Organellen aus Erbsenkeimlingen entwickelt, da dieses Gewebe eine
verbreitete Quelle fir Organellen ist, die flr Proteintransportstudien eingesetzt werden. Die
Identitdt und Reinheit der praparierten Organellen konnte mittels Mikroskopie und Western
Analyse bestatigt werden. Die in vitro Importkompetenz wurde zudem mit verschiedenen
Vorlauferproteinen gezeigt (Abb. 3.5, S. 61).

Das Protokoll konnte erfolgreich fur Mitochondrien und Chloroplasten aus Kartoffel und, mit
einigen Modifizierungen, aus Spinat angewandt werden. Diese beiden Pflanzen sind
ebenfalls gangige Materialien fir die Praparation von Organellen. Grundséatzlich 1asst sich

annehmen, dass die Methode fir viele Pflanzenspezies adaptiert werden kann.
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4.1.2 In vitro und in vivo Analysen sollten komplementierend durchgefiihrt werden

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass es bei Mitochondrien zu einem
Fehltransport (mis-targeting) chloroplastidarer Vorlauferproteine im in vitro Import kommen
kann (Lister et al., 2001; Cleary et al., 2002). Im gemischten Importansatz, wie er von
Rudhe et al., 2002a publiziert worden ist, kann dieser Fehltransport verhindert werden. Dies
wurde beispielsweise fir die SSU aus Pisum sativum gezeigt. Dieses plastidare
Vorlauferprotein wird importiert, wenn ausschlieBlich Mitochondrien im in vitro Import
angeboten werden. Im gemischten Importansatz wird es dagegen nur noch in die
Chloroplasten transportiert. Der gemischte Importansatz stellt also die Konkurrenzsituation
zwischen Mitochondrien und Chloroplasten nach, wie sie auch innerhalb der Pflanzenzelle
existiert. Dadurch kann ein Fehltransport von Proteinen verhindert werden. Duale Proteine,
wie beispielsweise die Glutathionreduktase aus Pisum sativum, werden unter denselben
experimentellen Bedingungen in beide Organellen importiert. Das verminderte mis-targeting
im gemischten Importansatz ist demnach nicht darauf zurlickzufiihren, dass Chloroplasten
Vorlauferproteine generell schneller importieren als Mitochondrien, sondern auf eine hdhere
Spezifitat.

Um eine Aussage dariber treffen zu kdénnen, wie gut diese in vitro Methode die in vivo
Situation reprasentiert, wurde das Mengenverhaltnis der Organellen bestimmt (Abb. 3.8, S.
65). Es zeigte sich, dass das Organellverhaltnis im Importansatz relativ gut mit dem in der

Zelle Ubereinstimmt. Der in vitro Ansatz ist insofern mit der in vivo Situation vergleichbar.

Das Transportverhalten von Proteinen kann sowohl mit in vitro als auch mit in vivo
Ansatzen untersucht werden. Beide Prinzipien haben Vor- und Nachteile. Bei in vitro
Analysen wird mit isolierten Organellen gearbeitet. Im in vivo Ansatz besteht ein intaktes
zellulares System, dennoch unterliegt es einigen Limitierungen. Fusionsproteine sind
notwendig, die aus dem zu analysierenden Polypeptid und einem Reporter bestehen, der
in vivo detektiert werden kann. Es ist jedoch mdglich, dass der Reporter als Passagier das
Transportverhalten beeinflusst (Chew et al., 2003b). Zudem kann der reife Teil eines
Proteins eine Rolle beim targeting spielen (Rudhe et al.,, 2002a). AuRerdem ist die
Expressionsrate der Fusionsproteine innerhalb der Pflanzenzelle variabel und kann nur
bedingt beeinflusst werden, was Auswirkungen auf die Interpretation der Ergebnisse haben
kann.

Obwohl im in vitro Ansatz die Moglichkeit von mis-targeting besteht, hat dieser Ansatz auch
Vorzlige gegenuber der in vivo Analyse. Es kénnen die authentischen Proteine und damit
auch ein moglicher Einfluss des reifen Teils des Proteins analysiert werden. Die

experimentellen Bedingungen sind sehr gut modifizierbar, sodass der
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Transportmechanismus detailliert untersucht werden kann. Im Gegensatz dazu sind im
in vivo Ansatz die Bedingungen von aul3en nur schwer gezielt zu verandern.

Die in vivo Lokalisierungsstudien ermoglichen jedoch die Analyse des Transportverhaltens
in intakten Zellen, insbesondere wird auch der Einfluss des Cytosols untersucht. Es ist
moglich, dass das Cytosol bzw. cytosolische Faktoren fur ein korrektes targeting bendotigt
werden. Im Cytosol kdnnen Proteine oder Proteinkomplexe an der Spezifitdt des
Organelltransports beteiligt sein. So wurde beispielsweise der sogenannte guidance-
Komplex nachgewiesen, welcher einen effizienten Plastidenimport der SSU bewirkt (May
and Soll, 2000). Die Organellspezifitdt von Vorlauferproteinen kdnnte von diesem Komplex
oder anderen noch unbekannten cytosolischen Faktoren abhangig sein.

Weiterhin kann sich bereits der Transport der Fusionsproteine von dem der authentischen
Proteine unterscheiden (Rudhe et al., 2002a; Chew et al., 2003b). Daher ist es notwendig,

auch den in vitro Import der Fusionsproteine zu analysieren.

Fir eine umfassende Analyse des Transportverhaltens kerncodierter Proteine hat es sich
als sinnvoll erwiesen, grundsatzlich die in vitro Experimente und invivo Analysen
komplementierend durchzufihren. Diese Herangehensweise kann falsch positive bzw.
falsch negative Resultate minimieren. Fir das Protein Cytochrom c¢1 hat sich gezeigt, dass
der in vitro Import, einschliel3lich entsprechender Kontrollen, die in vivo Situation sehr gut

reprasentiert.

4.2 Mitochondrieller Import von Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum

Cytochrom ¢1 aus Solanum tuberosum wurde durch die Isolierung des mitochondriellen
Cytochrom bc1-Komplexes nachgewiesen (Berry et al.,, 1991; Braun et al., 1992).
Importanalysen wurden mit diesem Protein bisher nicht durchgefuhrt. Daten zum
Transportverhalten von Cytochrom c1 stammen aus Analysen dieses Proteins aus anderen
Organismen, in erster Linie Saccharomyces cerevisiae und Neurospora crassa (Gasser et
al., 1982; van Loon and Schatz, 1987; Arnold et al., 1998; Nicholson et al., 1989; Rémisch
et al., 1987).

Die Importanalysen dieser Arbeit haben gezeigt, dass Cytochromc1 aus
Solanum tuberosum in Pflanzenmitochondrien importiert und dort auch zum reifen Protein
prozessiert wird. In allen Experimenten war nur ein Prozessierungsprodukt zu detektieren.
Flr Saccharomyces cerevisiae und Neurospora crassa wurde hingegen beschrieben, dass
die Prozessierung von Cytochrom c1 in zwei Schritten stattfindet. Dabei wird zunachst ein

Intermediat gebildet, das anschlieBend zum reifen Protein prozessiert wird (Ohashi et al.,
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1982; Hartl et al.,, 1987). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass gereinigte MPP das
Vorlauferprotein aus Neurospora crassa zum Intermediat spaltet (Hawlitschek et al., 1988).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen fiur das Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum, dass
neben dem reifen Protein keine weiteren Prozessierungsprodukte in den Mitochondrien
entstehen. Falls wahrend der Prozessierung von Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum ein
Transportintermediat auftritt, kann es entweder nicht vom Vorlauferprotein oder dem reifen
Protein durch die elektrophoretische Auftrennung im verwendeten Gelsystem unterschieden
werden. Alternativ ist es ebenso moglich, dass das Intermediat sehr schnell zum reifen
Protein umgesetzt wird. Das Vorlauferprotein kénnte aber auch ohne die Bildung eines
Intermediats zum reifen Protein prozessiert werden. Bei Importanalysen fir das
Cytochrom c1 aus Saugern konnte ebenfalls kein solches Intermediat festgestellt werden

(Kolarov and Nelson, 1984; Tanaka-Yamamoto et al., 1990).

Es ist bekannt, dass der Einsatz von Valinomycin zu einer Inhibierung des mitochondriellen
Importes von Proteinen fuhrt. Daher wird dieses lonophor zur Bestatigung eines moéglichen
Importes in die Mitochondrien eingesetzt (Menand et al., 1998, Cleary et al., 2002, Duchéne
et al., 2005). Die Zugabe von Valinomycin zum Importansatz fihrte zu einer erheblichen
Verringerung des Mitochondrientransports von Cytochrom c1 (Abschnitt 2.4.9.3). Das
Protein zeigt die fur den Import mitochondrieller Vorlauferproteine typische Sensitivitat
gegenliber dem lonophor. Cytochrom ¢1 wird also abhangig vom Membranpotential der

inneren mitochondriellen Membran transportiert.

4.3 Cytochrom c1 wird ebenfalls in die Chloroplasten importiert

4.3.1 Der plastidare Import basiert nicht auf mis-targeting

Cytochrom c¢1 wird in vitro nicht nur in die Mitochondrien, sondern auch in die Chloroplasten
importiert. Eine Mdglichkeit ware, dass in der Chloroplastenpraparation Mitochondrien
vorlagen, die diesen Import ermdéglichen. Anhand der durchgeflhrten Western Analysen
kann das aber ausgeschlossen werden (Abb. 3.3, S. 58). Die Erbsenmitochondrien
enthielten keine Kontaminationen mit intakten Chloroplasten. Das Prozessierungsprodukt in
den Chloroplasten ist zudem groRer als das reife Protein in den Mitochondrien. Diese
Prozessierung kann also nicht auf mitochondrielle Peptidasen zurickzuflhren sein, da das
Produkt dann auch in den Mitochondrien detektierbar sein misste. Folglich zeigt
Cytochrom ¢c1 einen Import in isolierte Chloroplasten. Auch in Gegenwart von

Mitochondrien lasst sich dieser plastidare Import feststellen. Der gemischte Importansatz
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zeigt keine Veranderungen im Transportverhalten von Cytochrom c1 in die Organellen
(Abb. 3.9, S. 66). Der Import in die Chloroplasten ist demnach kein Fehltransport, der auf

eine mangelnde Spezifitdat der Organellen in den Einzelimporten zurlckzufuhren ware.

Organellen aus  verschiedenen  Pflanzenspezies  kdnnen  Unterschiede im
Transportverhalten von Vorlduferproteinen bedingen. So wurde beispielsweise die
plastidare Ferrochelatase-l aus Arabidopsis thaliana auf Basis von in vitro Importen in
isolierte Mitochondrien aus Erbse als duales Protein identifiziert (Chow et al., 1997).
Allerdings wird dieses Protein nicht in Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana oder anderen
Pflanzen importiert (Lister et al., 2001).

Der in vitro Import von Cytochrom c1 in Mitochondrien und Plastiden ist nicht nur auf Erbse
beschrankt, sondern kann ebenfalls flir Organellen aus Spinat beobachtet werden (Abb.
3.34, S. 90). Der Transport in Organellen verschiedener Pflanzenspezies spricht gegen ein

in vitro mis-targeting von Cytochrom c1.

4.3.2 Cytochrom c1 verhilt sich wie ein authentisches plastidares Protein

Aufgrund der Komplexitat des Proteintransportes innerhalb der Zelle sind Fehler denkbar,
die in der Fehlsortierung eines Proteins resultieren wirden. Es wird angenommen, dass der
Transport eines Proteins in ein falsches Kompartiment zum Abbau dieses Proteins flihrt.
Dies konnte fir das thylakoidare Protein OEC33 gezeigt werden. Eine absichtliche
Fehlsortierung von OEC33 ins Stroma bewirkt die rasche Degradation dieses Proteins
(Halperin and Adam, 1996). Daflr wurde in diesen Studien das Transportsignal des OEC33
ersetzt, sodass ein Transport ins Stroma erfolgt. Wahrend das authentische OEC33 nach
dem in vitro Import in isolierte Chloroplasten in den Thylakoiden flir mindestens zwei
Stunden stabil bleibt, hat das chimare Protein im Stroma eine Halbwertszeit von 60
Minuten.

Die Stabilitat des importierten Cytochrom c1 innerhalb der Chloroplasten wurde untersucht
(Abschnitt 3.7.2). Es zeigte sich, dass Cytochrom c1 eine ahnliche Stabilitdt wie die
stromale FNR aufweist. Beide Proteine sind Uber zwei Stunden in vergleichbarem Malle
stabil in den Chloroplasten. Demnach wird Cytochrom c1 in den Chloroplasten nicht als

falsch erkannt und abgebaut.

Der chloroplastidare Import von Cytochrom c1 wurde daraufhin analysiert, ob er dem
authentischer plastidarer Vorlauferproteine entspricht. Der Effekt von Valinomycin und

Nigericin auf den in vitro Import von Cytochrom c1 wurde daher untersucht (Abschnitt
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3.4.1). Nigericin bewirkt eine Hemmung des plastidaren Importes (Mould and Robinson,
1991; Chow et al., 1997). Fur den Import von Cytochrom c1 in die Chloroplasten konnte
diese Hemmung gezeigt werden, wie sie fur authentische plastidare Proteine typisch ist.
Valinomycin hatte erwartungsgemall kaum einen Einfluss auf den Import in die
Chloroplasten. Diese Experimente zeigen, dass der plastidare Transport von Cytochrom c1

in Abhangigkeit von internem ATP in den Chloroplasten stattfindet.

Um den Importweg von Cytochrom c1 in die Chloroplasten genauer zu analysieren, wurden
in vitro Importe in Gegenwart von Uberexprimierten plastidaren Proteinen durchgefihrt
(Abschnitt 3.6). Diese Kompetitionsexperimente zeigen, dass mit zunehmender
Konzentration von OEC33 der Import von in vitro translatierten Vorlauferproteinen in die
Chloroplasten immer starker blockiert wird. Dies konnte sowohl fir Cytochrom c¢1, als auch
fur die authentischen plastidaren Kontrollproteine OEC23 und FNR beobachtet werden. Der
Einsatz von Uberexprimierter FNR bestatigt die Ergebnisse. Auch dieses Kompetitorprotein
beeinflusst den plastidaren Import von Cytochrom c1. Der Import von Cytochrom c1 in die
Mitochondrien bleibt dagegen stabil. Der plastidare Kompetitor hat also keinen Einfluss auf
den mitochondriellen Import. Uberexprimiertes Cytochrom c1 kann allerdings in vitro sowohl
mit dem mitochondriellen als auch dem chloroplastidaren Import von in vitro translatiertem
Cytochrom c1 konkurrieren. Der Vergleich der Kompetitionsexperimente lasst annehmen,
dass der plastidare Import von  Cytochrom c1 bereits bei  niedrigeren
Kompetitorkonzentrationen reduziert wird als der authentischer plastidarer Substrate. Dies
wilrde bedeuten, dass Cytochrom c1 eine geringere Affinitat flr die Transportmaschinerie
der Chloroplasten hat. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
verschiedenen Kompetitorproteine in Abhéngigkeit von ihrer individuellen Uberexpression
den unterschiedlich starken Einfluss bedingen.

Insgesamt haben die Kompetitionsexperimente gezeigt, dass sowohl FNR als auch OEC33
den chloroplastidaren Import von Cytochrom c1 beeinflussen. Diese Proteine konkurrieren
demnach um die Transportapparate der Chloroplasten. Cytochrom c1 benutzt also teilweise
oder vollstandig den gleichen Importweg wie auch authentische plastidare Proteine. Das
korreliert mit der Vorstellung, dass sich der Transportweg dualer Proteine nicht von dem

anderer Vorlauferproteine der Organellen unterscheidet (Peeters and Small, 2001).
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4.4 Spezielle Eigenschaften von Cytochrom c1 als duales Protein

4.4.1 Mitochondrieller und plastidarer Transport von Cytochrom c1 im Vergleich

Der Import von Cytochrom c1 findet sowohl in die Mitochondrien als auch in die
Chloroplasten statt, allerdings mit deutlich unterschiedlicher Effizienz.

Auffallig war zudem, dass die Proteasebehandlung keine vollstdndige Degradation des
Vorlauferproteins in den mitochondriellen Proben erreichte. Die Mdoglichkeit eines
ineffektiven Thermolysinverdaus kann ausgeschlossen werden, da in den chloroplastidaren
Proben das Vorlauferprotein zumeist komplett abgebaut wurde. Dieser Unterschied bei der
Degradation durch Thermolysin war nicht auf das authentische Protein beschrankt, sondern
konnte auch fiur die Reporterfusionen beobachtet werden (Abb. 3.46, S. 100). Der relativ
hohe Anteil an proteaseresistentem Vorlauferprotein kann also typisch fir den Proteinimport
in die Mitochondrien sein. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um importiertes aber noch
nicht prozessiertes Protein.

Dies wurde beispielsweise auch fur die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (GIURS, MetRS and
PheRS) aus Arabidopsis thaliana gezeigt (Pujol et al., 2007). Eine Prozessierung zum
reifen Protein findet ebenfalls nur teilweise statt, wenn die Vorlauferproteine in die
Mitochondrien importiert werden. Im Gegensatz dazu werden in die Chloroplasten
importierte Proteine direkt prozessiert und keine proteasestabilen Vorlauferproteine kbnnen

detektiert werden.

Im Weiteren wurde die Zeitabhangigkeit des mitochondriellen und chloroplastidaren
Importes von Cytochrom c1 bestimmt (Abschnitt 3.7.3). Es sind vergleichbare
Abhangigkeiten fur den Import des Proteins in beide Organellen festzustellen.
Cytochrom c1 wird zeitgleich in die Organellen transportiert. Das Verhaltnis zwischen
mitochondriellem und chloroplastidarem Import ist weitgehend unabhangig von der
Inkubationszeit. Die Chloroplasten erreichen allerdings etwas eher eine Sattigung. Das
entspricht anderen Studien, in denen festgestellt wurde, dass Chloroplasten schnellere
Importkinetiken aufweisen, als sie fur Mitochondrien zu beobachten sind (May and Soll,
2000; Schleiff and Soll, 2000).

Der Einfluss der Substratkonzentration auf den Import von Cytochrom c1 wurde ebenfalls
untersucht (Abschnitt 3.7.1). Der Import erfolgt auch bei der geringsten eingesetzten Menge
an Translationsprodukt sowohl in die Mitochondrien als auch in die Chloroplasten. Die
Bindung des Vorlauferproteins an die Oberflache der Organellen und die Menge an
Prozessierungsprodukt sinkt in beiden Ansatzen mit abnehmender Menge an

Translationsprodukt. Es besteht eine direkte Proportionalitdt zwischen Translationsmenge



Diskussion 118

und Importrate. Das relative Organell-Targeting von Cytochrom c1 ist unabhangig von der

Substratkonzentration.

4.4.2 Cytochromc1 wird in Mitochondrien und Chloroplasten unterschiedlich

prozessiert

Die Prozessierung in den Mitochondrien und Chloroplasten ist fir Cytochrom c1
unterschiedlich. In den Chloroplasten entsteht ein Prozessierungsprodukt, das ein hdheres
apparentes Molekulargewicht hat als das reife Protein in den Mitochondrien.

Fir die Glutathionreduktase aus Pisum sativum wurde beobachtet, dass die Prozessierung
sowohl durch die MPP als auch die SPP zu reifen Proteinen flihrt, deren Molekulargewicht
nicht zu unterscheiden ist (Rudhe et al.,, 2004). Fur die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
(GIuRS, MetRS and PheRS) aus Arabidopsis thaliana konnte aber gezeigt werden, dass die
Prozessierung in den Mitochondrien und Chloroplasten auch an unterschiedlichen Stellen
der Proteine stattfinden kann (Pujol et al.,, 2007). So werden zwei dieser drei
Vorlauferproteine von den Prozessierungspeptidasen der Mitochondrien und Chloroplasten
unterschiedlich gespalten. Die Peptidasen haben unterschiedliche Erkennungsstellen, wie
auch fur die Glutathionreduktase aus Pisum sativum gezeigt wurde (Rudhe et al., 2004).
Bei Cytochromc1 sind demnach sowohl die Erkennungs- als auch die
Prozessierungsstellen flr die Peptidasen der Mitochondrien und Chloroplasten
verschieden.

Es konnte fir andere mitochondrielle Proteine gezeigt werden, dass eine Prozessierung
durch die SPP in vitro mdglich ist (Bassham et al., 1994). Die Schnittstelle der SPP lag
dabei jedoch N-terminal der MPP-Schnittstelle. Dies passt zum Ergebnis, dass das
Prozessierungsprodukt von Cytochrom c1 in den Plastiden groRer ist als das reife Protein in

den Mitochondrien.

44.3 Cytochrom c1 ist im Stroma der Plastiden lokalisiert

Die Organellen wurden fraktioniert, um die Lokalisierung von Cytochrom c1 innerhalb dieser
zu bestimmen (Abb. 3.17, S. 75). Die Mitochondrien wurden in I8sliche und
Membranfraktion und die Chloroplasten in Thylakoid- und Stromafraktion getrennt.
Cytochrom ¢1 kann nach erfolgtem in vitro Import innerhalb der Membranfraktion der
Mitochondrien detektiert werden. Das entspricht der erwarteten Lokalisierung als

membranstandige Untereinheit  des Cytochrom bc1-Komplexes der inneren
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Mitochondrienmembran. Nach dem Import in die Chloroplasten liegt Cytochrom c1 in der
Stromafraktion vor.

Die suborganellare Lokalisierung im Stroma der Plastiden wird auch durch die in vivo
Experimente gestitzt (Abschnitt 3.10.2). Die Reporterfusionen von Cytochrom c1 co-
lokalisieren nach der Expression innerhalb der Zelle mit dem stromalen Plastidenmarker im
Stroma der Plastiden. Es ist interessant, dass alle bisher bekannten dualen Proteine in den

Plastiden ebenfalls eine stromale Lokalisierung zeigen (Peeters and Small, 2001).

Allerdings konnte eine Prozessierung von Cytochrom c1 in vitro durch Zugabe von
Stromaextrakt nicht nachvollzogen werden (Abb. 3.18, S. 77). Das Unvermdogen, plastidare
Vorlauferproteine durch Stromaextrakt zu prozessieren, ist nicht ungewohnlich und wurde
bereits fur authentische plastidare Vorlauferproteine beschrieben (James et al., 1989;
Musgrove et al.,, 1989; Whelan et al., 1991). So kann das thylakoidare OEC16 aus
Spinacia oleracea weder durch Stroma- noch durch Thylakoidextrakt prozessiert werden
(James et al., 1989), obwohl es im in vitro Import in isolierte Chloroplasten transportiert und
dort auch prozessiert wird. Auch fir die plastidaren Proteine SSU und OEC33 konnte keine
Prozessierung durch l8slichen Chloroplastenextrakt festgestellt werden (Whelan et al.,
1991). Es kann angenommen werden, dass einige Vorlauferproteine Konformationen im
Translationssystem annehmen, die sich nachteilig auf eine Prozessierung durch isoliertes

Stroma auswirken.

4.4.4 Physiologische Aspekte beeinflussen den Transport

Der durchschnittliche Transport von Cytochrom c1 in die Mitochondrien liegt in den
durchgeflhrten Experimenten generell hdher als der in die Chloroplasten. Dennoch waren
deutliche Schwankungen im Verhaltnis von Mitochondrien- zu Chloroplastenimport
festzustellen (Abb. 3.35, S. 91). Es ist bekannt, dass physiologische Aspekte die
Importeffizienz beeinflussen kénnen (Dahlin and Cline, 1991; Sommer et al., 1994; Murcha
et al., 1999).

Ein interessanter Aspekt ist der Einfluss des Alters bzw. des Entwicklungszustandes der zur
Organellisolierung eingesetzten Pflanzen auf das Importverhalten von Cytochrom c1. Mit
héherem Alter der Pflanzen steigt der Import von Cytochrom c1 in die Mitochondrien
deutlich an, wahrend der Transport in die Chloroplasten abnimmt.

Literaturdaten lassen vermuten, dass die Organellen alterer Pflanzen eine geringere

Importkapazitat besitzen. Die Studien von Murcha et al., 1999 zeigen, dass der
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mitochondrielle Import mit zunehmendem Entwicklungszustand der Pflanzen verringert
wird. Dennoch konnten Unterschiede fir verschiedene Vorlauferproteine festgestellt
werden.

Auch eine  Verbindung zwischen Plastidenentwicklung und  Aktivitdt des
Proteinimportapparates wurde publiziert (Dahlin and Cline, 1991). Wahrend die
Importkapazitat von Proplastiden zunachst hoch ist, verringert sie sich deutlich, wenn sich
die Plastiden zu reifen Etioplasten oder Chloroplasten entwickelt haben. Die Pflanzenzelle
reguliert die Importapparate demnach in Abhangigkeit vom Proteinbedarf sich entwickelnder

Plastiden.

Eine Moglichkeit zur Erklarung der veranderten Importrate von Cytochrom c1 ist, dass die
Organellen alterer Pflanzen eine veranderte Dichte aufweisen. Dann ware eine andere
relative Menge an Organellen im Importansatz denkbar. Es ist auch moéglich, dass eine
Verschiebung im Verhaltnis von Importkomponenten zu anderen organellaren Proteinen mit
zunehmendem Alter stattfindet. Die Anzahl an Rezeptoren an der Oberflache bzw. an
Transportkomplexen der Organellen wirde dann variieren. Da jedoch der Transport des
mitgeflihrten Kontrollproteins OEC23 kaum vom Alter der hier verwendeten Organellen

beeinflusst wird, sind diese Méglichkeiten unwahrscheinlich.

Die Experimente zum Einfluss des Pflanzenalters auf den in vitro Import weisen auf eine
Verbindung zwischen der Importrate von Cytochrom c¢1 und dem Entwicklungsgrad der
Organellen und somit der Physiologie hin. Obwohl nur zwei verschiedene Alterstufen
untersucht wurden, kénnen Unterschiede bezlglich der Transporteffizienz festgestellt
werden. Auch in den Arbeiten von Christensen et al., 2005 wurde in vivo beobachtet, dass
die DNA Polymerase y2 in jungen meristematischen Gewebe dual targeting in
Mitochondrien und Chloroplasten zeigt. Dagegen wird dieses Protein in vollentwickelten,
alteren Blattern ausschlief3lich in Mitochondrien nachgewiesen. Vermutlich ist der
Proteintransport in beide Organellen abhangig vom Bedarf der Pflanze an bestimmten
Proteinen. Durch physiologische Veranderungen werden unterschiedliche Anforderungen
an die Pflanzenzelle bzw. die Zellorganellen gestellt, daher ist eine Anpassung der
Proteinzusammensetzung notwendig. Perspektivisch sollten weitere Untersuchungen zur
Veranderung des  Transportverhaltens in  Abhangigkeit  vom pflanzlichen

Entwicklungszustand durchgefuhrt werden.

Eventuell ist aber nicht das Alter selbst, sondern die Wirkung abiotischer Faktoren
ursachlich fur die veranderte Importrate. Umweltfaktoren sind unter anderem

Wasserverflgbarkeit, Nahrstoffversorgung, Temperatur und Lichtmenge. Diese Einflliisse
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kénnen den Metabolismus, das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen erheblich
verandern.

Der Einfluss von Umweltstress auf die Kapazitat pflanzlicher Mitochondrien,
Vorlauferproteine zu importieren, ist bekannt (Taylor et al., 2003). Es wurde gezeigt, dass
verschiedene umweltbedingte Stressfaktoren, wie Trockenheit, Temperaturmaxima oder
Herbizidbehandlung den Import mitochondrieller Proteine unterschiedlich beeinflussen.
Auch fir den plastidaren Import sind Veranderungen in Abhangigkeit von Stressfaktoren
publiziert (Dutta et al., 2009). Die Expression mehrerer Komponenten des plastidaren
Importapparates von Pisum sativum war verringert, wenn die Pflanzen Hitze- oder
Kaltestress ausgesetzt wurden. Dadurch wurde beispielsweise der Import der SSU in die
Plastiden herunterreguliert. In weiteren Studien sollte daher der Einfluss von
Umweltfaktoren bzw. Kulturbedingungen auf die Importrate von Cytochrom c1 untersucht

werden.

4.4.5 Weizenkeimextrakt hat einen inhibierenden Effekt auf den Import von

Cytochrom c1

Cytochrom ¢1 wird nur dann in vitro in die Organellen importiert, wenn die Translation im
Retikulocytenlysat (rabbit reticulocyte lysate - RRL) erfolgt. Wird das Vorlauferprotein in
Weizenkeimextrakt (wheat germ extract - WGE) synthetisiert, findet dagegen weder ein
mitochondrieller noch ein chloroplastidarer Import statt. Es ist lediglich eine Bindung des
Translationsproduktes an die Oberflache der Organellen festzustellen (Abb. 3.15, S. 72).
Die Ergebnisse zur Analyse der Importkompetenz von Cytochrom c1 aus den beiden
Translationssystemen lassen auf stimulierende Eigenschaften von RRL und inhibierende

Eigenschaften von WGE schliefl3en.

Der Einfluss von WGE auf die Importkompetenz mitochondrieller Vorlauferproteinen ist aus
der Literatur bekannt (Dessi et al., 2003). So werden die mitochondriellen Vorlauferproteine
F1B (Untereinheit der ATP-Synthase aus Nicotiana plumbaginifolia) und AOX (Alternative
Oxidase 1 aus Glycine max) in isolierte Mitochondrien importiert, wenn sie in RRL
synthetisiet  wurden. Die gleichen Vorlauferproteine  kdénnen jedoch als
Translationsprodukte aus WGE nicht importiert werden. Im Gegensatz dazu ist die Fad
Untereinheit der ATP-Synthase aus Glycine max aus beiden Translationssystemen
importkompetent. Nach diesen Studien resultiert die Import-Inkompetenz einiger in WGE
synthetisierter mitochondrieller Vorlauferproteine aus einer Interaktion von inhibierenden

Faktoren des Weizenkeimextraktes mit dem reifen Teil von Vorlauferproteinen. Auch das
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Fehlen cytosolischer Faktoren im WGE, die den Import stimulieren, indem eine Aggregation
der Vorlauferproteine verhindert und ihre Loslichkeit aufrechterhalten wird, ist denkbar (Lain
et al., 1994).

Auch fur plastidare Vorlauferproteine, z.B. SSU und OEC33, wurde bereits ein Einfluss von
WGE auf den Import beschrieben (Schleiff et al., 2002). Der in vitro Import war drastisch
reduziert, wenn Weizenkeimextrakt zum Importansatz zugegeben wurde. Desweiteren war
die Importeffizienz des plastidaren Proteins SSU deutlich geringer, wenn es in
Weizenkeimextrakt synthetisiert wurde und nicht mittels Retikulocytenlysat. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass Weizenkeimextrakt eine Komponente enthalt,
die als Inhibitor des Proteinimports in die Chloroplasten fungieren kann. Diese Komponente
interagiert mit dem Vorlauferprotein und verhindert eine Assoziation mit der Translokase.
Dieser Inhibitor kénnte Bestandteil eines Regulationssystems sein, das es der Pflanzenzelle

ermoglicht, schnell auf unterschiedliche physiologische Bedlirfnisse zu reagieren.

4.4.6 Das Transportsignal von Cytochrom c1 bedingt das dual targeting

Eine duale Lokalisierung in Mitochondrien und Chloroplasten (dual targeting) wurde
inzwischen flr mehrere Proteine gezeigt (Peeters and Small, 2001). Diese duale
Lokalisierung kann durch sogenannte gemischte (ambiguous) oder zusammengesetzte
Transportsignale vermittelt werden. Da nur ein Translationsprodukt gebildet wird, gehért
Cytochrom ¢1 aus Solanum tuberosum vermutlich zu den Proteinen mit gemischtem
Transportsignal am Aminoterminus. Dieses Transportsignal tragt dann Eigenschaften
sowohl mitochondrieller als auch plastidarer Signale, wie es fur gemischte Transportsignale
beschrieben wurde (Peeters and Small, 2001; Pujol et al., 2007). Beim Vergleich
verschiedener Vorhersageprogramme ist zwar grundsatzlich ein Trend fir eine
mitochondrielle Lokalisierung von Cytochrom c1 festzustellen. Das Transportsignal ist aber
nicht absolut eindeutig einem bestimmten Kompartiment zuzuordnen (Abb. 3.10, S. 67). Es

tragt also vermutlich nicht nur Eigenschaften typischer mitochondrieller Transportsignale.

Die dual targeting Eigenschaften von Cytochrom c¢1 wurden auch in vivo untersucht. Dafur
wurden drei unterschiedlich lange Bereiche von Cytochrom ¢c1 mit dem Reporter EYFP
fusioniert. Die Befahigung dieser Fusionsproteine zum Organelltransport wurde zunachst
in vitro Uberprift. Es zeigte sich, dass die Proteine in beide Organellen importiert werden
konnten. Allerdings war in Mitochondrien keine Prozessierung von ¢1(1-77)/EYFP und in
Chloroplasten keine Prozessierung von ¢1(1-320)/EYFP eindeutig nachweisbar, sodass in

diesen beiden Fallen der Nachweis des jeweiligen Organellimports noch nicht endguiltig
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erbracht ist. Da die Fusion c¢c1(1-77)/EYFP nur die mitochondrielle Prasequenz von
Cytochrom c1 enthalt, ist es moglich, dass die Erkennungsstelle flr die MPP nicht mehr
zuganglich ist. Das Protein wird zwar importiert, kann dann aber nicht prozessiert werden.
Fur die Volllangenfusion c1(1-320)/EYFP ist es denkbar, dass eine Prozessierung in den
Chloroplasten stattfindet. Ein mdgliches Prozessierungsprodukt kann aber aufgrund der
GroRe des Proteins und des starken Hintergrundes im verwendeten Gelsystem nicht
ausreichend aufgetrennt werden. Dennoch zeigt gerade das Ergebnis von c1(1-141)/EYFP,
dass das Transportsignal von Cytochrom c1 in der Lage ist, sogar Fremdproteine in vitro in
beide Organellen zu dirigieren. Ein Einfluss des Reporters bzw. der Fusionen selbst auf das
Targeting kann aufgrund dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Die Fusionsproteine bestatigen die dual targeting Eigenschaften des authentischen
Cytochrom c1. Diese Fahigkeit konnte auch in den komplementierenden in vivo
Untersuchungen verifiziert werden. Alle drei Reporterfusionen von Cytochrom c1 werden
sowohl in die Mitochondrien als auch in die Plastiden transportiert. Das Transportsignal von
Cytochrom c1 ist offensichtlich in der Lage, mit den Proteintransportmaschinerien beider
endosymbiontischer Organellen zu interagieren und den Transport des anhangenden

Passagierproteins in vitro und in vivo in beide Organellen zu vermitteln.

Die Experimente mit den Reporterfusionen von Cytochrom c1 haben gezeigt, dass die
mitochondrielle Prasequenz von Cytochrom c1, also die ersten 77 Aminosauren, flr das
dual targeting dieses Proteins in Mitochondrien und Plastiden notwendig und hinreichend
ist. Das reife Protein hat demzufolge keinen Effekt auf das grundsatzliche Importverhalten
von Cytochrom c1. Fir die Glutathionreduktase konnte gezeigt werden, dass der reife Teil
des Proteins bzw. das Passagierprotein einer Fusion entscheidenden Einfluss auf das
Targeting haben kann (Rudhe et al., 2002a; Chew et al., 2003b). Bei dualen Proteinen kann
der reife Teil den Import in eines der beiden Organellen offenbar komplett unterdriicken. Bei
Cytochrom c1 ist das aber nicht der Fall. Ein Einfluss des reifen Teils von Cytochrom c1 auf

die Effizienz des Importes kann aber nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.

4.5 Warum zeigt Cytochrom c1 dual targeting?

Die dualen Eigenschaften von Cytochrom c1 konnten durch in vitro Importexperimente und
in vivo Transportstudien nachgewiesen werden. Diese Befahigung ist auch in planta
wahrscheinlich, wie Uber immunologische Analysen mit dem Cytochrom c1 Antikérper

gezeigt werden konnte.
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Die Erkenntnis, dass das Cytochrom c1 Protein des mitochondriellen bc1-Komplexes der
Atmungskette nicht nur in den Mitochondrien, sondern auch in den Plastiden lokalisiert ist,
fuhrt zur Frage nach einer Funktion dieses Proteins in den Plastiden. Dafir konnten keine
klaren Hinweise gefunden werden. In den in vitro Experimenten ist fur Cytochrom c1 keine
Assemblierung in Komplexen innerhalb der Organellen nachweisbar (Abb. 3.19, S. 78).
Dies war jedoch nicht nur bei den Chloroplasten, sondern auch bei den Mitochondrien der
Fall. Das verwendete Gelsystem konnte einen Einfluss auf die Detektion mdglicher
Komplexe haben. Auch ist ein negativer Einfluss des Coomassie G250-Farbstoffes auf die
Stabilitat der Komplexe im Gel denkbar. Eventuell ist eine Optimierung der experimentellen
Vorgehensweise notwendig.

Eine Aktivitat im Chloroplasten ist fur Cytochrom c1 eher unwahrscheinlich. Die Ergebnisse
der Western Analysen mit dem Cytochrom c1 Antikérper deuten jedoch darauf hin, dass
Cytochrom c1 in Erbse, Spinat und Kartoffel nicht nur in den Mitochondrien, sondern
wahrscheinlich ebenfalls in den Chloroplasten lokalisiert ist (Abb. 3.43, S. 97). Es lasst sich
also vermuten, dass nicht nur das Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum, sondern auch
die entsprechenden Proteine in anderen Pflanzen, wie Pisum sativum und
Spinacia oleracea dual targeting zeigen. Dies ist als Indiz daflr zu sehen, dass dieses
Protein unter Umsténden nicht ausschlieRlich eine Funktion im mitochondriellen bc1-
Komplex hat. Eine eventuelle Signalfunktion bei der Koordination zwischen Kern bzw.
Cytosol und den Organellen kann beispielsweise spekuliert werden. Selbst wenn keine
Funktion in den Chloroplasten besteht, ist die grundsatzliche dual targeting Fahigkeit von

Cytochrom c¢1 Uberaus interessant.

Wahrend zu Beginn dieser Arbeit nur wenige Proteine in der Literatur beschrieben waren,
die dual targeting zeigen, wurden inzwischen immer mehr Proteine publiziert, die sowohl in
den Mitochondrien als auch in den Chloroplasten lokalisiert sind. Um die tatsachliche
Bedeutung des dual targeting Phanomens besser zu verstehen, wurde in unserer
Arbeitsgruppe eine Auswahl geeigneter Kandidatenproteine systematisch hinsichtlich ihrer
Transporteigenschaften in vitro und in vivo analysiert. Viele dieser Proteine konnten als
mogliche duale Proteine identifiziert werden.

Eventuell kann ein latentes dual targeting bei vielen Proteinen angenommen werden, die
bisher als monospezifisch angesehen werden. Als Beispiel seien hier Kreuzreaktionen bei
Western Analysen angemerkt. Sind das Kontaminationen oder duale Proteine in beiden
Organellen? Mdglicherweise werden sowohl in diesen Analysen als auch bei der Erstellung
von Proteomdaten eigentlich duale Proteine als Kontaminationen aussortiert (z.B. Friso et
al.,, 2004). Der bei den Western Analysen zur Reinheit der praparierten Organellen

eingesetzte Antikdrper gegen das mitochondrielle Protein GDC kdnnte ein solcher Fall sein
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(Abb. 3.3, S. 58). Ein Vergleich von Proteomanalysen konnte weitere duale Proteine

identifizieren.

Dass mehr Proteine duale Eigenschaften aufweisen, als bisher angenommen, zeigt, dass
dieses Verhalten mdglicherweise keine Ausnahme ist. Dies lasst vermuten, dass die
Fahigkeit zum dual targeting eine urspringliche Eigenschaft vieler Transportsignale war, die
zumindest auf einem niedrigen Niveau oft erhalten blieb. Eine basale Fahigkeit von
Proteinen zum dualem Transport ist eventuell sinnvoll, um auf physiologische
Veranderungen schneller reagieren zu kénnen. Nur in den Fallen, in denen bereits eine
geringflgige Fehlsortierung von erheblichem Nachteil flr die Zelle war, wurde diese
Fahigkeit im Laufe der Evolution eliminiert. Solange der Transport eines Proteins in ein
bestimmtes Kompartiment keinen Schaden bedeutet, konnte es keinen Selektionsdruck auf
ein absolut monospezifisches Transportsignal gegeben haben. Andererseits kam es in
einigen Fallen durch dual targeting vermutlich auch zur Leistungssteigerung und wurde

dann positiv selektiert.
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4.6 Zusammenfassendes Modell zum Transport von Cytochrom c1

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten zum Transport von Cytochrom c1 lassen
sich in einem Modell zusammenfassend darstellen (Abb. 4.1). Das authentische
Cytochrom c¢1 wird in Abhangigkeit vom Membranpotential der inneren mitochondriellen
Membran in die Mitochondrien importiert und dort zum reifen Protein prozessiert. Das reife
Protein akkumuliert in der Membranfraktion. Cytochrom c1 wird ebenfalls in die
Chloroplasten importiert. Die Prozessierung erfolgt N-terminal der MPP-Schnittstelle. Der
chloroplastidare Import von Cytochrom c1 unterscheidet sich generell nicht von dem
authentischer plastidarer Proteine. Er ist abhangig von internem ATP und erfolgt Gber die
gleiche Maschinerie. Das Transportsignal von Cytochrom c¢1 kann den dualen Transport

auch fur Passagierproteine, wie den Reporter EYFP, vermitteln.

=\ I 0 =/1np
Cytochrom c1 T Cytochrom c1
+ Passagier Vorlauferprotein

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Transportes von Cytochrom c1 in die Organellen. Die
Darstellung stutzt sich auf die in dieser Arbeit erhaltenen Daten zum in vitro und in vivo Transport
von Cytochrom c1 aus Solanum tuberosum in pflanzliche Mitochondrien (orange) und Chloroplasten

(gran).
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