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Zusammenfassung 
 
Das pflanzliche Tat-System (twin-arginine translocation) beinhaltet die Membranproteine 

TatA, TatB und TatC und ermöglicht die Translokation vollständig gefalteter Proteine über die 

ionendichte Thylakoidmembran. Der Transportprozess wird ausschließlich über ein 

Membranpotential, das über einen Protonengradienten (DpH) und/oder elektrochemischen 

Gradienten (DY) erzeugt wird, energetisiert. Namensgebend für den Tat-Translokationsweg 

ist das charakteristische Zwillingsargininmotiv im Transitpeptid der Vorläuferproteine. 

Während TatB und TatC einen Rezeptorkomplex zur Bindung der Tat-Substrate bilden, 

interagiert TatA transient mit TatBC-Substrat-Komplexen und vermittelt mit diesen über einen 

bisher unbekannten Mechanismus die Translokation der Tat-Substrate. 

Diese Arbeit beinhaltet die Analyse der Funktion des TatB-Proteins mit Hilfe des sogenannten 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs, der bereits zur Untersuchung der TatA-Aktivität 

angewendet wurde (Hauer et al., 2013).  

Dafür wurde die intrinsische TatB-Funktion in isolierten Thylakoiden aus Erbsenkeimlingen 

durch Inkubation mit TatB-spezifischem Antikörper inhibiert. Diese Behandlung führte zur 

vollständigen Blockierung des Tat-Transports, der durch die Zugabe von in vitro 

synthetisiertem bzw. heterolog synthetisiertem und gereinigtem TatB rekonstituiert werden 

konnte. Es handelt sich hierbei um eine funktionelle Rekonstitution, da ausgeschlossen wurde, 

dass die Wiederherstellung des Tat-Transports auf einer Reaktivierung des intrinsischen TatB-

Proteins beruht.  

Da TatB Bestandteil des integralen TatBC-Rezeptorkomplexes ist, ist anzunehmen, dass die 

TatB-vermittelte Transportrekonstitution auf einer funktionellen Assemblierung des 

zugegebenen Proteins in den heterooligomeren Komplex basiert. Für in vitro synthetisiertes 

und radioaktiv markiertes TatB konnte die Assemblierung in TatBC-Komplexe bereits mittels 

Blue Native-PAGE-Analyse gezeigt werden (Fincher et al., 2003). In dieser Arbeit wurde 

außerdem die Assemblierung von heterolog synthetisiertem und gereinigtem TatB in TatBC-

Komplexe nachgewiesen. 

Interessanterweise vermittelten die TatB-Varianten TatB,E10A und TatB,E10C eine 

Transportrekonstitution, obwohl die Assemblierung der Proteine in TatBC-Komplexe nicht 

nachgewiesen werden konnte. Es ist denkbar, dass diese nicht vollständig gestört, sondern 

nicht detektierbar ist.  
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Im nächsten Schritt wurde mit Hilfe des in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs der TatB-

Bedarf des zugegebenen TatB-Proteins während des Tat-Transports bestimmt. Der ermittelte 

Km-Wert, der die TatB-Konzentration angibt, die den halbmaximalen rekonstituierten 

Transport vermittelt, liegt für TatB bei 0,15 µM und ist zu TatA vergleichbar (Km = 0,12 µM in 

Hauer et al., 2013). Somit ist wahrscheinlich, dass TatA und TatB in äquimolaren Mengen im 

Translokationsprozess benötigt werden. 

Ein wesentlicher Unterschied zur TatA-vermittelten Transportrekonstitution ist jedoch, dass 

mit TatB-Zugabe zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden keine vollständige Rekonstitution 

erreicht werden kann. Wenn aber zusätzlich TatA zum Transportansatz hinzugegeben wurde, 

wurde eine zu Kontrollreaktionen vergleichbare TatB-Rekonstitution erreicht. Es liegt nahe, 

dass TatA aufgrund von Waschschritten in in thylakoido-Versuchen partiell aus der 

Thylakoidmembran extrahiert wird und so im Rekonstitutionsversuch limitiert ist.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TatB eine TatA-Aktivität aufweist, wohingegen 

TatA allein keine TatB-Rekonstitution vermittelt. Die Bifunktionalität von TatB im in 

thylakoido-System ist eine völlig neue und für die Diskussion der TatA-Funktion 

möglicherweise fundamental bedeutende Beobachtung.  

Mit Hilfe von chimären TatAB-Proteinen konnte abschließend gezeigt werden, dass die APH 

von TatB essentiell für die Funktion des TatB-Proteins ist. 

 
 



  1 EINLEITUNG 
  

 1 

1 Einleitung 

1.1 Intrazelluläre Kompartimentierung und Membrantransport in Chloroplasten 
 
In prokaryotischen und eukaryotischen Zellen laufen gleichzeitig zahlreiche biochemische 

Reaktionen ab, die zum einen grundlegend verschieden und zum anderen auch gegenläufig 

sein können. Im Laufe der Evolution erfolgte daher die Separierung dieser intrazellulären 

Prozesse.  

Eine Strategie dafür umfasst die räumliche Konzentrierung von Enzymen, die die konzertierte 

Katalyse spezifischer Reaktionen ermöglichen. Diese mehrkomponentigen Enzymkomplexe 

liegen z. B. bei der Synthese von DNA, RNA und Proteinen vor. Eine weitere Möglichkeit zur 

Organisation von verschiedenen Stoffwechselprozessen und zugehörigen Komponenten 

beinhaltet die räumliche Trennung durch Membranen (Singer und Nicolson, 1972). Während 

das Cytoplasma aller Prokaryoten von einer Membran umgeben ist, weisen gram-negative 

Bakterien zusätzlich eine äußere Membran auf, die die Existenz des periplasmatischen 

Reaktionsraums bedingt. In Eukaryoten liegen u. a. die Kompartimente Nukleus, 

Endoplasmatisches Reticulum, Dictyosomen, Lysosomen, Peroxisomen, Mitochondrien und in 

pflanzlichen Zellen Chloroplasten vor. Jedes Organell vollführt spezifische Funktionen, die mit 

der Notwendigkeit einer einzigartigen Proteinumgebung einhergehen. Die Synthese 

erforderlicher Proteine erfolgt dabei hauptsächlich im Cytosol, doch auch in Mitochondrien 

und Chloroplasten werden Proteine synthetisiert. Nach der Endosymbiotentheorie stammen 

Mitochondrien und Chloroplasten von ehemals eigenständigen Eubakterien ab, die von 

einzelligen Protoeukaryoten aufgenommen wurden (Schimper, 1883; Mereschkowsky, 1905; 

Margulis, 1970; Gray und Doolittle, 1982). Ein Großteil der ursprünglich chloroplastidären 

Gene wurde in den Kern des eukaryotischen Wirts transferiert (Leister, 2003). So weisen 

Mitochondrien und Plastiden lediglich ein Restgenom auf und nicht alle in den Organellen 

benötigten Proteine werden vor Ort synthetisiert. Daher werden nur ca. 5 % der mehr als 3000 

in Chloroplasten vorliegenden Proteine im Organell synthetisiert (Leister, 2003; Shi und Theg, 

2013). 

  



  1 EINLEITUNG 

 2 

1.2 Transitpeptide für den Transport kernkodierter Proteine in Chloroplasten 
 
Die kernkodierten Proteine werden im Cytoplasma als sog. Vorläuferproteine mit N-

terminalen Transitpeptiden synthetisiert (McFadden, 1999; Bruce, 2000), wobei diese 

„Adressanhänger“ eine Interaktion mit der Translokationsmaschinerie des Zielorganells und 

somit den Transport ermöglichen (Sveshnikova et al., 2000; Hinnah et al., 2002; Inaba et al., 

2003; Smith et al., 2004). Sog. einfache Transitpeptide, die den Transport des Proteins nur 

über die äußere und innere Hüllmembran der Chloroplasten in das Stroma vermitteln, weisen 

eine stromadirigierende Domäne (STD; stroma targeting domain) auf, die nach Translokation 

von der stromalen Prozessierungspeptidase (SPP) abgespalten wird (Perry und Keegstra, 1994; 

Robinson und Ellis, 1984; Richter und Lamppa 1998).  

Liegt der finale Bestimmungsort des kernkodierten Proteins in der Thylakoidmembran oder 

im -lumen, trägt das Vorläuferprotein in der Regel ein zusammengesetztes Transitpeptid: 

Zusätzlich zur STD liegt eine thylakoiddirigierende Domäne (TTD) vor (Smeekens et al., 1986; 

Hagemann et al., 1990). Nach Abspaltung der STD fungiert die TTD als Sortiersignal für den 

Weitertransport des Proteins (Ko & Cashmore, 1989). Die Prozessierung von Proteinen mit 

thylakoidärer Lokalisation erfolgt zumeist durch die membranständige, thylakoidäre 

Prozessierungspeptidase (TPP; Hageman et al., 1986; Kirwin et al., 1987, 1988). Prozessierte 

Proteine werden als reife bzw. mature Proteine bezeichnet. 

 

 
 
STDs weisen keine konservierten Sequenzmotive auf und die Länge der Peptide variiert. 

Aussagen über die Abundanz bestimmter Aminosäuren sind jedoch möglich: So wurde ein 

erhöhtes Aufkommen der hydroxylierten Aminosäuren Threonin und Serin nachgewiesen; 

saure Aminosäuren sind in den eher positiv geladenen Transitpeptiden kaum präsent (von 

Heijne et al, 1989; Bruce, 2001). In wässriger Umgebung liegen sie unstrukturiert vor (Bruce, 

1998; Krimm et al., 1999; Wienk et al., 1999). Dabei unterbinden enthaltene Prolinreste die 

Ausbildung helikaler Bereiche (Rensink et al., 2000; Zybailov et al., 2008; Lee et al., 2018).  

Die TTDs lassen sich im Gegensatz zu den STDs gut in konservierte Sequenzmotive 

untergliedern (siehe Abbildung 1.1). Es liegt eine positiv geladene N-terminale Region (n) vor, 

an die sich ein hydrophober Bereich (h), gefolgt von einer polaren c-terminalen (c) Region, 
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anschließt. In der polaren Region befindet sich das für die Prozessierung relevante 

Sequenzmotiv AxA (von Heijne, 1985; von Heijne et al., 1989). Der Aufbau der TTD entspricht  

dem prokaryotischer Signapeptide. Die TTDs werden demzufolge als Signalpeptide 

bezeichnet. 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von kernkodierten chloroplastidären Vorläuferproteinen. 
Vorläuferproteine beinhalten ein N-terminales Transitpeptid und den reifen Teil des Proteins. Dabei werden 
einfache und zusammengesetzte Transitpeptide unterschieden. Ein einfaches Transitpeptid besteht aus einer 
stromadirigierenden Domäne (STD – blau). Ein zusammengesetztes Transitpeptid beinhaltet die STD in 
Kombination mit einer thylakoiddirigierenden Domäne (TTD – rot). Der Aufbau der TTD entspricht einem 
prokaryotischen Signalpeptid. So werden diese folglich auch als Signalpeptide bezeichnet. Sec- und Tat-
Signalpeptide werden in (n)-Region, hydrophobe (h)-Region und (c)-Region untergliedert. Das für den Tat-
Transport namensgebende Zwillingsargininmotiv (RR) befindet sich in der (n)-Region. Sec-Signalpeptide weisen 
hier einen einzelnen Lysinrest (K) auf. Die Spaltstellen der stromalen Prozessierungspeptidase (violettes Dreieck; 
im Text abgekürzt als SPP) und der Thylakoid-Prozessierungspeptidase (orangefarbenes Dreieck; im Text 
abgekürzt als TTD) sind gekennzeichnet. Letztere wird im Signalpeptid mit der Sequenz Ala-X-Ala (AXA) 
dargestellt. Alle weiteren Details sind Kapitel 1.2.1 zu entnehmen.   
 

Beim Transport eines Vorläuferproteins in das Thylakoidlumen gibt es je nach Transportweg 

Unterscheidungsmerkmale. Wird das Protein über den Sec-Weg transportiert (siehe Kapitel 

1.4.2.1), so liegt in der (n)-Region als Erkennungsmerkmal ein einzelnes Lysin vor und die (h)-

Region ist hydrophober. Tat-Signalpeptide weisen in der (n)-Region ein charakteristisches 

Zwillingsargininmotiv auf, wobei das Rieske FeS-Protein mit KR-Motiv (Molik et al., 2001) eine 

Ausnahme bildet (von Heijne, 1985; Chaddock et al., 1995; Cristobal et al., 1999). In 

bakteriellen Signalpeptiden handelt es sich um die konservierte Sequenz SRRxFLK an Position 

x liegt zumeist eine polare Aminosäure vor (Berks, 1996; Stanley et al., 2000). Im C-terminalen 

Bereich liegt häufig ein einzelner Lysinrest vor, der als Sec-Vermeidungsmotiv (Sec-avoidance-

motif) gilt (Bogsch et al., 1997). 

  

reifes ProteinSTD TTD

reifes ProteinSTDeinfaches Transitpeptid

zusammengesetztes Transitpeptid

RR(n) (h) (c) AXA

K(n) (h) (c) AXA Sec-Signalpeptid

Tat-Signalpeptid
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1.3 Der Transport über die chloroplastidäre Hüllmembran  
 
Kernkodierte Proteine, die mindestens eine STD aufweisen, gelangen über die in den 

Hüllmembranen vorliegenden membranständigen Translokasen TOC (translocon at the outer 

envelope membrane of chloroplasts) und TIC (translocon at the inner envelope membrane of 

chloroplasts) in das Stroma (Abbildung 1.2). 

Abbildung 1.2: Verschiedene Transportwege im Chloroplasten (modifiziert nach Gutensohn et al., 2006). 
Kernkodierte Proteine, die in die Chloroplasten transportiert werden, weisen N-terminale Transitpeptide auf. 
Stromadirigierende Domänen(STD) sind in blau, thylakoiddirigierende Domänen (TTD) in rot dargestellt. Die 
Proteine werden über die TOC/TIC-Maschinerie der doppelten Hüllmembran in das Stroma transportiert. Liegt 
der finale Bestimmungsort des Proteins in der Thylakoidmembran, so erfolgt die Insertion SRP- (signal 
recognition particle), Tat- (twin-arginine translocation) abhängig oder spontan. Bei luminaler Lokalisation erfolgt 
die Translokation des Proteins über den Sec- (secretory) bzw. Tat-Transportweg. Die Insertion des im Plastom 
kodierten D1-Proteins wird über die SRP-Komponenten cpSRP54, FtsY und das Sec-Translokon SecYE vermittelt. 
Die stromale Prozessierungspeptidase (SPP) und die thylakoidäre Prozessierungspeptidase (TPP) sind als 
geöffnete Kreise in violett und braun dargestellt. Für jeden Transportweg ist die Energiequelle abgebildet. OEM: 
outer envelope membrane, IMS: intermembrane space, IEM: inner envelope membrane. Alle weiteren Details 
sind dem Text zu entnehmen. 
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Als Kernkomponenten der TOC-Maschinerie wurden die GTP-abhängigen membranständigen 

Rezeptoren Toc159 und Toc34 sowie die aus 16 β-Faltblättern bestehenden 

Translokationspore Toc75 identifiziert (Schnell et al., 1997; Hinnah et al., 2002). Toc64 wird 

als dynamische, integrale Komponente beschrieben, die im Zusammenspiel mit Chaperonen 

Substrate erkennen kann, welche wiederum an Toc34 und Toc159 des Kernkomplexes 

vermittelt werden (Sohrt und Soll 2000; Qbadou et al. 2006). Eine vergleichbare Funktion wird 

auch für das integrale Protein Toc12 postuliert, welches an Toc64 assoziiert vorliegt (Becker 

et al., 2004).  

Die initiale Interaktion eines Vorläuferproteins mit den Kernkomponenten erfolgt 

energieunabhängig über die löslichen C-terminalen Domänen von Toc159 und Toc34 (Fulgosi 

und Soll, 2002). Auch Toc75 bindet Transitpeptide (Chen and Li, 2007) und vermittelt in 

Zusammenspiel mit den Rezeptoren den GTP- und ATP-abhängigen Proteintransport (Theg et 

al., 1989; Schleiff et al., 2003) über die Hüllmembranen. Die Bindung des Substrats an die TIC-

Maschinerie erfolgt im Intermembranraum. Hierbei interagieren vermutlich die drei N-

terminalen, hydrophilen POTRA-Domänen (polypeptide-transport associated) von Toc75 mit 

dem löslichen Rezeptor Tic22 (Sommer und Schleiff, 2009; Rudolf et al., 2013). Kürzlich wurde 

mit TIC236 ein integrales Protein der inneren Membran identifiziert, das mittels einer im 

Intermembranraum exponierten Domäne mit TOC75 interagiert und somit ein Bindeglied 

zwischen TOC- und TIC-Maschinerie darstellt (Chen et al., 2018).  

 

Während für die TOC-Maschinerie aufgeklärt ist, dass Toc75 die Translokationspore darstellt, 

ist dies für den Transportvorgang an der inneren Hüllmembran unbekannt. Als Porenbildner 

kommen Tic110 und Tic20 in Frage. Nach Rekonstitution von Tic20 (Kovacs-Bogdan et al. 2011) 

und Tic110 (Heins et al., 2002; Inaba et al., 2003; Balsera et al., 2009) in Liposomen konnte 

mit Hilfe elektrophysiologischer Messungen die Ausbildung spannungsgesteuerter Kanäle 

nachgewiesen werden. Tic40 wird als Co-Chaperon beschrieben, welches im Zuge des 

Transports gemeinsam mit Tic110 die Rekrutierung von stromalen Chaperonen im Stroma 

hervorruft (Stahl et al., 1999; Schwenkert et al., 2011; Trösch et al., 2015b). Diese Chaperone 

sind an der ATP-abhängigen Translokation des Vorläuferproteins über die innere Membran in 

das Stroma beteiligt (Constan et al., 2004; Kovacheva et al.,2007; Inoue et al.,2013; Liu et al., 

2014).  
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1.4 Proteintransport an der Thylakoidmembran 
 

An der Thylakoidmembran erfolgt der lichtabhängige Elektronentransport und die Regulation 

dieses Prozesses. Die Thylakoidmembran beinhaltet somit die Photosysteme I und II (PSI und 

PSII), die Lichtsammelkomplexe (LHCI und LHCII), den Cytochrom b6f-Komplex sowie die ATP-

Synthase und weist im Vergleich zu den Hüllmembranen einen wesentlich höheren 

Proteingehalt auf (Moreau et al., 1998). Auch Proteine des Thylakoidlumens sind essentiell für 

die Ausführung des photosynthetischen Elektronentransports. So liegen hier u. a. der lösliche 

Elektronenüberträger Plastocyanin (PC) und die PSII-assoziierten Proteine des 

Wasserspaltungsapparates OEC16, OEC23, OEC33, vor.  

 

 
 

Die Biogenese der Thylakoide erfordert zahlreiche Proteine, deren Membranintegration bzw. 

Translokation in das Lumen hauptsächlich über spezifische Transportwege erfolgt.  

Membranproteine können SRP- oder Tat-abhängig inseriert werden. Einige Proteine 

inserieren jedoch unabhängig von Proteinkomponenten und ohne Energiebedarf spontan in 

die Thylakoidmembran.  

 

1.4.1.1 Spontane Insertion von Proteinen in die Thylakoidmembran 
 
Einige bitope Membranproteine inserieren spontan in die Thylakoidmembran. Dabei 

integrieren z.B die Proteine TatA, TatB und SecE nach SPP-vermittelter Prozessierung im 

Stroma in die Thylakoidmembran (Steiner et al., 2002; Fincher et al., 2003; siehe 

Abbildung 1.2: spontan (rechts)). Im Gegensatz dazu wurden auch Proteine identifiziert, die 

mit Hilfe ihres Signalpeptids in die Membran inserieren. Dies gilt für die spontane Insertion 

von CFoII, einer Untereinheit der ATP-Synthase. Bei CFoII handelt es sich um ein kernkodiertes 

Protein mit zusammengesetztem Transitpeptid, welches erst in der Membran eine 

Transmembranhelix ausbildet. Für die Integration ist das hydrophobe Signalpeptid (TTD) 

essentiell (Michl et al.,1994; siehe Abbildung 1.2: spontan (rechts)). Es wird angenommen, 

dass die h-Domäne des Signalpeptids sowie der mature Teil des Proteins helikale Strukturen 

in der Membran ausbilden, wobei der hydrophile Bereich, der die TPP Schnittstelle enthält, in 

das Lumen transferiert wird (loop intermediate). Nach Prozessierung durch die TPP liegt das 
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mature Protein integral vor (Robinson et al., 1997). Die Insertion der bitopen 

Membranproteine PsbW und PsbX erfolgt ebenfalls spontan und in Abhängigkeit vom 

hydrophoben Signalpeptid, dabei konnte für PsbW das postulierte loop intermediate 

nachgewiesen werden (Lorkovic et al., 1995; Kim et al., 1998; Thompson et al., 1998 und 

1999).   

 

1.4.1.2 SRP-abhängige Insertion von Proteinen in die Thylakoidmembran 
 
Der posttranslationelle SRP-Transportweg (signal recognition particle) in Chloroplasten 

vermittelt die Membraninsertion von LHC-Proteinen (light-harvesting chlorophyll a/b binding 

proteins; Li et al.,1995; siehe Abbildung 1.2: SRP). Bei LHCPs (LHC-Proteinen) handelt es sich 

um integrale Proteine mit drei Transmembranhelices (Kühlbrandt et al., 1994). LHCPs sind Teil 

der Antennenkomplexe der Photosysteme und gelten als abundanteste Proteine der 

Thylakoidmembran. LHC-Proteine sind kernkodiert und werden mit einem einfachen 

Transitpeptid (STD) in das Stroma transportiert und dort prozessiert (Richter und Lamppa, 

1999). Die Interaktion mit der Thylakoidmembran wird dann über eine interne Signalsequenz 

im maturen Teil des Proteins vermittelt (Viitanen et al., 1988).  

In A. thaliana wurde das Protein LTD identifiziert, das nach Translokation von LHCP über die 

Hüllmembranen, die Interaktion des Substrats mit dem SRP-Komplex vermittelt (Ouyang et 

al., 2011). Das Targeting von LHCP zur Thylakoidmembran erfolgt in Form eines intermediären 

Transitkomplexes, welcher LHCP, cpSRP54 und cpSRP43 beinhaltet (Li et al., 1995; 

Schünemann et al. 1998; Klimyuk et al. 1999). Wesentlich für den Prozess sind außerdem der 

peripher an der Membran assoziierte und auch im Stroma vorliegende Rezeptor cpFtsY sowie 

das polytope Membranprotein Alb3. Der Transfer des Transitkomplexes zur Membran erfolgt 

maßgeblich über cpFtsY, wobei dieser Rezeptor mit cpSRP54 interagiert. Die 

Membraninsertion von LHCP ist strikt GTP-abhängig und wird über die GTPase-Aktivität von 

FtsY und SRP54 reguliert (Yuan et al., 2002). Im in vitro-Versuch wurde außerdem gezeigt, dass 

die Zugabe von ATP die Membranintegration von LHCP positiv beeinflusst (Yuan et al., 2002). 

Die Freisetzung von LHCP in die Membran wird letztlich über die Insertase Alb3 vermittelt 

(Lewis et al., 2010; Falk et al., 2010a; Horn et al., 2015; Liang et al., 2016). Alb3 ist homolog zu 

YidC in Bakterien und Oxa1 in Mitochondrien (Yi und Dalbey, 2005). 

Während cpSRP43 ausschließlich dem posttranslationellen SRP-vermittelten Transportweg in 

Chloroplasten vorbehalten ist (Schünemann et al., 1998; Klimyuk et al., 1999), ist die 
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Komponente SRP54 in Bakterien, Archaeen und Menschen hochkonserviert (Franklin und 

Hoffman 1993; Li et al., 1995) und liegt RNA-assoziiert vor (Beckert et al., 2015). Die hier 

vorliegenden SRP-vermittelten Transportmechanismen vermitteln den co-translationellen 

Transport von Proteinen zum ER bzw. zur Cytoplasmamembran (Akopian et al., 2013b; Saraogi 

und Shan, 2014; Voorhees und Hegde 2016). Die SRP-Komponenten cpSRP54, cpFtsY, Alb3 

sowie die membranständige Translokase cpSecYE sind ebenfalls an der cotranslationellen 

Insertion des im Plastom kodierten D1-Proteins (auch PsbA genannt; siehe Abbildung 1.2) 

beteiligt (Nilsson et al., 1999). 

 

 
 
Proteomanalysen des Thylakoidlumens legen nahe, dass in diesem Kompartiment ca. 80 

Proteine vorliegen (Schubert et al., 2002; Järvi et al., 2013). Die luminalen Proteine werden in 

Abhängigkeit des vorliegenden Signalpeptids (TTD) Tat- oder Sec-abhängig transportiert (siehe 

Abbildung 1.1 ; Chaddock et al., 1995; Berks et al., 1996; Bogsch et al., 1997).  

 

1.4.2.1 Sec-abhängige Proteintranslokation 
 
Ein Merkmal des Sec-Transportwegs (secretory) ist, dass ausschließlich entfaltete Proteine 

transportiert werden (Endo et al., 1998; Hynds et al., 1998; Marques et al., 2003).  

Der Sec-vermittelte Transport von Proteinen kann an der bakteriellen Plasmamembran, am 

Endoplasmatischen Retikulum sowie an der Thylakoidmembran erfolgen. Dabei ist die Sec-

abhängige Translokation in E. coli am besten charakterisiert. Als zugehörig zum 

posttranslationellen Transportsystem in E. coli wurden die Membranproteine SecY und SecE 

und die löslichen Protein SecA und SecB sowie die nicht essentiellen, akzessorischen Proteine 

SecD, SecF und SecG identifiziert (zusammengefasst in Driessen & Nouwen, 2008; Komadurin 

& Driessen, 2019). Ein im Cytoplasma synthetisiertes Vorläuferprotein mit Sec-spezifischem 

Signalpeptid wird über das Chaperon SecB im entfalteten Zustand gehalten und zur ATPase 

SecA dirigiert (Cabelli et al., 1988; Fekkes et al., 1997 und 1999; Bechtluft et al., 2010). SecA 

assoziiert dann an die Translokationspore SecYEG und vermittelt unter Hydrolyse von ATP die 

Proteintranslokation (Economou et al., 1994; du Plessis et al., 2011). Die nicht-essentiellen, 

akzessorischen und im Komplex vorliegenden Membranproteine SecD und SecF fungieren 

vermutlich als pmf-getriebene Chaperone des Proteintransports, die darüber hinaus 
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membrangebundenes SecA stabilisieren (Ecounomou et al., 1995; Duong et al., 1997; 

Tsukazaki und Nureki, 2011).  

Der Sec-abhängige Proteintransport an der Thylakoidmembran vermittelt z. B. die 

Translokation von Plastocyanin, PsaF und OEC33 (Hulford et al., 1994; Karnauchov et al., 1994; 

Robinson et al., 1994; Yuan und Cline, 1994). Im Chloroplasten wurden Homologe der 

Translokase-Komponenten SecY (cpSecY) und SecE (cpSecE) und der ATPase SecA (cpSecA) 

identifiziert (Nakai et al., 1994; Yuan et al., 1994; Berghöfer et al., 1995, Laidler et al., 1995; 

Berghöfer und Klösgen, 1996; Roy und Barkan, 1998; Schünemann et al., 1999). Die 

Energetisierung des Transports ist, wie auch im bakteriellen System, ATP-abhängig. Der 

Protonengradient hat einen stimulierenden Einfluss auf die Translokation thylakoidärer 

Proteine (Robinson et al., 1994; Mant et al., 1995). Da kein zu SecB äquivalentes Chaperon 

entdeckt wurde, ist bisher unklar, wie die Faltung eines Sec-spezifischen Vorläuferproteins 

verhindert wird.  

 

1.4.2.2 Tat-abhängige Proteintranslokation 
 
Der Tat-abhängige Proteintransport wurde in Thylakoidmembranen von Chloroplasten und in 

der Cytoplasmamembran von Bakterien und Archaeen nachgewiesen. Für die in Thylakoid- 

und Cytoplasmamembranen lokalisierte Translokase ist bekannt, dass diese den Transport 

gefalteter Proteine in das Lumen bzw. Periplasma vermittelt (zusammengefasst in Palmer und 

Stansfeld, 2020). Interessanterweise wird die Tat-abhängige Proteintranslokation 

ausschließlich über ein Membranpotential energetisiert, dass einen Protonengradienten 

(ΔpH) und/oder elektrochemischen Gradienten (ΔѰ) beinhaltet (Mould und Robinson, 1991; 

Klösgen et al., 1992; Alder und Theg, 2003; Braun et al., 2007). 

 

Die Identifizierung der Tat-Komponenten 
 
Das erste Protein, das mit dem Tat-abhängigen Proteintransport in Chloroplasten in 

Verbindung gebracht wurde, war TatB (Settles et al., 1997). Die Identifizierung von TatB gelang 

über die Isolierung einer Transposon-induzierten Mutation in Kerngenom von Zea mays. Für 

die Mutante hcf106 (high chlorophyll fluoreszence) konnten verminderte Level bestimmter 

Thylakoidmembranproteine festgestellt werden, außerdem wurden Translokationsdefekte 

sichtbar. So akkumulierten z.B. die Tat-Substrate OEC16 und OEC23 im Stroma (Voelker und 

Barkan, 1995; Settles et al., 1997).  
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Im Folgenden wurde in E. coli das Tat-Operon tatABCD entdeckt (Sargent et al., 1998; Weiner 

et al., 1998). Zusätzlich wurde noch das zu tatA homologe tatE, das wahrscheinlich aus einer 

Genduplikation hervorging, gefunden (Sargent et al., 1998; Jack et al., 2001). Während es sich 

bei TatD um eine nicht in den Transportprozess involvierte Nuklease handelt, sind TatA, TatB 

und TatC essentiell für das Transportsystem (Bogsch et al., 1998; Sargent et al., 1999; Wexler 

et al., 2000; Eimer et al., 2015). Im Zuge der Identifikation des Tat-Operons in E. coli wurde 

festgestellt, dass die codierenden Sequenzen von tatA und tatB Homologien zu hcf106 

aufweisen (Sargent et al., 1998; Weiner et al., 1998). Das pflanzliche Pendant zu tatA - tha4 

(thylakoid assembly 4) - wurde wiederum über eine Transposon-induzierte Mutation in 

Kerngenom von Zea mays identifiziert. Der Phänotyp der Mutante ähnelt der hcf106-Mutante; 

für die Tat-Substrate ist ein Translokationsdefizit erkennbar (Walker et al., 1999). Die dritte 

Komponente des Tat-Transportweges wurde zum einen über eine Transposon-induzierte 

Mutation im Kerngenom von Arabidopsis thaliana und über eine cDNA-basierte Methode 

identifiziert (Mori et al., 2001; Motohashi et al., 2001). Eine zur bakteriellem tatC-Sequenz 

homologe cDNA wurde aus Erbsenpflanzen isoliert. Die cDNA wurde in vitro transkribiert und 

translatiert und das als cpTatC bezeichnete Protein folgend in isolierte Chloroplasten 

importiert. TatC wurde als integrales Protein in der Thylakodimembran vorliegend lokalisiert. 

Isolierte Thylakoide, die mit cpTatC-spezifischem Antikörper behandelt wurden, waren nicht 

zum Transport von Tat-Substraten befähigt (Mori et al., 2001). Auch die Analyse von TatC-

defizienten Arabidopsis thaliana-Mutanten verdeutlichte die essentielle Funktion des Proteins 

im Tat-Transport (Motohashi et al., 2001).  

Einige Arbeitsgruppen halten für die pflanzlichen Tat-Proteine an den ursprünglichen Namen 

Tha4, Hcf106 und cpTatC fest (New et al., 2018). In dieser Arbeit werden die pflanzlichen Tat-

Komponenten, wie für E. coli, als TatA, TatB und TatC bezeichnet.  

 

Topologie und Struktur der Tat-Komponenten 
 

TatA und TatB entstammen laut phylogenetischer Analysen einem gemeinsamen 

Vorläufergen und werden folglich einer Proteinfamilie, der TatA-Familie, zugeordnet (Yen et 

al., 2002). Für TatA aus Bacillus subtilis (Hu et al., 2010; Walther et al., 2010), E. coli (Rodriguez 

et al., 2013) und Arabidopsis thaliana (Petterson et al., 2018) liegen bereits Strukturdaten vor, 

die mittels Kernspinresonanzspektroskopie erstellt wurden. Für TatB aus E. coli liegt ebenfalls 
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eine Struktur vor (Zhang et al., 2014a). Die Strukturdaten verdeutlichen die große Ähnlichkeit 

der Proteine zueinander (siehe Abbildung 1.3). 

 

 
Abbildung 1.3: Topologie der Tat-Proteine.  Die Tat-Komponenten TatA (nach Abb. in Petterson et al., 2018; 
Farbe geändert) TatB (nach Zhang et al., 2014a; PDB code: 2MI2) und TatC (nach Rollauer et al., 2012; PDB code: 
4B4A) sind zum einen schematisch und zum anderen basierend auf Strukturdaten  (siehe PDB codes) dargestellt. 
TMH: Transmembranhelix, APH: amphipathische Helix, LH: lösliche Helix, cV: cis-Verbindung, tV: trans-
Verbindung. Weitere Details sind dem Text zu entnehmen. 

 

Bei TatA und TatB handelt es sich um bitope Membranproteine mit einer Transmembranhelix 

(TMH), die über eine Gelenkregion (auch hinge-Region genannt) mit einer amphipathischen 

Helix (APH) verbunden ist. Im Falle von E. coli-TatB schließen sich daran zwei lösliche Helices 

an (LH1 & LH2; Zhang et al., 2014a). Ob pflanzliche TatB-Proteine hier ebenfalls Helices 

aufweisen, ist bisher nicht bekannt. Mittels Phyre2, einem Online tool für 

Proteinmodellierung, -vorhersage und -analyse (Kelley et al., 2015) werden jedoch helikale 

Bereiche im Anschluss an die amphipathische Helix von TatB aus Erbse vorhergesagt (Anhang 

16). TatA und TatB weisen am C-terminalen Ende eine unstrukturierte Region auf, die bei TatB 

deutlich verlängert ist. Der kurze N-Terminus der Proteine liegt im Thylakoidlumen bzw. 

Periplasma (trans) vor, APH und die C-terminale Region befinden sich im Stroma bzw. 

Cytoplasma ((cis); Hu et al., 2010; Walther et al., 2010; Rodriguez et al., 2013; Petterson et al., 

2018; Zhang et al., 2014a). Bei TatC handelt es sich um ein polytopes Membranprotein mit 

sechs Transmembranhelices, wobei TMH 5 und TMH 6 kürzer als die restlichen TMHs sind. N- 
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und C-Terminus von TatC liegen in cis-Ausrichtung vor. Die Anordnung der sechs 

Transmembranhelices entspricht einer gekrümmten Hand, die Struktur weist eine konvexe 

und eine konkave Seite auf (Rollauer et al., 2012; Ramasamy et al., 2013).  

 

Derivate des TatABC-Systems 
 
Neben den beschriebenen TatABC-Systemen in E. coli und Pflanzen existieren auch Systeme 

mit zwei Tat-Komponenten. So liegen z. B. im grampositiven Bakterium Bacillus subtilis die 

Tat-Systeme TatAdCd und TatAyCy vor. TatAyCy vermittelt den Transport von ca. zehn 

Substraten. TatAdCd ist hingegen auf den Export der Phosphodiesterase PhoD spezialisiert, 

welche unter Phosphatmangelbedingungen synthetisiert wird (Jongbloed et al., 2000, 2004 

und 2006).  

Mit TatAc wurde in B. subtilis ein weiteres TatA-Protein identifiziert (Monteferrante et al., 

2012), für das kein TatC-Pendant bekannt ist. TatAc kann jedoch mit TatCd und TatCy aktive 

Translokasen bilden (Monteferrante et al., 2012; Goosens et al., 2015).  

Des Weiteren konnten auch mittels phylogenetischer Analysen Homologe der Tat-

Komponenten in der inneren Mitochondrienmembran verschiedener Eukaryoten 

nachgewiesen werden (Carrie et al., 2016; Petru et al., 2018), wobei in den Organismen 

TatA/TatC-, TatB/TatC- oder ausschließlich TatC-Homologe aufgezeigt wurden. Darüber 

hinaus wurde beobachtet, dass kernkodiertes Erbsen-TatA dual targeting-Eigenschaften 

aufweist, also in Chloroplasten und Mitochondrien transportiert wird und somit ebenfalls Teil 

des mitochondriellen Tat-Transports in Pflanzen sein könnte (Bennewitz et al., 2020). Das 

Rieske-Protein, eine Untereinheit des Cytochrom bc1-Komplexes in der inneren 

Mitochondrienmembran, wurde als Substrat des pflanzlichen Tat-Transports in 

Mitochondrien identifiziert (Schäfer et al., 2020).  

 

Tat-Substrate 
 
Die Tat-Maschinerie vermittelt den Tat-Transport bereits gefalteter Proteine. Ein Grund für 

eine auf der cis-Seite erforderliche Faltung ist u. a. die Assemblierung von Kofaktoren, wobei 

dies insbesondere auf bakterielle Tat-Substrate zutrifft (zusammengefasst in Berks et al., 

2005). In Chloroplasten jedoch gilt das Rieske-Protein, eine Untereinheit des Cytochrom b6f-

Komplexes in der Thylakoidmembran, als einziges bislang bekanntes Kofaktor-tragendes 

Protein (Molik et al., 2001). 
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Für die Modellsubstrate des pflanzlichen Proteintransports OEC16 und OEC23 könnte eine 

schnelle Faltungskinetik ursächlich für die Nutzung der Tat-Translokase sein (Creighton et al., 

1995). Weitere Substrate des chloroplastidären Tat-Transports sind z. B. Hcf136 (PSII-

Assemblierungsfaktor), PPO (Polyphenoloxidase) und PSI-N (PSI Untereinheit; 

zusammengefasst in Albiniak et al., 2012). 

Des Weiteren sind Tat-Substrate bekannt, die über einen hitchhiker-Mechanismus 

(Huckepack) transportiert werden. So wird die bakterielle [NiFe]-Hydrogenase 2 als 

Heterodimer transportiert, wobei nur die kleine Untereinheit (HybO) ein N-terminales 

Signalpeptid beinhaltet (Rodrigue et al., 1999). Voraussetzung für den erfolgreichen Transport 

beider Untereinheiten in das Periplasma ist die Bildung des heterodimeren Proteinkomplexes. 

Auch DmsB, eine Untereinheit der bakteriellen DMSO-Reduktase, wird als hitchhiker mit DmsA 

transportiert (Sambasivarao et al., 2000).  

Insbesondere diese im Komplex als hitchhiker transportierten Proteine belegen die Fähigkeit 

der bakteriellen Tat-Translokase gefaltete Proteine zu transportieren. Auch der Transport, der 

durch Methotrexat-Bindung fest gefalteten Dihydrofolatreduktase (DHFR), welche nicht über 

die Sec-Maschinerie transportiert werden kann, hebt diese herausragende Eigenschaft des 

Tat-abhängigen Proteintransports an der Thylakoidmembran hervor (Hynds et al., 1998). Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass der gefaltete Trypsin-Inhibitor BPTI (bovine pancreatic trypsin 

inhibitor) Tat-abhängig transportiert wird (Clark und Theg, 1997). Ebenfalls wurde mit Hilfe 

von in thylakoido-Versuchen nachgewiesen, dass rekombinante EGFP-Varianten (enhanced 

green fluorescence protein) Tat-abhängig in das Thylakoidlumen transportiert werden, wenn 

ein N-terminales Tat-Signalpeptid vorliegt. Die chimären Proteine 33/EGFP und PC/EGFP, die 

mit einem Sec-Signalpeptid versehen sind, werden hingegen nicht transportiert (Marques et 

al., 2003). Auch für E. coli konnte bestätigt werden, dass korrekt gefaltetes mit einem Tat-

Signalpeptid fusioniertes GFP Tat-abhängig in das Periplasma transportiert wird (Thomas et 

al., 2001).  

 

Faltungs- und Kofaktorkontrolle 
 
Vorangegangene Arbeiten zeigten allerdings, dass die Faltung eines Tat-Substrats, zumindest 

im Thylakoidtransport, keine Voraussetzung für den Tat-abhängigen Proteintransport ist. So 

konnten verkürzte und nicht korrekt gefaltete Varianten der DHFR Tat-abhängig in das 

Thylakoidlumen transportiert werden (Hynds et al., 1998). Ebenfalls wurde gezeigt, dass die 
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C-terminale Verkürzung des chimären chloroplastidären Tat-Substrats 16/23, das sich aus dem 

Signalpeptid von OEC16 und dem vom C-terminalen Ende her sukzessiv verkürzten reifen Teil 

von OEC23 zusammensetzt, zu einer Verminderung der Transporteffizienz aber nicht zur 

Unterbindung des Transports führt. Hier wird angenommen, dass die TatBC-Substrat-Bindung 

dieser verkürzten, entfalteten bzw. partiell entfalteten Proteinvarianten beeinträchtigt ist 

(Schlesier und Klösgen, 2015). Wenn bis zu 120 Aminosäurereste unstrukturierter Polypetide 

(GGGGS) in verschiedene Tat-Vorläuferproteine integriert wurden, konnte im in thylakoido-

System ebenfalls die Translokation dieser Substrate nachgewiesen werden (Cline und 

McCafferey, 2007). Auch das chimäre Protein 16/33, das das Signalpeptid des Tat-Substrats 

OEC16 und den maturen Teil des Sec-Substrats OEC33 beinhaltet, wird Tat-abhängig 

transportiert. Interessanterweise ist jedoch der Transport einer Proteinfraktion arretiert. Es 

wurde festgestellt, dass ein moderat hydrophobes Segment von mOEC33 in der Membran, 

gefolgt von einem stromal exponierten, moderat hydrophilen Segment entscheidend für die 

Arretierung der Translokation sind (Dittmar et al., 2014). Außerdem wurde gezeigt, dass 

mOEC33, obwohl es sich um ein Sec-spezifisches Passagierprotein handelt, nicht vollständig 

entfaltet vorliegt. Dennoch zeigt die Arretierung des Tat-Transports von mOEC33 eine 

Inkompatibilität mit der Tat-Translokase an, wenngleich der Transport von 16/33 nicht 

vollständig unterbunden wird. 

Im Gegensatz dazu gibt es verschiedene Publikationen, die für E. coli im Vergleich zu 

pflanzlichen Systemen eine strengere Faltungskontrolle der Tat-Substrate nahelegen. So 

wurde publiziert, dass Concatamere ungefalteter Domänen des Kernporenproteins Nsp1p aus 

Saccharomyces cerevisiae mit einer Größe von bis zu 30 kDa von der Tat-Translokase 

transportiert werden können. Wurden jedoch mehrere hydrophobe Reste in die Concatamere 

eingefügt, erfolgte kein Tat-Transport (Richter et al., 2007). Weitere Experimente mit 

Concataremen von 110 - 205 Aminosäureresten führten zur Arretierung der Translokation 

(Lindenstrauß et al., 2009, Taubert et al., 2014).  

Außerdem wurde für E. coli gezeigt, dass nicht nur der Faltungszustand der Substrate, sondern 

auch die Kofaktorassemblierung ein kritischer Faktor für die Proteintranslokation sein kann, 

da die [Fe-S]-tragenden Tat-Substrate NrfC und NapG bei gestörter Kofaktor-Assemblierung 

nicht transportiert werden (Matos et al., 2008).  

Insbesondere mit Hilfe von künstlichen Proteinen, die verschiedene Faltungsstadien 

aufweisen, konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des Tat-Transports in E. coli vom 
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Faltungszustand und der strukturellen Flexibiltät dieser Proteine abhängig ist (Rocco et al., 

2012; Sutherland et al., 2018). Dennoch kann bisher nicht allgemeingültig formuliert werden, 

welche Substrateigenschaften die Translokase akzeptiert und wie der Assemblierungs- bzw. 

Faltungszustand von Tat-Substraten überprüft wird. Als gesichert gilt, dass TatD für diesen 

Mechanismus irrelevant ist (Matos et al., 2009). Kürzlich publizierte Daten legen nahe, dass 

insbesondere die löslichen Helices L1 & L2 des TatB-Proteins (siehe Abbildung 1.3) eine Rolle 

in der Faltungskontrolle von Tat-Substraten spielen (Taw et al., 2020).  

 

Der TatBC-Rezeptorkomplex  
 
TatB und TatC liegen in einem heterooligomerem Komplex vor. Es wird angenommen, dass 

die Proteine in einer 1:1 Stöchiometrie vorliegen (Bolhuis et al., 2001; Jakob et al., 2009; Tarry 

et al., 2009; Celedon & Cline, 2012). Die Anzahl der postulierten TatB- bzw. TatC-Protomere 

variiert hingegen. Es gibt Veröffentlichungen zu di-, tri-, tetra-, hepta- und oktameren TatBC-

Komplexen (Tarry et al., 2009; Celedon & Cline, 2012; Aldridge et al., 2014; Blümmel et al., 

2015; Alcock et al., 2016). Die Funktion des TatBC-Rezeptorkomplexes liegt in der Erkennung 

des Tat-Substrates. TatBC-Substrat-Komplexe, die mit Digitonin solubilisiert werden, weisen 

im Blue Native-Gel ein apparentes Laufverhalten von ca. 560 und 620 kDa auf (Berghöfer und 

Klösgen, 1999). Die Arbeitsgruppen um Kenneth Cline und Carole Dabney-Smith kalkulieren 

die Größen der TatBC-Komplexe auf ca. 700 kDa (Cline, 2001; Fincher et al., 2003). Ohne 

Substratbindung ist die Mobilität der TatBC-Komplexe etwas erhöht (Cline et al., 2001; Fincher 

et al., 2003; Jakob et al., 2009). Auch kleinere Komplexe, die in Größenordnungen von 

schätzungsweise 300, 400 und 500 kDa auftreten, konnten gezeigt werden und werden als 

solubilisierungsbedingte Zerfallsprodukte interpretiert (Jakob et al., 2009).  

Crosslink-Analysen mit E. coli-Proteinen legen nahe, dass TatB mit cV1, tV2 (siehe TatC in 

Abbildung 1.3) sowie mit TMH4 von TatC interagiert (Zoufaly et al., 2012; Blümmel et al., 

2015). Für die TMH von TatB wurde eine Vernetzung mit TMH5 (E. coli und P. sativum) sowie 

eine substratabhängige Interaktion mit TMH6 (nur in E. coli) beobachtet (Kneuper et al., 2012; 

Alcock et al., 2016; Habersetzer et al., 2017; New et al., 2018). Kürzlich wurde für E. coli 

gezeigt, dass auch die löslichen Helices (LH1 & LH2) von TatB mit TatC interagieren (Fröbel et 

al., 2019). 
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Die Tat-Translokase 
 
TatA ist in Thylakoiden nur transient im Zuge der Translokation eines Substrates mit dem 

TatBC-Rezeptorkomplex assoziiert und kann im pflanzlichen System nicht in TatBC-Komplexen 

detektiert werden (Cline & Mori, 2001; Gérard & Cline, 2006; Jakob et al., 2009; Ma & Cline, 

2013). Im Gegensatz dazu wurden in E. coli TatABC-Komplexe mit einer Größe von ca. 600 kDa 

nachgewiesen (Orriss et al., 2007). 

Für pflanzliche Systeme wird angenommen, dass TatA im inaktiven Zustand als separates 

Oligomer vorliegt (Cline und Mori, 2001; Mori und Cline, 2002; Leake et al., 2008; Dabney-

Smith und Cline, 2009; Jakob et al., 2009). TatA ist im Gegensatz zu TatB und TatC nicht nur in 

der Thylakoidmembran lokalisiert, sondern wurde auch in löslicher Form im Stroma 

nachgewiesen (Frielingsdorf et al., 2008).  

Mit Hilfe von Crosslink-Analysen wurde beobachtet, dass TatA mit TMH4, TMH5 und TMH6 

von TatC interagiert, wobei eine Vernetzung zu TMH6 ausschließlich für E. coli nachgewiesen 

wurde (Zoufaly et al., 2012; Aldridge et al., 2014; Habtemichael et al., 2017). Die Interaktion 

der TMH von TatA mit der TMH5 von TatC in P. sativum tritt bei Substratbindung verstärkt auf 

(Aldridge et al., 2014). Die Vernetzung zu TMH4 wurde unter Transportbedingungen 

beobachtet (Aldridge et al., 2014). Für E. coli wurde gezeigt, dass lösliche Domänen von TatC 

mit dem N-Terminus und der APH von TatA in Interaktion treten können (Zoufaly et al., 2012; 

Aldridge et al., 2014; Blümmel et al., 2015). Ebenfalls wurden für E. coli für die TMH von TatA 

enge Kontakte mit TatB gezeigt (Fröbel et al., 2011). 

Für das Mengenverhältnis von TatA zu TatB bzw. TatC existieren divergierende Angaben. 

Während für E. coli ein TatA Überschuss angenommen wird (Jack et al., 2001; Sargent et al., 

2001; Berks et al., 2003; Celedon & Cline, 2012), gibt es für pflanzliches TatA Daten, die je nach 

verwendeter Methode und Spezies ein vergleichsweise geringeres (Jakob et al., 2009), 

vergleichbares (Mori et al., 2001; Jakob et al., 2009) oder höheres (Celedon & Cline 2012) 

TatA-Level im Vergleich zur Konzentration von TatB und TatC aufzeigen.  
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Der Mechanismus des Tat-Transports 
 
Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Assemblierung der aktiven Tat-Translokase von 

einem TatBC-Substrat-Komplex ausgeht (Cline & Mori, 2001; Alami et al., 2003; Gérard & 

Cline, 2006; siehe Abbildung 1.4).  

Abbildung 1.4: Modell zum Mechanismus des thylakoidären Tat-Transports (modifiziert nach Frielingsdorf et 
al., 2008).  Nach Bindung an den Tat-Rezeptorkomplex wird das Vorläuferprotein TatA-vermittelt ins Lumen 
transloziert. Dieser Schritt wird über ein Membranpotential, das einen Protonengradienten (ΔpH) und/oder 
elektrochemischem Gradienten (ΔѰ) aufgebaut wird, energetisiert. Die Abspaltung des Signalpeptids erfolgt 
durch die TPP (in gelb dargestellt). Das mature Protein (auch reifes Protein genannt) wird in das Lumen entlassen. 
Die Funktionsweise von TatA ist bisher nicht bekannt. Es wurde nachgewiesen, dass TatA im pflanzlichen System 
nicht nur membranständiges, sondern auch in löslicher Form Protein im Stroma auftritt. Ob die beiden 
Proteinpools im gegenseitigen Austausch stehen, ist unbekannt. Weitere Details sind dem Text zu entnehmen. 
 
Für einige Tat-Substrate wurde gezeigt, dass diese spontan mit der Lipiddoppelschicht 

interagieren können und dann möglicherweise zum TatBC-Rezeptorkomplex diffundieren 

(Brüser et al., 2003; Hou et al.,2006; Bageshwar, 2009; Schlesier und Klösgen, 2010). Relevant 

für die Interaktion eines Tat-Substrates mit dem TatBC-Rezeptor sind das 

Zwillingsargininmotiv und die (h)-Region des Signalpeptids. Dabei vollführen die N-terminale 

Region sowie cV1 (siehe TatC in Abbildung 1.3) von TatC die Erstinteraktion mit dem 

Signalpeptid (Rollauer et al., 2012; Zoufaly et al., 2012; Ma und Cline, 2013). Außerdem wurde 

gezeigt, dass TatB mit der (h)-Region des Signalpeptids und dem maturen Teil des Substrates 

quervernetzt werden kann. Für die TMH5 von TatC wurden ebenfalls enge Kontakte mit der 

(h)-Region des Signalpeptids festgestellt. (Kreutzenbeck et al., 2007; Lausberg et al., 2012; 

Aldridge et al., 2014; Blümmel et al., 2015).  
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Der initiale Kontakt des Vorläuferproteins mit dem TatBC-Rezeptorkomplex ist reversibel. Es 

gibt Hinweise, dass TatC in diesem frühen Stadium der Translokation zunächst als Insertase 

fungiert (Fröbel et al., 2012b) und die vom Membranpotential abhängige, Membraninsertion 

eines Signalpeptids vermittelt (Alami et al., 2003, Gérard und Cline, 2007, Blümmel et al., 

2015, Hamsanathan et al., 2017). 

Die folgende transiente Interaktion von TatA mit dem substratbindenden TatBC-Komplex 

führt zur Ausbildung der aktiven Translokase (Mori und Cline, 2002; Aldridge et al., 2014). TatA 

oligomerisiert in Abhängigkeit vom Membranpotential am Substrat-Rezeptorkomplex und 

vermittelt schließlich die Translokation des Proteins auf die trans-Seite der Membran (Mori 

und Cline, 2002; Dabney-Smith et al., 2006; Dabney-Smith und Cline, 2009; Alcock et al., 2013; 

Rose et al., 2013). Im Zuge des Transports wurde auch beobachtet, dass TatA mit dem reifen 

Teil eines Substrats interagiert (Maurer et al., 2010). Nach erfolgtem Transport disassembliert 

TatA vom Rezeptorkomplex (Alcock et al., 2013; Taubert und Brüser, 2014). Die Prozessierung 

des Substrats erfolgt durch die TPP (Halpin et al., 1989).   

Für E. coli wurde gezeigt, dass TatA und TatB im Zuge der Ausbildung der aktiven Translokase 

einen Positionswechsel an den TatC-Bindestellen, die in TMH6 und TMH5 liegen, vornehmen 

(Alcock et al., 2016; Habersetzer et al., 2017). Dieser Positionswechsel wurde bisher für den 

thylakoidären Tat-Transport nicht nachgewiesen (Aldridge et al., 2014; zusammengefasst in 

New et al., 2018). 

 

Modelle zur Funktionsweise der Tat-Komponenten im Transportprozess 
 
Der Mechanismus des Tat-Transports, insbesondere die Funktion von TatA, ist noch nicht 

bekannt. Eine besondere Herausforderung in der Erforschung des Tat-Transportwegs stellt die 

transiente Natur der Translokase dar. So konnte die aktive Translokase noch nicht strukturell 

analysiert werden, es liegen ausschließlich Strukturdaten für die einzelnen Tat-Komponenten 

vor (siehe Abbildung 1.3). Verschiedene Beobachtungen führten dennoch zur Etablierung 

einiger Modellvorstellungen zum Transportmechanismus. Da TatA nur im Zuge des 

Translokationsprozesses mit dem TatBC-Substrat-Rezeptorkomplex interagiert, wird eine 

zentrale Rolle des Proteins vermutet. Eine Hypothese ordnet TatA eine Funktion als temporäre 

Translokationspore zu (Mori und Cline, 2002; Alami et al., 2003; Gohlke et al., 2005; Dabney-

Smith et al., 2006). Dabei könnte es sich um Translokationsporen handeln, die eine 

substratspezifisch adaptierbare oder eine feste Größe aufweisen (Gohlke et al., 2005; Oates 



  1 EINLEITUNG 

 19 

et al., 2005; Dabney-Smith et al., 2006; Leake et al., 2008; Dabney-Smith und Cline, 2009). 

Unveröffentlichte Daten der AG Klösgen ergaben keinen Hinweis darauf, dass der TatA-Bedarf 

beim Thylakoidtransport mit der Masse oder der räumlichen Ausdehnung des 

Passagierproteins korreliert (Manuskript in Vorbereitung). Diese Daten widersprechen dem 

Modell einer adaptierbaren Pore.  

Es wird postuliert, dass TatA-Protomere ringförmig oligomerisieren, wobei die Pore nach 

einem „Falltürmechanismus“ öffnet. Dieser Mechanismus beinhaltet die konzertierte 

Membraninsertion der im Zentrum der Pore angeordneten amphipathischen Helices (Berks et 

al., 2000; Chan et al., 2007; Dabney-Smith et al., 2006; Gouffi et al., 2004; Walther et al., 2013). 

Die für einen Falltürmechanismus erforderliche duale Topologie der amphipathischen Helix 

des TatA-Proteins aus E. coli wurde mit Hilfe von APH-Fusionsproteinen und 

Proteasezugänglichkeit der APH nach Insertion einer Proteaseschnittstelle (Gouffi et al., 2004) 

sowie Zugänglichkeit einer Thiol-reaktiven Reagenz zu substituierten Cysteinresten 

beobachtet (Chan et al., 2007). Koch et al. (2012) und Aldridge et al. (2012) hingegen, die 

ebenfalls mit Cystein-substituiertem TatA arbeiteten, konnten keine duale Topologie für 

E. coli- bzw. Erbsen-TatA nachweisen und stellten somit die Konformationsänderung von TatA 

in Frage. 

Walther et al. (2013) postulierten bezugnehmend auf eine mögliche duale Topologie von TatA, 

dass die APH und die C-terminale Region von TatA aufgrund komplementärer Ladungsmuster 

über Salzbrücken stabilisiert werden könnten, die die Konformationsänderung des Proteins 

begünstigen (charge zipper-Modell, Walther et al., 2013). Es wurde mittels Blue Native-PAGE-

Analyse gezeigt, dass die Oligomerisierung von TatAd aus B. subtilis bei Ladungsinversion 

einzelner Aminosäurereste, die an der Ausbildung intermolekularer Salzbrücken beteiligt sind, 

nicht beeinträchtigt ist. Im Gegensatz dazu führte die Ladungsinversion einzelner 

Aminosäurereste in intramolekularen Salzbrücken zur Disassemblierung von TatA. Dieser 

Effekt konnte wiederum aufgehoben werden, wenn die Ladung beider Salzbrückenpartner 

invertiert wurde. Alcock et al. (2017) konnten hingegen mit Hilfe von in vivo-Versuchen nicht 

bestätigen, dass die Inversion einzelner geladener Aminosäurereste die Oligomerisierung von 

TatA beeinträchtigt. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass diverse geladene Aminosäurereste in 

APH und C-terminaler Region essentiell für den Tat-Transport sind, da die Substitution dieser 

Aminosäurereste zur Inhibierung des Tat-Transports führt. Des Weiteren wird generell in 



  1 EINLEITUNG 

 20 

Frage gestellt, ob die hinge-Region ausreichend flexibel ist, um die Integration der APH in die 

Membran zu ermöglichen (Dabney-Smith et al., 2006).  

Ein anderes Modell sieht vor, dass TatA-Oligomere die Membran destabilisieren, indem eine 

temporäre Ausdünnung herbeigeführt wird, die den Transport von Substraten ermöglicht 

(Brüser und Sanders et al., 2003). Ausgangspunkt für diese Theorie ist die Annahme, dass die 

Transmembranhelix von TatA zu kurz ist, um die Lipiddoppelschicht vollständig zu 

durchspannen (Rodriguez et al., 2013). Petterson et al. (2018) analysierten mittels 

Kernspinresonanzspektroskopie die Struktur von TatA aus A. thaliana und stellten hingegen 

fest, dass sich der N-Terminus der TMH des Proteins in Mizellen unter Zusatz von Lipiden um 

zwei bis drei Aminosäurereste ausdehnen kann. Diese Dynamik der TMH könnte als treibende 

Kraft für eine lokale Ausdünnung der Lipiddoppelschicht fungieren. Für E. coli wurde kürzlich 

gezeigt, dass TMH und APH von TatA unter Transportbedingungen gemeinsam transient in die 

Lipiddoppelschicht eintauchen, wodurch eine lokale Membranausdünnung herbeigeführt 

wird (Hou et al., 2018).  

Des Weiteren ist es möglich, dass der TatBC-Rezeptorkomplex als eigentliches 

Translokationselement fungiert, welches durch die Assoziation von TatA in einen aktiven 

Zustand überführt wird. So wurde für TatA mit Hilfe von Transportversuchen mit intakten 

Thylakoiden ein positiv kooperativer Effekt im Translokationsprozess ermittelt, der wiederum 

eine Funktion als Coenzym nahelegt (Hauer et al., 2013).  

 

1.5 In thylakoido-Rekonstitutionsversuche zur Untersuchung des Tat-Transports  
 
Das Hauptziel der Forschung zum Tat-Transport ist die Entschlüsselung des 

Translokationsmechanismus. Eine Möglichkeit dazu stellt die Analyse der Tat-Komponenten 

dar. Die funktionelle Untersuchung des pflanzlichen Tat-Transportsystems basiert vor allem 

auf Transportversuchen mit isolierten Thylakoiden (in thylakoido-Versuche) und in vitro 

synthetisierten Tat-Substraten. Die aus Zea mays und Pisum sativum isolierten Thylakoide 

erwiesen sich dabei als effiziente in thylakoido-Systeme, die authentische und chimäre Tat-

Substrate quantitativ in das Thylakoidlumen transportieren (z.B. Cline et al., 1992; Klösgen et 

al., 1992; Robinson et al., 1994; Berghöfer & Klösgen, 1999).  

Mit Hilfe des in thylakoido-Transportsystems konnte eine Methode etabliert werden, die die 

funktionelle Analyse von TatA ermöglicht. So konnte die Aktivität des intrinsischen Proteins 

durch Extraktion mit chaotropen Salzen oder durch Behandlung der isolierten Thylakoide mit 



  1 EINLEITUNG 

 21 

TatA-spezifischen Antikörpern zunächst ausgeschaltet werden und durch Zugabe von extern 

zugegebenem TatA wiederhergestellt werden (Dabney-Smith et al., 2003; Frielingsdorf et al., 

2008; Hauer et al., 2013). Durch solche in thylakoido-Rekonstitutionsversuche war es möglich, 

den TatA-Bedarf während des Tat-Transports eines Modellsubstrats zu bestimmen (Hauer et 

al., 2013) sowie verschiedene TatA-Varianten zu charakterisieren (Dabney-Smith et al., 2003; 

Hauer et al., 2017).  

 

1.6 Zielstellung 
 
Hauptziel dieser Arbeit war die Analyse der TatB-Funktion mit Hilfe von in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen. Dafür sollte zunächst die intrinsische TatB-Funktion in isolierten 

Thylakoiden aus Pisum sativum mit Hilfe eines TatB-spezifischen Antikörpers inhibiert und 

anschließend durch die Zugabe von in vitro synthetisiertem oder heterolog synthetisiertem 

und gereinigtem TatB rekonstituiert werden. Außerdem sollte die Assemblierung des 

gereinigten TatB-Proteins in die TatBC-Komplexe nachgewiesen werden.  

Zunächst sollte mit Hilfe von in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen der TatB-Bedarf 

während des Tat-Transport eines Modellsubstrats bestimmt werden. Des Weiteren war die 

Charakterisierung verschiedener TatB-Varianten geplant. Da die TatA-Menge im Rahmen von 

Waschschritten im in thylkakoido-Versuch limitiert ist, sollte überprüft werden, ob die Zugabe 

von TatA die TatB-vermittelte Rekonstitution des Tat-Transports beeinflusst.  

In Pflanzen und in E .coli-Bakterien üben TatA und TatB verschiedene Funktionen im 

Translokationsprozess aus. Während TatA den Transport eines Substrats vermittelt und dabei 

nur transient mit dem TatBC-Rezeporkomplex interagiert, vollführt TatB im heterooligomeren 

Komplex mit TatC die Funktion des Substratrezeptors (Settles & Martienssen, 1998; Cline & 

Mori, 2001; Mori & Cline, 2002; Maurer et al., 2010; Alcock et al., 2013; Aldridge et al., 2014). 

Um zu analysieren, ob die TMH- bzw. die APH- und C-terminalen Regionen der strukturell 

ähnlichen Proteine für die Funktionsausprägung relevant sind, wurden TatAB-Chimären 

erstellt. Diese chimären Proteine sollten in einem weiteren Teil der Arbeit in 

Rekonstitutionsversuchen charakterisiert werden, in denen die intrinsische Funktion von TatA 

(Hauer et al., 2013) bzw. TatB inhibiert wurde.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 
 

 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf), 

Biomol (Hamburg), GE Healthcare (München), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva 

(Heidelberg), Sigma-Aldrich (München), Invitrogen (Karlsruhe) und Thermo Fisher Scientific 

(St. Leon-Rot) bezogen. Die eingesetzten Radiochemikalien wurden von der Firma Perkin-

Elmer (Rodgau-Jügesheim) bezogen. 

 
 

Art Name Hersteller 
DNA-Marker 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
Proteinmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder 

HMW Native Marker 
Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
GE Healthcare (München) 

 
 

 
Bezeichnung Hersteller 
Phusion DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
PfuTurbo® DNA-Polymerase Stratagene (La Jolla, USA) 
Restriktionsendonuklease DpnI, NotI Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
RiboLock™ Ribonuklease-Inhibitor Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
T4-DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
T3-RNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
T7-RNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) 
NZYTaq-DNA-Polymerase Nzytech (Lissabon, Portugal) 
Thermolysin Sigma-Aldrich (München) 

 
 

 
Bezeichnung Hersteller 
Flexi®Rabbit Reticulocyte Lysate System Promega (Mannheim) 
QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene (La Jolla, USA) 
NucleoSpin®Plasmid Macherey-Nagel (Düren) 
Nucleobond®AX Macherey-Nagel (Düren) 
NucleoSpin®Extract Macherey-Nagel (Düren) 
RTS 100 Wheat Germ CECF Kit 5PRIME (Hilden), später biotechrabbit (Hennigsdorf) 
SureClean Plus Bioline (Luckenwalde) 
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Bezeichnung Hersteller 
Wheat Gearm Extract Promega (Mannheim) 

 
 

 
Bezeichnung Eigenschaften Hersteller 
ZelluTrans 1,0 V MWCO 1 kDa Roth (Karlsruhe) 
MEMBRA-CEL® dialysis tubing MWCO 3,5 kDa  Serva (Heidelberg) 

 
 

 
Bezeichnung Eigenschaften Hersteller 
Amersham Hybond PVDF-Membran  0,2 µM Roth (Karslruhe) 
Potran Nitrocellulose  0,1 µM Schleicher & Schuell (München) 

 
 

 
Bezeichnung Hersteller 
French Pressure Cell Press (FA-078A) 
French Pressure Cell FA-031 (40K) 

SLM AMINCO (jetzt Thermo Fisher Scientific, 
St. Leon-Roth) 

Ultraschall-Homogenisator HD 3100 
Sonotrode MS 72 

Bandelin (Berlin) 

 
 

 
Bezeichnung Eigenschaften Hersteller 
Ni Sepharose Fast Flow Ni2+-NTA-Sepharose GE Healthcare (München) 
Econo-Pac® Cromatography 
Columns (20 ml) 

Schwerkraftsäule, beladen mit 
5 ml Ni2+-NTA-Sepharose 

Bio-Rad (Hercules, USA) 

EC 125/4 Nucleosil 500-5 C3 PPN HPLC-Säule Macherey-Nagel (Düren) 
 

 
 

Bezeichnung Eigenschaften Hersteller 
Chromaster HPLC-System 5430 Diode Array 

5310 Column Oven 
5260 Auto Sampler (mit Foxy 
18 mm) 
5110 Pump 

VWR (Darmstadt) 

HPLC-Steuerungsprogramm EZChrom Elite Agilent Technologies 
(Waldbronn) 

RP-HPLC Säule EC 125/4 Nucleosil 500-5 C3 PPN Macherey-Nagel (Düren) 
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Bezeichnung Hersteller 
RNA-Cap-Strukturanalogon New England Biolabs (Frankfurt/Main) 
Ribonukleotide Roche (Basel) 
Desoxyribonukleotide Roth (Karlsruhe) 

 
 

 
Bezeichnung Herkunkft 
pBSC II KS Clausmeyer et al., 1993 
pBAT Annweiler et al., 1991, Vektorkarte in Anhang 1 
pIVEX 1.3 WG 5PRIME (Hilden), Vektorkarte in Anhang 2 
pET30a erhalten von Dr. Mario Jakob, Merck (Darmstadt), 

Vektorkarte in Anhang 3 
pET28a erhalten von Dr. Mario Jakob, Novagen, Vektorkarte in 

Anhang 4 
pETSUMO erhalten von AG Sinning (Heidelberg), Thermo Fisher 

Scientific (St. Leon-Roth), Vektorkarte in Anhang 5 
 

 
 
→ vorhandene Primer zur Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg): 
 

Bezeichnung Sequenz (5´ → 3´) 
M13 fw GGTTTTCCCAGTCACGACGTTG 
M13 rv CACACAGGAAACAGCTATGACC 
T7 prom TAATACGACTCACTATAGGG 
T7 term GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

 

 

→ Rf-Primer zur Erstellung von Klonen aus Pisum sativum mittels Restriktionsfreier (Rf) 

Klonierung (Metabion (Martinsried) und Biolegio BV (Nijmegen, Niederlande): 

 
Bezeichnung Sequenz (5´ → 3´) 
BAG pea BAT fw TCGAAGCTTGATATCGAATTCATGTTTGGTCCTAAAGGTCTTGCTGAGG 

mTatB pea BAT Rf rv GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTATAAATCCGAAGGTAACGACG 

Zielklon / Template TatB-Antigen (pBAT) / TatB V245M (pBAT) 

BAG pea pIVEX fw CCCCACAACAGCTTGTCGAACCATGTTTGGTCCTAAAGGTCTTGCTGAGG 

mTatB pea pIVEX Rf rv GAACCCCCCCCGGGAGCTCGCTCGAGCTATAAATCCGAAGGTAACGACG 

Zielklon / Template TatB-Antigen (pIVEX) / TatB V245M(pIVEX) 

TatA(N20Bpea)BAT Rf fw TCGAAGCTTGATATCGAATTCATGGCCTTCTTCGGTCTAGGCGTGCCTG 

mTatB pea BAT Rf rv GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTATAAATCCGAAGGTAACGACG 

Zielklon / Template TatAB (pBAT) / TatAB (pET30a) 
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Bezeichnung Sequenz (5´ → 3´) 
mTatA1 pea BAT Rf fw GACTCGAAGCTTGATATCGAATTCATGGCCTTCTTCGGTCTAGGCGTGC 

mTatA1 pea BAT CtM Rf rv CCGCTCTAGAACTAGTGGATCCTCACATTACATTATCCTTTGTGCTGG 

Zielklon / Template TatA E71D Ct.M (pBAT) / pTatA E71D Ct.M (pBAT) 

mTatB pea BAT Rf fw GACTCGAAGCTTGATATCGAATTCATGGCGTCTCTCTTTGGGGTTGGAG  

mTatB pea BAT Rf rv GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTATAAATCCGAAGGTAACGACG 

Zielklon / Template TatB V245M (pBAT) / pTatB V245M (pBAT) 

mTatB pea BAT Rf fw ACTCGAAGCTTGATATCGAATTCATGGCGTCTCTCTTTGGGGTTGGAG 

TatB/A int Rf rv CTTCGGGCAATTTCTTGGGACCGAAAACCAACAAAGCCACAACCCC 

Zielklon / Template TatBA E71D Ct.M (pBAT) / TatB V245M (pBAT) 

TatA(N20Bpea)BAT Rf fw CTCGAAGCTTGATATCGAATTCATGGCCTTCTTCGGTCTAGGCGTGCCTG 

mTatB pea BAT Rf rv GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTATAAATCCGAAGGTAACGACG 

Zielklon / Template TatAB (pBAT) / TatAB (pET30a) 

HS-TatBp30Rf fw CGACGACGACGACAAGGCCATGGCGTCTCTCTTTGGGGTTGGAGCAC 

TatB/A int Rf rv CTTCGGGCAATTTCTTGGGACCGAAAACCAACAAAGCCACAACCCC 

Zielklon / Template TatBA (pET30a) / TatB (pET30a) 
SUMO wo SAM fw AGAGAACAGATTGGTGGAGCGTCTCTCTTTGGGGT 

SUMO wo SAM rv ACCCCAAAGAGAGACGCTCCACCAATCTGTTCTCT 

Zielklon / Template TatB ohne SA-linker und Startmet.(pETSUMO) / TatB (pETSUMO) 

 
→ Primer für die zielgerichtete Mutagenese (Quik Change) folgender Klone 

(Metabion, Martinsried): 

 
Bezeichnung Sequenz (5´ → 3´) 
mBE11CnewQCM fw CTCTCTTTGGGGTTGGAGCACCTTGTGCTTTGGTAATTGGGGTTGTGGC 

mBE11CnewQCM fw GCCACAACCCCAATTACCAAAGCACAAGGTGCTCCAACCCCAAAGAGAG 

Zielkonstrukt TatB,E10C (pBAT) und TatB,E10A (pET30); Pisum sativum 
mBpea E11A QCM fw GGTTGGAGCACCTGCAGCTTTGGTAATGT 

mBpea E11A QCM rv CAATTACCAAAGCTGCAGGTGCTCCAACC 

Zielkonstrukt TatB,E10A (pBAT) und TatB,E10A (pET30); Pisum sativum 
30-mPeaB-MJ-fw GTTACCTTCGGATTTAATGTAGCTCGAGCACCACC 

30-mPeaB-MJ-rv GGTGGTGCTCGAGCTACATTAAATCCGAAGGTAAC 

Zielkonstrukt TatTB M (pET30) und TatTB M (pETSUMO); Pisum sativum 
30-mPeaB-His-fw CACCACCACCACCACATGAGATCCGGCTGCTA 

30-mPeaB-His-rv TAGCAGCCGGATCTCATGTGGTGGTGGTGGTG 

Zielkonstrukt TatTB M-His (pET30); Pisum sativum 
Pea TatB V245M fw GAAACTGCTGCAACTATGCCACCACCACAG 

Pea TatB V245M rv CTGTGGTGGTGGCATAGTTGCAGCAGTTTC 

Zielkonstrukt TatAB V245M (pBAT); Pisum sativum 
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→ Übersicht über die in der Arbeit verwendeten Klone 

 

Die Klone lagen entweder bereits vor oder wurden im Rahmen der Arbeit erstellt (Herkunft: 
1Clausmeyer et al., 1993; 2Kathleen Heilmann; 3eigene Masterarbeit; 4diese Arbeit; 5Sascha 

Paatz; 6Dr. Mario Jakob). 

 
 Tat-Substrate 

 

→ Konstrukte zur in vitro-Synthese von Tat-Substraten mittels Flexi®Rabbit Reticulocyte Lysate 

System  

 

Bezeichnung Vektor Promotor Linearisierung  
pOEC16 (Abk.)1 pBSC II KS T7 HindIII 
pOEC23 (Abk.)1 pBSC II KS T7 Sall 
16/23 (Abk.)1 pBSC II KS T7 Sall 

 

 Tat-Komponenten 
 
→ Konstrukte zur in vitro-Synthese von Tat-Proteinen mittels Flexi®Rabbit Reticulocyte Lysate 

System (pBAT), Wheat Germ Extract (pBAT) und Rapid Translation System (pIVEX)  

 

Die Insertion der Zielsequenzen erfolgte für pBAT-Konstrukte mittels EcoRI und BamHI, für 

pIVEX-Konstrukte mittels NcoI und XhoI. Die pBAT-Konstrukte wurden vor in vitro-

Transkription mit NotI linearisiert. Da TatA und TatB aus A. thaliana und P. sativum keinen 

Methioninrest enthalten, wurde jeweils ein einzelner Aminosäureaustausch zur radioaktiven 

Markierung mittels 35S-Methionin vorgenommen. Die Position des Aminosäureaustauschs ist 

in der Bezeichnung angegeben.   

 

Bezeichnung Vektor Promotor synthetisiertes Protein  
TatBV245M (P. sativum)3 pBAT T3 reifes Protein 
TatBV245M (P. sativum)3 pIVEX T7 reifes Protein 
pTatBV245M (P. sativum)2 pBAT T3 Vorläuferprotein 
pTatBL213M (A. thaliana)2 pBAT T3 Vorläuferprotein 
TatB,E10AV245M (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein, Aminosäureaustausch in 

TMH 
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Bezeichnung Vektor Promotor synthetisiertes Protein  
TatB,E10CV245M (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein, Aminosäureaustausch in 

TMH 
TatB-AntigenV245M (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein ohne TMH, Beginn ab 

hinge-Glycinrest, ohne C-term. His-tag 
TatB-AntigenV245M (P. sativum)4 pIVEX T7 reifes Protein ohne TMH, Beginn ab 

hinge-Glycinrest, ohne C-term. His-tag 
TatAM (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein, mit C-term. Methionin 
TatABV245M (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein, chimäres Protein (TMH 

von TatA, APH und C-term. Region von 
TatB) 

TatBAM (P. sativum)4 pBAT T3 reifes Protein, chimäres Protein (TMH 
von TatB, APH und C-term. Region von 
TatA), mit C-term. Methionin 

 

→ Konstrukte zur heterologen Synthese in E. coli-Zellen des Stammes BL21(DE3) 

 

Die Insertion der Zielsequenzen erfolgte für pET30a- bzw. pETSUMO-Konstrukte mittels EcoRI 

und BamHI, für pIVEX-Konstrukte mittels NcoI und XhoI. Bei restriktionsfreier Klonierung 

(siehe Kapitel 2.2.1.2) wurden die Oligonukleotide, die der Amplifikation des Megaprimers 

dienten, mit den genannten Schnittstellen synthetisiert (siehe Kapitel 2.1.12 Oligonukleotide 

für restriktionsfreie Klonierung). Die Synthese der SUMO-Protease Ulp1 erfolgte ausgehend 

von pET28a, wobei Ulp1 mit N-terminaler His/ZZ-tag-Region vorlag. Dieses Konstrukt wurde 

von der Arbeitsgruppe Sinning (Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Die Aminosäuresequenzen 

ausgewählter Tat-Proteine sind in Anhang 19 dargestellt. 

 
Bezeichnung Vektor Eigenschaften des gereinigten Proteins 
TatB (P. sativum)5 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin 
TatBM (P. sativum)4 pETSUMO reifes Protein ohne Start-Methionin, mit C-term. 

Methionin 
TatBM (P. sativum)4 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, mit C-term. 

Methionin 
TatB (A. thaliana)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin 
TatB,E10A (P. sativum)4  pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, 

Aminosäureaustausch in TMH 
TatB,E10C (P. sativum)4 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, 

Aminosäureaustausch in TMH 
TatB-core (P. sativum)6 pET30a  reifes Protein ohne Start-Methionin, C-term. verkürzt 

auf N103 
TatB-core (A. thaliana)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, C-term. verkürzt 

auf N106 



  2 MATERIAL & METHODEN  
 

 28 

Bezeichnung Vektor Eigenschaften des gereinigten Proteins 
TatB-Antigen (P. sativum)6 pET28a reifes Protein mit Startmethionin ohne TMH, Beginn ab 

hinge-Glycinrest; über LysGlu-linker mit C-term. 
Hexahistidin-tag verbunden 

TatA (P. sativum)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin 
TatA (A. thaliana)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin 
TatA,E10C (A. thaliana)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, 

Aminosäureaustausch in TMH 
TatAB (P. sativum)6 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, chimäres Protein 

(TMH von TatA, APH und C-term. von TatB) 
TatBA (P. sativum)4 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, chimäres Protein 

(TMH von TatB, APH und C-term. von TatA) 
TatB-His (P. sativum)4 pET30a reifes Protein ohne Start-Methionin, mit C-term. 

Hexahistidin-tag 
Ulp1 (S. cerevisiae) pET28a His/ZZ-Ulp1 (SUMO-Protease mit N-terminaler His/ZZ 

tag-Region) 
 

 

Stamm Genotyp Hersteller 
Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 
galK16 rpsL(StrR ) endA1 λ- 

Invitrogen (Carlsbad, USA) 

BL21 (DE3) F – ompT gal dcm lon hsdSB (rB
- mB

-) 
λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 
sam7 nin5]) 

Novagen (Darmstadt) 

   

 

Medium Zusammensetzung Konzentration 
LB-Medium (lysogeny broth) Pepton 

Hefeextrakt  
NaCl 
pH = 7,0 (NaOH) 

1,0 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 

M9-Salze (5 x) Na2HPO4 
KH2PO4 
NaCl 
NH4Cl 

239 mM 
110 mM 
42,8 mM 
93,5 mM 

M9-Minimalmedium M9-Salze 
MgSO4 (ersetzt durch MgCl2 bei 
geplanter Überexpression unter 
Anwesenheit von 35S-Methionin) 
Glucose 
CaCl2 

1 x 
20,6 mM 
 
 
0,41 % (w/v) 
1 mM 
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Medium Zusammensetzung Konzentration 
LB-Medium 1 % 

Festmedium LB-Medium oder M9-Medium 
Bacto-Agar 

 
1,5 % (w/v) 

SOC-Medium (super optimal broth) Pepton 
Hefeextrakt  
NaCl  
KCl  
MgCl2 
MgSO4  
Glucose 
pH = 7,0 (NaOH) 

2,0 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 
10 mM 
2,5 mM 
10 mM 
10 mM 
20 mM 

Lagermedium für Stammkulturen MgSO4  
Tris  
-> pH = 8,0 (HCl) 
Glycerin 

100 mM 
2,5 mM 
 
65 % (v/v) 

 
 

 
Bezeichnung Arbeitskonzentration Hersteller 
Ampicilin (Amp) 100 µg/ml Serva (Heidelberg) 
Kanamycin (Kann)   50 µg/ml Serva (Heidelberg) 

 
 

 
Bezeichnung Eigenschaften Herkunft 
anti-TatA (A.th)  polyklonaler Antikörper (gereinigt, aus 

Kaninchen), gerichtet gegen löslichen 
Teil von TatA aus A. thaliana, 
Kreuzreaktion mit TatA aus P. sativum 

Innovagen (Lund), 
gereinigt von Dr. Mario 
Jakob 
 

anti-TatB (P.s) polyklonaler Antikörper (gereinigt, aus 
Kaninchen), gerichtet gegen löslichen 
Teil von TatB aus P. sativum 

Innovagen (Lund), 
gereinigt von Dr. Mario 
Jakob 

anti-rabbit-IgG-HRP monoklonaler Antikörper (aus Ziege), 
gerichtet gegen alle in Kaninchen 
generierten Antikörper, konjugiert mit 
horseraddish-Peroxidase (HRP) 

Sigma-Aldrich (München) 

anti-His-HRP monoklonaler Antikörper (aus Maus) 
gerichtet gegen Polyhistidin-tags, 
konjugiert mit horseraddish-
Peroxidase (HRP) 

Miltenyi Biotec 
(Bergisch Gladbach) 

 
  



  2 MATERIAL & METHODEN  
 

 30 

 
 
Zur Chloroplastenpräparation- und Thylakoidpräparation wurde das Kultivar Pisum sativum L, 

var. Feltham First herangezogen. Die Aussaat und Kultivierung erfolgte auf Tonsubstrat mit 

Kokosfaser (CL Ton Kokos; Einheitserde, Sinntal-Altengronau). Die Anzucht wurde unter 

Langtagbedingungen vorgenommen. Zum Erntezeitpunkt betrug das Alter der Keimlinge 

sieben Tage. 

 

2.2 Methoden 
 

 

 Standardmethoden 
 
Standardmethoden der Molekularbiologie wie DNA- und RNA-Fällung oder 

Agarosegelelektrophoresen wurden auf der Grundlage der Protokolle von Sambrook & Russell 

(2001) durchgeführt. Kolonie-PCR-Reaktionen wurden mit NZYTaq DNA-Polymerase (siehe 

Kapitel 2.1.3) durchgeführt. Plasmidpräparationen erfolgten unter Verwendung der Kits 

NucleoSpin®Plasmid oder Nucleobond®AX. Die Reinigung von PCR-Produkten wurde mit 

NucleoSpin®Extract oder Sure Clean Plus durchgeführt. Sequenzierungsreaktionen wurden von 

Seqlab (Göttigen) übernommen.  

 

 Restriktionsfreie Klonierung 
 
Die restriktionsfreie Klonierung erfolgte nach Angaben von van den Ent & Löwe (2006). Die 

Amplifikationen wurden mit der Phusion® DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 

St. Leon-Rot) durchgeführt.  

 

 Zielgerichtete Mutagenese 
 

Die vorgenommenen Mutagenesen erfolgten mittels des QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kits (Stratagene, La Jolla, USA) unter Verwendung der PfuTurbo DNA-

Polymerase nach den Angaben des Herstellers.  
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 Transformation von E. coli Zellen 
 

Elektroporation für elektrokompetente Zellen 
 
Zur Transformation wurden je 50 µl E. coli-Zellen des Stammes BL21 (DE3) 10 min auf Eis 

aufgetaut und mit je 50-200 ng Plasmid-DNA versetzt, wobei maximal 2 µl DNA (vorliegend in 

TE-Puffer) verwendet wurden. Der Ansatz wurde in Transformationsküvetten (Biozym 

Scientific, Hessisch Oldendorf) überführt. Die Elektroporation erfolgte im E. coli-Pulser 

(Biorad, München) bei 1,8 kV. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurde der Ansatz 15 min 

bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Ein geeignetes Volumen des Transformationsansatzes wurde 

auf LB-Platten, die mit entsprechendem Antibiotikum versetzt wurden, ausplattiert und ca. 16 

h bei 37 °C inkubiert.  

 

Hitzeschock für chemokompetente Zellen 
 
50 µl E. coli-Zellen des Stammes Top10 wurden mit 50-100 ng Plasmid-DNA versetzt und 20 

min auf Eis inkubiert, für 50 s bei 42 °C und anschließend nochmals für 2 min auf Eis inkubiert. 

Im Folgenden wurde der Transformationsansatz, versetzt mit 900 μl SOC-Medium, 15 min bei 

37 °C schüttelnd inkubiert. Ein geeignetes Volumen des Transformationsansatzes wurde auf 

LB-Platten, die mit entsprechendem Antibiotikum versetzt wurden, ausplattiert und ca. 16 h 

bei 37 °C inkubiert.  

 

 
 

 In vitro-Synthese von Proteinen 
 
Die in vitro-Synthese von Proteinen mittels Flexi® Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) 

und Wheat Germ Extract (Promega) erforderte die vorherige Linearisierung des pBAT- bzw. 

pBSc II KS-Vektors „downstream“ des 3‘-Endes des Gens und die Transkription der 

codierenden DNA. Die zur Linearisierung verwendeten Restriktionsenzyme sind in Kapitel 

2.1.3 angegeben. Die in vitro-Transkription wurde, wie in den Dissertationen von Stefan 

Frielingsdorf (2003) und Sabine Molik (2005) beschrieben, durchgeführt. 4 μl des 

Transkriptionsansatzes wurden zur Kontrolle der Qualität auf ein 1,5 %iges Agarosegel 

geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die in vitro-Translation erfolgte nach den 

Angaben der Hersteller. Des Weiteren wurde das Rapid Translation System, das die in vitro-
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Synthese von Proteinen ausgehend von Plasmid-DNA ermöglicht, verwendet. Für die 

radioaktive Markierung jeglicher Translationsprodukte wurde 35S-Methionin verwendet. 

 

 Polyacrylamid-Gelsysteme 
 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)  
 
Die elektrophoretische Trennung von Proteinen erfolgte u. a. über SDS-PAGE (Laemmli, 1970). 

Aufzutragende Proben wurden mit Laemmli-Probenpuffer (1-2 x) versetzt. Nach Anlegen 

eines elektrischen Feldes (bis zu 30 mA/Gel) und unter Verwendung von Laemmli-Laufpuffer 

durchwandern die Proteine Sammel- und Trenngel. Die Zusammensetzungen der benötigten 

Puffer und der PAA-SDS-Gele sind in der folgenden Tabelle angegeben: 

 
 Zusammensetzung Konzentration 
Puffer   
Laemmli-Probenpuffer (1 x) Tris-HCl (pH 6,8) 62,5 mM  
 Glycerin 10 % (w/v) 
 SDS 2 % (w/v) 
 Bromphenol Blau 0,04 % (w/v) 
 β-Mercaptoethanol 5 % (v/v) 
SDS-Laufpuffer Tris-HCl (pH 8,45) 25 mM  
 Glycin  192 mM 
 SDS 0,1 % (w/v) 
PAA-Gel   
Sammelgel Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1) 5 % (v/v) 
 Tris-HCl (pH 6.8) 125 mM 
 SDS 0,1 % (w/v) 
 TEMED 0,05 % (v/v) 
 APS 0,05 % (w/v) 
Trenngel Acrylamid/Bis-Acrylamid (1:37,5) 12,5, 15 % (v/v) oder 

10 – 17,5 % als Gradientengel 
 Tris-HCl (pH 8.8) 375 mM 
 SDS 0,1 % (w/v) 
 TEMED 0,05 % (v/v) 
 APS 0,05 % (w/v) 
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Blue Native Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)  
 
Die native Auftrennung von Proteinen erfolgte über 5 – 13,5 %ige Gradientengele mittels BN-

PAGE (Schägger & von Jagow, 1991; Schägger, et al., 1994). Die Elektrophorese wurde über 

Nacht bei 100 V durchgeführt, wobei Kathodenpuffer I verwendet wurde. Am nächsten Tag 

wurde dieser durch Kathodenpuffer II ersetzt und die Elektrophorese bei 400 V durchgeführt. 

 
 Zusammensetzung Konzentration 
Puffer   
Kathodenpuffer I Tricin 50 mM 
 Bis-Tris 15 mM 
 Coomassie Brilliant Blue G-250 0,0075 % (w/v) 
Kathodenpuffer II Tricin 50 mM 
 Bis-Tris 15 mM 
Anodenpuffer Bis-Tris 50 mM  
PAA-Gel   
Sammelgel Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1) 4,5 % (v/v) 
 Bis-Tris (pH 7) 50 mM 
 ɛ-Aminocapronsäure 0,5 M (w/v) 
 Digitonin 0,03 % (w/v) 
 APS 0,09 % (v/v) 
 TEMED 0,09 % (w/v) 
Trenngel Acrylamid/Bis-Acrylamid (1:37,5) 5 – 13,5 % als Gradientengel 
 Bis-Tris (pH 7) 50 mM 
 ɛ-Aminocapronsäure 0,3125 M 
 Digitonin  0,03 % (w/v) 
 Glycerin 5,18 % (v/v) 
 APS 0,045 % (w/v) 
 TEMED 0,045 % (v/v) 

 

 Heterologe Synthese von Tat-Proteinen  
 
Von Einzelkolonien (bzw. einem Zellstock) transformierte E. coli-Zellen des Stammes 

BL21 (DE3) wurden 5 ml Kulturen in M9-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin angesetzt und für 

mindestens 16 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert (betrifft alle Konstrukte aus Kapitel 2.1.13.2: 

Tat-Komponenten, Konstrukte zur heterologen Synthese in E. coli). Nach 

Übernachtinkubation wurden Hauptkulturen (500 ml) inokuliert (1:100). Die Zellen wurden 

bis zu einer OD600 = 0,5 schüttelnd bei 37 °C inkubiert, mit 1 mM IPTG versetzt und wiederholt 

über Nacht unter diesen Bedingungen inkubiert. Zur Ernte wurden die Kulturen 20 min bei 

4.000 rpm bei 4°C im Ausschwingrotor TX-750 (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth) 
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sedimentiert, wobei der Überstand verworfen und das Pellet in 25 ml PBS gelöst wurde. Das 

Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren oder direkt in drei 

Durchgängen mittels French Press (1000 psi) unter Zugabe von 1 mM PMSF aufgeschlossen. 

Die Reinigung der Proteine ist in Kapitel 2.2.2.5 beschrieben. 

 

 Heterologe Synthese von TatBM in Anwesenheit von 35S-Methionin 
 
Zur Synthese des TatB-Proteins aus Pisum sativum in Anwesenheit von 35S-Methionin wurden 

die Vektoren pETSUMO bzw. pET30a verwendet, die die codierende Sequenz von TatBM 

beinhalten (TatB mit Methioninrest am C-Terminus; siehe Kapitel 2.1.13.2: Tat-Komponenten, 

Konstrukte zur heterologen Überexpression). Von Einzelkolonien (bzw. einem Zellstock) 

transformierte E.coli-Zellen (siehe Kapitel 2.2.1.4, S. 31) des Stammes BL21 (DE3) wurden 5 ml 

Kulturen in M9-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin angesetzt und für mindestens 16 h bei 37 °C 

schüttelnd (200 rpm) inkubiert. Dann wurden die Zellen im Verhältnis 1:100 in 20 ml M9-

Medium (siehe Kapitel 2.1.15: ohne LB-Medium, anstelle von MgSO4 wurde MgCl2 eingesetzt) 

überführt. Die Hauptkulturen wurden bis zu einer OD600 = 0,5 schüttelnd bei 37 °C inkubiert, 

mit 1 mM IPTG und 12,5 µCi 35S-Methionin versetzt und wiederholt über Nacht unter diesen 

Bedingungen inkubiert. Die Zellen wurden bei 4.000 rpm im Ausschwingrotor TX-750 (Thermo 

Fisher Scientific, St. Leon-Roth) sedimentiert, in 20 ml Gua-HCl-Bindepuffer aufgenommen 

und nach Zugabe von 1 mM PMSF mittels Ultraschallsonde (6 x 5 s, je 15 s Pause auf Eis; 

Frequenz 20 kHz, siehe Kapitel 2.1.7) aufgeschlossen. Die Reinigung der radioaktiv markierten 

Proteine ist in Kapitel 2.2.2.6 angegeben. 

 

 Reinigung von His-tag-Fusionsproteinen mittels Ni2+-Affinitätschromatographie 
 
Für die Reinigung wurden folgende Puffer benötigt:  

 Zusammensetzung Konzentration 
Gua-HCl-Bindepuffer HEPES (pH 7,5) 

NaCl 
Imidazol 
Guanidin HCl 

  20 mM 
500 mM 
  20 mM 
    6     M 

Gua-HCl-Elutionspuffer HEPES (pH 7,5) 
NaCl 
Imidazol 
Guanidin HCl 

  20 mM 
500 mM 
500 mM 
    6     M 
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Vor Beginn der Proteinreinigung wurden 25 ml der über French Press aufgeschlossenen 

Zellsuspension (Kapitel 2.1.13.2, Konstrukte zur heterologen Synthese) mit 75 ml Gua-HCl-

Bindepuffer versetzt. Danach wurde diese Suspension für mindestens 1 h rührend bei 4 °C 

inkubiert und anschließend bei 28.700 rpm (SW32-Ti Ausschwingrotor (Beckmann Coulter, 

Krefeld)) ultrazentrifugiert. Der Überstand (IBvS) wurde im Anschluss mit einer 

Fließgeschwindigkeit von 150 µl/min bei 4 °C auf eine mit Gua-HCl-Bindepuffer vorinkubierte 

Schwerkraftsäule geladen. Das Matrixvolumen betrug 5 ml. Die Säulen wurden zweimal mit 

25 ml Gua-HCl-Bindepuffer gewaschen. Die Waschfraktion wurde aufgefangen. Zur Elution der 

Proteine wurde die Säule nacheinander mit 3 ml (Fraktion E1), 6 ml (Fraktion E2) und nochmals 

6 mI (Fraktion E3) Elutionsspuffer inkubiert. 50 µl jeder Reinigungsfraktion wurden in ein 

neues Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt und mit 950 µl 80 % Aceton versetzt. Die Proben 

wurden anschließend 30 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert (Heraeus Biofuge Fresco), 

die Pellets mit 80 % Aceton gewaschen, in 50 μl 2 x Laemmli-Probenpuffer resuspendiert und 

5 min bei 95 °C denaturiert. Daraufhin wurden die Reinigungsfraktionen mittels SDS-PAGE 

analysiert (siehe Kapitel 2.2.2.2).  

 

 Reinigung von radioaktiv markierten His-TatBM-Fusionsproteinen mittels 
Ni2+ Affinitätschromatographie 

 
Für die Reinigung wurden folgende Puffer zusätzlich benötigt:  

 Zusammensetzung Konzentration 
Harnstoff-Bindepuffer HEPES (pH 7,5) 

NaCl 
Imidazol 
Harnstoff 

  20 mM 
500 mM 
  20 mM 
    6     M 

Harnstoff-Elutionspuffer HEPES (pH 7,5) 
NaCl 
Imidazol 
Harnstoff 

  20 mM 
500 mM 
500 mM 
    6     M 

 
Die aufgeschlossenen, radioaktiv markierten Proteine (siehe Kapitel 2.2.2.4), wurden für 

mindestens 1 h rührend bei 4 °C inkubiert und anschließend bei 28.700 rpm (SW32-Ti 

Ausschwingrotor; Beckmann Coulter, Krefeld) ultrazentrifugiert. Die Proteinlösungen wurden 

mit einer Fließgeschwindigkeit von 150 µl/min bei 4 °C auf eine mit Gua-HCl-Bindepuffer 

vorinkubierte Schwerkraftsäule geladen. Das Matrixvolumen betrug 5 ml. Die Säule wurde 

einmal mit 25 ml Gua-HCl-Bindepuffer gewaschen. Die Waschfraktion wurde aufgefangen. 
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Wenn die Proteinsynthese ausgehend vom pETSUMO-Vektor erfolgte, wurde die Säule vor 

Elution auf Harnstoff-Bindepuffer umgepuffert (10 ml), da für die SUMO-Protease Ulp1 (Ubl-

specific protease; aus Saccharomyces cerevisiae) unter Gua-HCl eine eingeschränkte Aktivität 

erwartet wurde. Zur Elution von TatBM (pETSUMO) wurden 10 ml Harnstoff-Elutionspuffer 

verwendet. Die Reinigung und Elution von TatBM (pET30a) erfolgte stets unter Verwendung 

von Gua-HCl-Binde- bzw. Elutionspuffer. 40 µl jeder Reinigungsfraktion wurden mit 10 µl 

4 x Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C denaturiert und anschließend mittels SDS-

PAGE analysiert (siehe Kapitel 2.2.2.2, S. 32). 

 

 Abspaltung der N-terminalen tag-Region 
 
Folgender Puffer wurde für die Abspaltung des His/SUMO-tags benötigt: 

 

IMAC-Elutionsfraktionen nach Proteinsynthesen ausgehend vom pET30a-Vektor wurden in 

Dialyseschläuche (3,5 kDa "cut off") überführt und bei 4 °C mindestens 24 h gegen H2Obidest 

dialysiert, wobei H2Obidest mindestens zweimal ausgetauscht wurde (Verhältnis Protein: 

H2Obidest = 1:200). Die dialysierten Elutionsfraktionen wurden gefriergetrocknet (Alpha 1-2 

LDplus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH). Die N-terminale His/S-tag-Region 

wurde mittels Bromcyan entfernt (siehe Kapitel 2.2.2.7 Bromcyanspaltung). Im Falle des TatB-

Antigens erfolgte keine Abspaltung des C-terminalen His-tags. 

Wenn die Proteinsynthese ausgehend vom pETSUMO-Vektor erfolgte, wurden die IMAC-

Elutionsfraktionen zweimal für ca. 2 h gegen Ulp1-Puffer ohne DTT dialysiert (Verhältnis 

Protein: H2Obidest = 1:200). Zur Abspaltung der N-terminalen His/SUMO-tag-Region wurde die 

SUMO-Protease Ulp1, die die Tertiärstruktur des SUMO-Proteins (hier SUMO-tag) erkennt, 

verwendet (siehe Kapitel 2.2.2.7 Proteasespaltung (Ulp1)). Die dialysierten 

Reinigungsfraktionen wurden unter Verwendung von SartoriusTM VivaspinTM 20 PES MWCO 

3 kDa (Sartorius, Göttingen) bei 4.000 rpm im Ausschwingrotor TX-750 (Thermo Fisher 

Scientific, St. Leon-Roth) auf ein Volumen von 2 ml reduziert. Die SUMO-Protease wurde 

ausgehend vom Vektor pETZZ (erhalten von Prof. Dr. Irmgard Sinning) synthetisiert, 

anschließend mittels Ni2+-Affinitätschromatographie gereinigt und gegen Ulp1-Puffer 

 Zusammensetzung Konzentration 
Ulp1-Puffer Tris-HCl (pH 8,0) 

NaCl 
DTT 

  50 mM  
150 mM  
    1 mM 
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dialysiert. Die Konzentration der gereinigten Protease wurde bestimmt (A280nm), die Lösung 

aliquotiert (Endkonzentration von 1 µg/µl) und bei -80 °C gelagert. 

 

Bromcyanspaltung 
 
Gefriergetrocknete Pellets der His/S-tag-Fusionsproteine (Proteinsynthese ausgehend von 

pET30a) wurden mit Bromcyan (vorliegend in Acetonitril, Lagerung bei -20 °C, 30 min zuvor 

auftauen und lösen) und 85% Ameisensäure im Verhältnis 1:5 versetzt. Die Spaltansätze 

wurden für 5 h (für TatB-Proteine) oder über Nacht (für TatA-Proteine) bei 700 rpm und RT 

schüttelnd inkubiert. Danach wurden 10 ml H2Obidest hinzugefügt. Die Ansätze wurden dann 

für mindestens 3 Stunden bei -80 °C eingefroren und anschließend lyophilisert.  

 

Proteasespaltung (Ulp1) 
 
Dialysierte Reinigungsfraktionen (siehe „Abspaltung der N-terminalen tag-Region“ in diesem 

Kapitel) von His/SUMO-TatBM (Proteinsynthese ausgehened von pET30a) wurden bei 4 °C 

mindestens 2 h gegen Ulp1-Puffer mit 2 µg/ml SUMO-Protease dialysiert.  

 

 Präparative SDS-PAGE 
 
Zur Reinigung der Tat-Proteine nach Abspaltung der N-terminalen tag-Regionen (siehe Kapitel 

2.2.2.7) wurden die gefriergetrockneten Proteine mit Laemmli-Puffer (Endkonzentration 1 x) 

versetzt. Zur Auftrennung (15 – 30 mA/Gel) wurden 15 %ige SDS-PAA-Gele mit einer Stärke 

von 1,5 mm verwendet. Das Sammelgel wurde ohne Probentaschen vorbereitet. Ca. 

1 x 0,5 cm große Blotting-Papiere wurden mit 4 µl Proteinmarker (siehe Kapitel 2.1.2) 

versetzt. Die Zusammensetzung des SDS-PAA-Gels (12,5 oder 15 % AA) sowie des Laemmli-

Probenpuffers und des Laemmli-Laufpuffers entspricht den Angaben in Kapitel 2.2.2.2 SDS-

PAGE. 
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 Elektroelution 
 
Folgender Puffer wurde benötigt: 

 
Das Herauslösen der Proteine aus Polyacrylamidgelen nach präparativer SDS-PAGE (siehe 

2.2.2.8) wurde in einer Elekroelutionsapparatur (Spezialanfertigung) bei 70 V über Nacht 

durchgeführt. Hierbei wurden klein geschnittenen Gelfragmente in die Kathodenöffnung der 

Elektroelutionskammern, die mit 1 x SDS-Laufpuffer befüllt wurden, überführt und mit 

Elektroelutionspuffer überschichtet. Die Anodenöffnung der Kammer wurde mit SDS-

Laufpuffer (siehe Kapitel 2.2.2.2 SDS-PAGE, S. 32) befüllt. Die Elektrophorese und der 

vorliegende Konzentrationsgradient führen zur Elution und Wanderung der Proteine auf die 

Anodenseite der Kammer, wobei diese an einer Membran (3,5 kDa „cut-off“) angesammelt 

werden. Die Proteine wurden mit SDS-Laufpuffer (2 ml) von der Membran gelöst. 

 
 RP-HPLC 
 

Die Reinigung der aus Elektroelution gewonnenen TatA- und TatB-Proteine erfolgte über ein 

Reversphasen-Hochdruckflüssigkeitschromatografiesystem (RP-HPLC; siehe Kapitel 2.1.9) 

mittels Acetonitril-Wasser Gradient bei einer Fließgeschwindigkeit von 1 ml/min. Vor Beginn 

der Reinigung wurden Schläuche und Pumpe gespült. Die Reversphasen-Säule EC 125/4 

Nucleosil 500-5 C3-PPN wurde auf die entsprechenden Startbedingungen equilibriert. Das 

Silica-basierte Säulenmaterial ist hier an Propylreste gebunden, sodass eine apolare feste 

Phase vorliegt. Die Lösungsmittel A (10 % Acetonitril in H2Obidest ; 0,05 % Trifluoressigsäure) 

und B (100 % Acetonitril; 0,05 % Trifluoressigsäure) wurden im zeitlichen Verlauf 

folgendermaßen eingespült: 0-2 min: 0% B; 2-3 min: 0 – 22,5 % B; 16-16,2 min: 36,6 – 67 % B; 

16,2 – 21 min: 67 % B; 21 – 23 min: 89 % B; 23 – 26 min: 89 % B; 26 – 28 min: 0 % B; 

28 – 40 min: 0 % B.  

  

 Zusammensetzung Konzentration 
Elektroelutionspuffer Tris-HCl (pH 8,0) 

Glycin 
SDS 

   25 mM  
 192 mM  
     2 % (w/v) 
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 Massenspektrometrie 
 
Eluate (ca. 10 µl) der RP-HPLC wurden von Dr. Angelika Schierhorn am Gerätezentrum für 

Massenspektrometrie der MLU Halle-Wittenberg via Matrixassistierter 

Laserdesorption/Ionisations- (MALDI-) und ggf. auch mittels ESI-Massenspektrometrie (MS) 

analysiert. Ab Januar 2018 wurden diese Arbeiten von Dr. Matt Fuszard durchgeführt. 

 

 Dialyse gereinigter Tat-Proteine 
 
Tat-Proteine, die nach RP-HPLC-Reinigung in Acetonitril/Wasser vorlagen, wurden vor 

Durchführung eines in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs (siehe Kapitel 2.2.3.7) mittels 

Dialyse in physiologischen HM-Puffer (siehe Kapitel 2.2.3.3, S. 44) überführt. Hierbei wurden 

mindestens 400 µl einer Elutionsfraktion in einen Dialyseschlauch überführt (ZelluTrans 

1,0 V (Roth, Karlsruhe), 1 kDa „cut-off“). Damit die Proteine nach der Dialyse einer 

Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976) unterzogen werden konnten, wurden 

vornehmlich Elutionsfraktionen mit hoher Proteinmenge verwendet (A220 ≥ 500 mAU bei 

Detektion im RP-HPLC-Programm). Um eine Erhöhung des Proteinvolumens und folglich eine 

Verdünnung im Rahmen der Dialyse zu vermeiden, wurde der Dialyseschlauch stets unter 

Spannung mit Klemmen verschlossen. Der mit Proteinlösung befüllte Dialyseschlauch wurde 

in ein Becherglas mit HM-Puffer (1 l) überführt und für mindestens 16 h bei 4 °C rührend 

inkubiert.  

Für RP-HPLC-Elutionsfraktionen von TatB-Varianten, die nach Gefriertrocknung erneut in 

Acetonitril (60 %(v/v)) aufgenommen wurden, wurde eine erhöhte Aggregatbildung nach der 

Dialyse beobachtet. Eine Gefriertrocknung zur Aufkonzentrierung von RP-HPLC-

Elutionsfraktionen von TatB-Varianten sollte vermieden werden.  

 

 Proteinkonzentrationsbestimmung 
 
Die Konzentrationsbestimmung der dialysierten Tat-Proteine beruhte auf der Bradford-

Methode (Bradford, 1976). Zur Entfernung von Aggregaten aus Proteinlösungen wurden die 

dialysierten RP-HPLC-Elutionsfraktionen 20 min bei 65.000 rpm (Rotor: MLA 80; Beckmann 

Coulter, Krefeld) zentrifugiert und die jeweiligen Überstände anschließend vorsichtig in neue 

Reaktionsgefäße (1,5 ml) überführt. Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde eine 
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doppelte Dreifachbestimmung mit Bradfordlösung (ROTI®Quant; Roth, Karslruhe) bei A595nm 

durchgeführt (3 x 30 µl, 3 x 60 µl).  

 

 Visualisierung von Proteinen im Polyacrylamidgel 
 

Coomassie-Colloidal-Färbung 
 
Folgende Lösungen wurden benötigt:  

 Zusammensetzung Konzentration 
Fixierlösung Methanol    40 % (v/v) 
 Essigsäure    10 % (v/v) 
Lösung A Phosphorsäure  

Ammoniumsulfat 
    2 % (w/v) 
  10 % (w/v) 

Lösung B Coomassie Brilliant Blue G-250     5 % (w/v) 
Färbelösung Methanol 

Lösung A 
Lösung B 

   20 % (v/v) 
78,4 % (v/v) 
  1,6 % (v/v) 

 
Für eine Färbung mit colloidalem Coomassie nach Neuhoff et al. (1985) wurde das Gel 30 min 

in Fixierlösung schüttelnd inkubiert, die Inkubation in Färbelösung erfolgte mindestens 3 h. 

Zur Entfärbung wurde H2Obidest verwendet. 

 
Zink-Imidazol-Färbung  
 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 

 Zusammensetzung Konzentration 
Imidazol-Lösung Imidazol      200 mM 
 SDS 0,1 % (w/v) 
Zinksulfat-Lösung ZnSO4 x 7H2O      200 mM 

 

Vorbereitend zur Elektroelution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen wurde eine reversible 

Zink-Imidazol-Färbung durchgeführt (Ferreras et al., 1993). Das Gel wurde 30 min in Imidazol-

Lösung und anschließend bis zur gewünschten Färbung in Zinksulfat-Lösung und inkubiert. Die 

Reaktion wurde mit H20dest abgestoppt.  
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 Autoradiographie 
 
Folgende Lösung wurde benötigt: 

 Zusammensetzung Konzentration 
Fixierlösung II Methanol      50 % (v/v) 
 Essigsäure      10 % (v/v) 

 

Um die Visualisierung 35S-markierter Proteine zu ermöglichen, wurden die entsprechenden 

PAA-Gele je nach Größe für 30 – 60 min in Fixierlösung inkubiert und anschließend bis zu 

2:45 h im Vakuum bei 80 °C getrocknet. Die getrockneten Gele wurden auf Phosphoimager 

Screens exponiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden mittels Fujifilm FLA-3000 

(Fujifilm, Düsseldorf) unter Anwendung der Programme BASReader (Version 3.14) und AIDA 

Image Analyzer (Version 3.25 bzw. 5.0, Raytest, Straubenhardt) analysiert. Die Quantifizierung 

von Signalintensitäten wurde mit AIDA Image Analyzer durchgeführt. 

 

 Ni2+-Affinitätschromatographie zur Reinigung von Antikörpern 
 

Die Affinitätsreinigung der polyklonalen Antikörper anti-TatA (A. thaliana) anti-TatB 

(P. sativum; siehe 2.1.17, S. 29) erfolgte nach Narhi et al. (1997) und Zinecker et al. (2020). 

 

 Western Blot 
 

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine, die einer Immundetektion unterzogen werden 

sollten, wurden über das Elektroblotverfahren durch einen senkrecht zum Proteingel 

laufenden Strom auf eine PVDF-Membran mit einem Porendurchmesser von 0,2 µm 

übertragen (Towbin et al. 1979). Für die Übertragungen wurde eine Halb-Trocken-

Transfereinheit (Semi-Dry Transfer Unit, Owl Seperation Systems; Thermo Fisher Scientific) 

und ein 3-Puffer-System verwendet (semi-dry Transfer aus dem Protein Blotting Handbook 

(2012) von Millipore (Merck, Darmstadt):  

 Zusammensetzung Konzentration 
Anodenpuffer I Tris (pH 10,4)    300 mM 
 Methanol 10 % (v/v) 
Anodenpuffer II Tris (pH 10,4) 

Methanol 
     25 mM 
10 % (v/v) 

Kathodenpuffer Tris (pH 10,4) 
6-Aminocapronsäure 
Methanol 

     25 mM 
     40 mM 
10 % (v/v) 
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Das PAA-Gel wurde 15 min schüttelnd in Kathodenpuffer inkubiert. Die PVDF-Membran 

wurde mit Methanol befeuchtet und anschließend 5 min schüttelnd in Anodenpuffer 

inkubiert. Filter-Papiere wurden vor Aufbau des Blots ca. 30 s im entsprechenden Puffer 

equilibriert. Der Transfer erfolgte 50 min bei 1,2 mA/cm2. Folgend ist der Aufbau des Blots 

dargestellt: 

 
Abbildung 2.1: Aufbau eines Western-Blots  
 

Die Detektion der Zielproteine erfolgte über die horseradish-Peroxidase via 

Chemilumineszenz. Nach erfolgtem Elektrotransfer wurden die Membranen 1 h bei RT 

schüttelnd in Blockierlösung inkubiert. Dann wurde der jeweilige polyklonale, aus Kaninchen 

gewonnene, primäre Antikörper (siehe Kapitel 2.1.17, S. 29) zugesetzt (Verhältnis 1:1000) und 

2 h bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Zur Entfernung überschüssigen Antikörpers 

wurde die Membran 4 x 10 min in frisch zugegegebener Blockierlösung gewaschen. Dann 

wurde der sekundäre Antikörper (anti-rabbit IgG Antikörper, konjugiert mit horseradish-

Peroxidase) zu frischer Blockierlösung hinzugegeben (Verhältnis 1:10.000) und 1 h mit der 

Membran inkubiert. Nach 4 x 10 min Inkubation der Membran in Waschlösung wurde die 

Membran 1 min mit ECL-Lösung versetzt und danach auf den Filmen Amersham Hyperfilm-

ECL (GE Healthcare, München) exponiert. Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung von 

Entwickler- und Fixierlösung (Sigma-Aldrich, München). Alternativ wurde eine digitale 

Entwicklung mit FUSION FX (Vilber Lourmat, Eberhardzell) durchgeführt.   
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 Isolierung von Chloroplasten aus Erbsenkeimlingen 
 
Folgende Puffer wurden benötigt: 

 Zusammensetzung Konzentration 

SIM-Puffer Saccharose    350 mM 

 HEPES/KOH (pH 8,0) 

EDTA 

     25 mM 

       2 mM 

5 x SRM-Puffer Sorbitol 

HEPES/KOH (pH 8,0) 

1650 mM 

  250 mM 

1 x SRM-Puffer 5 x SRM-Puffer 20 % (v/v) 

35 % Percoll Percoll 

H2Obidest 

35 % (v/v) 

45 % (v/v) 

 
Für die Isolierung intakter Chloroplasten wurden sämtliche Schritte im Kühlraum bei 4 °C oder 

auf Eis durchgeführt. Verwendete Geräte und Zubehör wurde bei 4 °C vorgekühlt. 

Pipettierarbeiten wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen durchgeführt. Zu Beginn 

wurden 7 Tage alte Erbsenkeimlinge (70-80 g) geerntet und in 400 ml SIM-Puffer im Waring 

Blender aufgeschlossen (5 x 2 s, 1 x 7 s). Das Pflanzenmaterial wurde anschließend über zwei 

Lagen Millipore Miracloth (Merck, Darmstadt) in 250 ml Zentrifugenbecher filtriert. Das Filtrat 

wurde 2 min bei 4.000 rpm zentrifugiert. Dabei wurden sämtliche Zentrifugationsschritte mit 

der Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R (Rotoren: F14-6x250LE, F15-6x100y; Thermo Fisher 

Scientific, St. Leon-Rot) durchgeführt. Das pelletierte Filtrat wurde unter Zugabe von 1 x SRM-

Puffer vorsichtig mit einem Pinsel resuspendiert. Die Resuspension wurde auf ein 35 %iges 

Percollkissen (4 ml) geschichtet. Die intakten Chloroplasten, die nach 7-minütiger 

Zentrifugation bei 4.200 rpm als Pellet am Boden vorliegen, wurden zweimal mit 1 x SRM-

Puffer bei 3.000 rpm für 2 min gewaschen. Die sedimentierten Chloroplasten wurden final in 

1 ml 1 x SRM-Puffer aufgenommen und stets bei 4 °C auf Eis gelagert. Um die Chloroplasten 

vor Lichteinstrahlung zu schützen, wurden die Reaktionsgefäße (1,5 ml) mit Aluminiumfolie 

umwickelt. 
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 Bestimmung der Chlorophyllkonzentration 
 
Zur Bestimmung der Chlorophyllkonzentration wurden drei Ansätze mit 995 µl 80 %igen 

Aceton und 5 µl Chloroplastensuspension vorbereitet, gründlich gemischt und 5 min bei RT 

inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze 5 min bei 13.000 rpm bei RT zentrifugiert 

(Heraeus Biofuge Fresco, Thermo Fisher Scientific, St. Leon Roth). Der Überstand aller Ansätze 

wurde in Polystyrol-Küvetten (Serva, Heidelberg) überführt und jeweils die Absorption bei 

663 nm bzw. bei 645 nm gemessen (Photometer: SHIMADZU UV-1602). Für jede Wellenlänge 

wurden Mittelwerte der Messdaten bestimmt und zur Berechnung der 

Chlorophyllkonzentration in die Gleichung von Arnon (1949) eingesetzt: cChl [µg/µl] = (20,2 x 

A645 + 8,02 x A663 ) / 5 

 
 In organello-Transportversuche 

 
Folgende Puffer/Lösungen wurden zusätzlich benötigt: 

 Zusammensetzung Mengenangabe 

HM-Puffer HEPES/KOH (pH 8,0) 

MgCl2 

          10 mM 

            5 mM 

HME-Puffer 1 x HM-Puffer 

EDTA 

      

          10 mM 

SRME-Puffer 5 x SRM-Puffer 

EDTA 

          20 % (v/v) 

          10 mM 

Thermolysin-Lösung Thermolysin 

CaCl2 

            2 mg/ml 

          25 mM 

Transportansatz Chloroplasten in 1 x SRM-Puffer 

5 x SRM-Puffer 

H2Obidest 

Mg2+-ATP (100 mM) 

Methionin (250 mM) 

MgCl2 (1 M) 

in vitro-Translation 

gesamt 

        100 µg 

            x µl 

            y µl 

      12,0 µl 

      24,0 µl 

        3,0 µl 

      25,0 µl 

       300 µl 

Für den Standardansatz wurden die Volumina für x und y so gewählt, dass insgesamt eine 

Konzentration von 1 x SRM-Puffer eingestellt war. Dabei wurden die Chloroplasten als letzte 
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Komponente hinzugegeben. Das Pipettieren intakter Chloroplasten wurde mit 

abgeschnittenen Spitzen durchgeführt.  

Die Ansätze wurden für 20 min bei 25 °C im belichteten Wasserbad mit einer Lichtintensität 

von 20 µE inkubiert. Danach wurden die Ansätze zum Abstoppen der Transportreaktion mit 

500 μl eiskaltem 1 x SRM-Puffer versetzt und 3 min bei 4 °C und 6.000 rpm (Heraeus Biofuge 

Fresco; Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth) zentrifugiert. Die Chloroplasten wurden in 

600 μl 1 x SRM-Puffer resuspendiert, wobei 75 μl als Chl (-)-Fraktion abgenommen, 

sedimentiert und in 50 μl 2 x Laemmli-Probenpuffer resuspendiert wurden. Die verbleibenden 

525 μl wurden mit 52,5 μl Thermolysin-Lösung versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von 600 μl 1 x SRME-Puffer abgestoppt. Die Chloroplasten 

wurden sedimentiert (3 min bei 4 °C und 6.000 rpm), in 600 μl 1 x SRME-Puffer resuspendiert 

und über 1 ml eines 35 %igen Percollkissens geschichtet. Die Proben wurden 8 min bei 4 °C 

und 8.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Überstand sorgfältig abpipettiert (Trümmer) 

und verworfen. Es wurde ausschließlich mit den im Pellet befindlichen intakten Chloroplasten 

weitergearbeitet. Diese wurden erneut in 600 μl 1 x SRME-Puffer resuspendiert, wovon 86 μl 

als Chl (+)-Fraktion abgenommen, sedimentiert (3 min, 4 °C, 6.000 rpm) und in 50 µl 

2 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen wurden. Die verbleibenden 514 μl wurden 

zentrifugiert (3 min, 4 °C, 6.000 rpm), zur osmotischen Lyse der Chloroplasten in 150 μl HME-

Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die lysierten Chloroplasten wurden 4 min 

bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Das im Überstand befindlichen Stromas wurde 

ultrazentrifugiert (20 min, 4 °C, 55.000 rpm, Rotor: MLA 80, Beckmann Coulter, Krefeld). 

Anschließend wurden 25 µl des Überstands mit 7 μl 4 x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Die 

im Pellet enthaltenen Thylakoide wurden mit 600 μl HM-Puffer gewaschen (4 min bei 4 °C und 

10.000 rpm) und anschließend in 600 μl HM-Puffer resuspendiert. Davon wurden 100 μl als 

Thy (-)-Fraktion abgenommen, sedimentiert (4 min bei 4 °C und 10.000 rpm) und in 50 μl 

2 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Ebenfalls 100 μl (Thy (+)-Fraktion) wurden mit 10 μl 

Thermolysin-Lösung versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion 

durch Zugabe von 100 μl HME-Puffer wurden die Thylakoide sedimentiert (4 min bei 4 °C und 

10.000 rpm) und in 50 μl 2 x SDS-Laemmli-Probenpuffer resuspendiert. Die verbleibenden 

400 µl der Thylakoidsuspension wurden für die Blue Native-PAGE-Analyse aufgearbeitet 

(siehe Kapitel 2.2.3.8). Schließlich wurden alle Proben für SDS-PAGE-Analysen 5 min bei 95 °C 

denaturiert und stöchiometrische Mengen entsprechend 6 μg Chlorophyll aufgetrennt.  
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 Präparation von Thylakoiden 
 
Zur Isolierung von Thylakoiden wurden frisch präparierte Chloroplasten entsprechend einer 

Chlorophyllkonzentration von 0,75 µg/µl in HM-Puffer aufgenommen, so dass die finale 

Chlorophyllkonzentration bei 0,75 µg/µl lag. Die osmotische Lyse der Chloroplasten wurde 

10 min auf Eis durchgeführt. Die lysierten Chloroplasten wurden zweimal mit HM-Puffer 

gewaschen. Die Zentrifugationen erfolgte 5 min bei 10.000 rpm (Heraeus Biofuge Fresco; 

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth). Die Thylakoide, die in in thylakoido-

Transportversuchen eingesetzt wurden, wurden final auf eine Chlorophyllkonzentration von 

0,75 µg/µl eingestellt.  

 

 Inhibierung des Tat-Transports durch Antikörperbehandlung der Thylakoide 
 
Ein benötigtes Volumen der Thylakoidsuspension wurde für die Blockierung der TatA- oder 

TatB-Funktion mit dem jeweiligen Antikörper versetzt (anti-TatA-Antikörper (A. thaliana): 0,25 

Volumen; anti-TatB-Antikörper (P. sativum): 0,5 Volumen). Der Ansatz wurde 45 min auf Eis 

inkubiert. Im Anschluss wurden die Thylakoide 4 min bei 4 °C und 10.000 rpm sedimentiert 

(Heraeus Biofuge Fresco, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth), zweimal mit HM-Puffer 

gewaschen (Aufnahme des Pellets in HM-Puffer und anschließende Zentrifugation bei 4°C, 

4 min und 10.000 rpm) und schließlich in HM-Puffer zu einer Ausgangskonzentration von 0,75 

µg Chlorophyll/µl resuspendiert. 

 

 In thylakoido-Transportversuche 
 

In thylakoido-Transportansätze wurden jeweils in einem Volumen von 50 µl angesetzt. Hierzu 

wurden 40 µl Thylakoidsuspension (Konzentration: 0,75 µg Chlorophyll/µl) bei 10.000 rpm 

(Heraeus Biofuge Fresco; Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth) 5 min sedimentiert, in 45 µl 

HM-Puffer aufgenommen und mit 5 µl in vitro-Translation eines Tat-Substrats versetzt. Die 

Transportansätze wurden für eine bestimmte Zeit im temperierten Wasserbad (25 °C) bei 

einer Lichtintensität von 20 µE inkubiert. Unmittelbar nach der Transportreaktion wurden die 

Proben mit 50 µl HM-Puffer versetzt und 4 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Das 

Sediment wurde mit 170 µl HM-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und anschließend in 

200 µl HM-Puffer resuspendiert. Dann wurden 100 µl mit 10 µl Thermolysin-Lösung (+) 
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versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Proteasebehandlung wurde durch die Zugabe von 

100 µl HME-Puffer gestoppt. Die proteasebehandelte (+) und die verbleibende unbehandelte 

Fraktion (-) wurden 4 min bei 4 °C und 10.000 rpm sedimentiert und in jeweils 50 µl 2 x 

Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Abschließend wurden sämtliche Proben 5 min bei 

95 °C denaturiert und je 25 µl (entsprechend einer Chlorophyllkonzentration von 7,5 µg) auf 

ein SDS-PAA-Gradientengel geladen. 

 

 Rekonstitution des Tat-Transports durch Zugabe von TatA- oder TatB-Varianten.  
 
Für einen Rekonstitutionsansatz wurden 40 µl einer Thylakoidsuspension (entsprechend 

30 µg Chlorophyll) verwendet, die mit TatA- oder TatB-spezifischem Antikörper behandelt 

wurde (siehe Kapitel 2.1.17). Die Thylakoidsuspension wurde 4 min bei 10.000 rpm und 4 °C 

sedimentiert (Heraeus Biofuge Fresco; Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth) und 

anschließend in HM-Puffer oder einer Tat-Proteinlösung resuspendiert. Tat-Proteinvarianten 

wurden entweder nach heterologer Synthese und Reinigung oder nach Synthese mittels RTS 

eingesetzt. Gereinigte Proteine wurden vor Verwendung dialysiert (siehe Kapitel 2.2.2.12). 

 

 Solubilisierung von Proteinkomplexen aus Thylakoidmembranen 
 
Folgende Puffer/Lösungen wurden zusätzlich benötigt: 

 Zusammensetzung Mengenangabe 

Lysepuffer ε-Aminocapronsäure              1 M 

 Bis-Tris 

EDTA 

DTT 

MgCl2 

       50 mM 

         5 mM 

         1 mM 

      0,5 mM 

Digitonin-Lösung Digitonin in H2Obidest    5 % (w/v) 

Blue Native-Probenpuffer Coomassie G250 in ε-Aminocapronsäure    5 % (w/v) 

 
Nach erfolgtem in thylakoido- bzw. in organello-Transportversuch wurden unbehandelte 

Thylakoide (entsprechend 30 oder 50 µg Chlorophyll) 4 min bei 10.000 rpm zentrifugiert 

(Heraeus Biofuge Fresco; Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Roth) und in 170 µl (bzw. 400 µl 

bei 50 µg Chlorophyll) HM-Puffer aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 

Thylakoide in 200 µl (bzw. 400 µl bei 50 µg Chlorophyll) HM-Puffer aufgenommen. Diese 
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Suspensionen wurde erneut sedimentiert und danach in 15 µl Lysepuffer (bzw. 25 µl bei 50 µg 

Chlorophyll) und 7,5 µl (bzw. 12,5 µl bei 50 µg Chlorophyll) einer 5 %igen Digitonin-Lösung 

(finale Konzentration: 1,66 %) versetzt. Die Thylakoidmembranen wurden anschließend 1 h 

bei 4 °C auf einem Rotator solubilisiert. Im Folgenden wurden die Proben 30 min bei 

55.000 rpm ultrazentrifugiert (4 °C; Rotor: MLA-80, Beckman Coulter, Krefeld). Die 

Überstände wurde mit 1,5 μl Blue Native-Probenpuffer (5 % Coomassie G-250 (gelöst in ε-

Aminocapronsäure) versetzt und erneut 5 min bei 55.000 rpm ultrazentrifugiert. Der 

Überstand wurde auf ein 5 – 3,5 % PAA-Gradientengel aufgetragen und mittels Blue Native-

PAGE aufgetrennt (Schägger und von Jagow, 1991; Schägger et al.,1994). 

 

 Extraktion von Proteinen aus Thylakoidmembranen 
 
Zur Durchführung eines Extraktionsversuchs wurden je 200 µl einer Thylakoidsuspension 

(entsprechend 150 µg Chlorophyll) mit 25 µl in vitro Translation der Tat-Proteine TatA, TatBA 

(synthetisiert mit Wheat Germ Extract) und TatAB oder TatB (synthetisiert mit Rabbit 

Reticulocyte Lysate System) versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden 

anschließend 4 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert (Heraeus Biofuge Fresco; Thermo 

Fisher Scientific, St. Leon-Roth) und in 200 µl HM-Puffer aufgenommen. Nach Wiederholung 

dieses Waschschritts wurden 40 µl Thylakoidsuspensionen (entsprechend 30 µg Chlorophyll) 

einer Probe aliquotiert und erneut sedimentiert. Die Sedimente der Aliquots jeder Probe 

wurden in 50 µl HM-Puffer oder HM-Puffer mit 0,2 bzw. 0,6 M Natriumbromid, 1 M Harnstoff 

oder 0,1 M Na2CO3 aufgenommen. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden die 

Thylakoide 4 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert, wobei die abgenommenen 

Überstände zur Entfernung kontaminierender Thylakoide erneut 10 min bei 10.000 rpm 

zentrifugiert wurden. Danach wurden die Thylakoid-und Überstandfraktionen in Laemmli-

Probenpuffer (Endkonzentration: 1 x) aufgenommen und entsprechend 15 µg Chlorophyll auf 

10 – 17,5 %ige SDS-PAA Gele aufgetragen und via Autoradiographie visualisiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Funktionelle Rekonstitution von TatB in Erbsenthylakoiden  
 
 

 

In dieser Arbeit wurde TatB mit Hilfe von sogenannten in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen untersucht. Voraussetzung für diese geplanten 

Rekonstitutionsexperimente war die Verfügbarkeit spezifischer Antikörper. Zur Gewinnung 

TatB-spezifischer Antikörper wurde das DNA-Fragment, das für den löslichen Teil des TatB-

Proteins aus Pisum sativum codiert, in einen Expressionsvektor kloniert. Der lösliche Teil des 

Proteins entspricht TatB abzüglich der Transmembranhelix. Nach Synthese in E. coli wurde der 

lösliche Teil des TatB-Proteins, das im Folgenden als TatB-Antigen bezeichnet wird, gereinigt 

(siehe Abbildung 3.1 A). 

Die Klonierung, Überexpression und Reinigung des TatB-Antigens wurde von Norbert 

Ruthenberg im Rahmen einer wissenschaftlichen Hausarbeit (2014) durchgeführt. Der 

Reinigungsablauf ist in Abbildung 3.1 B dargestellt. Die Masse des TatB-Antigens wurde mittels 

Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) mit 17989,7 Da bestimmt, was der theoretischen 

Masse von 17993,6 Da entspricht. Das Protein weist ein apparentes Laufverhalten von 26 kDa 

auf (Abbildung 3.1 C SDS-PAGE). Das gefriergetrocknete TatB-Antigen wurde zur Produktion 

eines polyklonalen Antiserums verwendet (Innovagen, Lund). Die im Serum enthaltenen 

polyklonalen Antikörper wurden von Dr. Mario Jakob gereinigt und kamen in in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen zum Einsatz (siehe Kapitel 2.2.2.16).  
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Abbildung 3.1: Heterologe Synthese und Reinigung des TatB-Antigens. (A) Schematische Darstellung des TatB-
Antigens im Vergleich zu TatB. Nach heterologer Proteinsynthese in E. coli liegt ein Fusionsprotein ohne 
Transmembranhelix (TMH) vor, welches die amphipathische Helix (APH) und die C-terminale Region von TatB 
beinhaltet und über einen LysGlu-linker mit einem C-terminalen Hexahistidin-tag (tag) verknüpft ist. (B) Die 
Reinigung des Proteins erfolgt wie im Fließschema angeben: Nach Aufschluss der Zellen via French Press wurde 
das Protein mittels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie gereinigt. Das Eluat wurde einer 
Aceton-Fällung unterzogen und das resultierende Proteinpellet über eine präparative SDS-PAGE aufgetrennt. Mit 
Hilfe der nicht-fixierenden Zink-Imidazol-Färbung konnte das TatB-Antigen sichtbar gemacht, aus dem 
präparativen Gel ausgeschnitten und in einer anschließenden Elektroelution aus dem Gel extrahiert werden. 
Danach wurde das TatB-Antigen über RP-HPLC (reversed phase-Hochdruckflüssigkeitschromatografie) gereinigt, 
nach Zugabe von PBS (phosphate buffered saline) gefriergetrocknet und der Firma Innovagen (Lund) zur 
Produktion polyklonaler Antikörper zugesandt. Das über RP-HPLC gereinigte TatB-Antigen wurde mittels Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF MS) analysiert (theoretische Masse: 17993,6 Da; ermittelte Masse: 17993,7 Da). (C) 
Das gereinigte Protein wurde auf ein 15 % iges SDS-PAA-Gel aufgetragen, mittels Coomassie-Colloidal-Färbung 
visualisiert und weist ein apparentes Laufverhalten von 26 kDa auf. Weitere Informationen zur Proteinsynthese 
und Reinigung sind in Kapitel 2.2.2.3 f. angegeben. 
 

 
 

Die Analyse des Tat-Transports basiert auf einem etabliertem in vitro-Transportversuch, in 

welchem Thylakoide mit in vitro synthetisiertem und 35S-Methionin-markiertem Tat-Substrat 

inkubiert werden. Thylakoide, die für Rekonstitutionsreaktionen eingesetzt werden, werden 

nach Osmolyse der Chloroplasten zweimal gewaschen und danach mit TatB-spezifischen 

Antikörpern behandelt. Nach erneuter Durchführung von zwei Waschschritten werden die 

anti-TatB-behandelten Thylakoide mit TatB versetzt. So wird die Aktivität des intrinsischen 

Proteins innerhalb des Translokasekomplexes zunächst ausgeschaltet und durch Zugabe von 

TatB wiederhergestellt (siehe Abbildung 3.2 B).  
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Unbehandelte Thylakoide werden für Kontrollreaktionen eingesetzt und nach Lyse der 

Chloroplasten viermal gewaschen, um eine Vergleichbarkeit zu anti-TatB-behandelten 

Thylakoiden im Transportversuch zu gewährleisten (siehe Abbildung 3.2 A). 

 
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung von in thylakoido-Transportversuchen. (A) Frisch präparierte 
Chloroplasten werden lysiert (Osmolyse) und vor Durchführung des Transportversuchs vierfach mit HM-Puffer 
gewaschen (4 x W). (B) Nach Osmolyse der Chloroplasten werden die Thylakoidvesikel zweifach mit HM-Puffer 
gewaschen (2 x W) und im Anschluss mit TatB-spezifischem Antikörper (anti-TatB) 45 min auf Eis inkubiert. 
Danach werden die Thylakoide erneut zweimal gewaschen und mit TatB inkubiert. Zur Durchführung der 
Transportreaktion werden unbehandelte (A) und rekonstituierte Thylakoide (B) mit radioaktiv-markiertem Tat-
Substrat versetzt. Nach erfolgter Transportreaktion werden die Thylakoide erneut zweifach gewaschen und der 
halbe Reaktionsansatz mit Thermolysin behandelt. Die Proben werden auf SDS-PAA-Gele aufgetragen. Die 
Transportreaktionen werden mittels Autoradiographie visualisiert. Die Signalintensitäten des maturen Proteins 
in thermolysinbehandelten Proben werden mit Hilfe des Programms AIDA ermittelt und im Anschluss auf die 
unbehandelte Kontrollreaktion bezogen (Bestimmung der Transportraten). Weitere Details zum Versuchsablauf 
sind in Kapitel 2.2.3.6 f. angegeben. 
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Nach Zugabe von in vitro synthetisiertem und radioaktiv markiertem Tat-Substrat zu 

unbehandelten (Abbildung 3.2 A) bzw. behandelten Thylakoiden (Abbildung 3.2 B) werden die 

Transportansätze im belichteten Wasserbad bei 25 °C inkubiert. Durch die Belichtung wird der 

Protonengradient über die Thylakoidmembran, welcher für den Tat-Transport essentiell ist, 

aufrechterhalten. Der Transportprozess beinhaltet die durch die Tat-Translokase vermittelte 

Translokation eines Vorläuferproteins und dessen Prozessierung durch die thylakoidäre 

Prozessierungspeptidase (TPP) auf der trans-Seite der Thylakoidmembran. Um die 

erfolgreiche Translokation des Substrates zu verifizieren, werden Thylakoidproben nach 

erfolgter Transportreaktion geteilt, wobei eine Fraktion unbehandelt belassen wird, während 

die andere Fraktion mit Thermolysin behandelt wird. Die Proteasebehandlung führt zur 

Degradation des nicht translozierten Vorläuferproteins, lediglich das prozessierte (mature) 

Protein liegt proteasegeschützt im Lumen vor. Die unbehandelten bzw. mit Thermolysin 

behandelten Transportproben werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 

 

Der Nachweis des radioaktiv-markierten Tat-Substrats erfolgt via Autoradiographie. Zur 

Quantifizierung des Transports wird die Signalintensität des maturen Proteins 

thermolysinbehandelter Proben eines Transportansatzes geldensitometrisch ermittelt. 

Die in Abbildung 3.3 A und B dargestellten Autoradiogramme zeigen in thylakoido-

Rekonstitutionsversuche mit dem Tat-Substrat pOEC16. 

Hierbei handelt es sich um die 16 kDa-Untereinheit des Wasserspaltungsapparats, wobei das 

eingesetzte Vorläuferprotein pOEC16 (p) ein Laufverhalten von 26 kDa aufweist, was auf die 

Anwesenheit der stroma- und thylakoiddirigierenden Domäne (10 kDa) zurückzuführen ist 

(Abbildung 3.3 A und B, t Spuren). Wird pOEC16 unter Transportbedingungen 5 (Abbildung 

3.3 A) bzw. 10 min (Abbildung 3.3 B) mit unbehandelten Thylakoiden inkubiert (con), so 

entsteht ein Prozessierungsprodukt mit einer Größe von 16 kDa (- Spuren). Nach 

Proteasebehandlung zeigt sich, dass das Prozessierungsprodukt proteaseresistent ist, 

während das Vorläuferprotein degradiert wird (+ Spuren). Bei dem entstandenen 

Prozessierungsprodukt handelt es sich um matures OEC16 (m), das in das Thlakoidlumen 

transportiert wurde. Wenn Thylakoide vor der Transportreaktion mit TatB-spezifischen 

Antikörpern behandelt wurden, ist keine Akkumulation von mOEC16 erkennbar, pOEC16 wird 

also nicht transportiert (Abbildung 3.3 A und B, HM Spuren). Werden anti-TatB-behandelte 

Thylakoide mit einer Leerkontrolle des RTS-Translationssystems (RTS) versetzt, bleibt der Tat-
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Transport vollständig inhibiert. Wenn das mittels RTS-Translationssystem synthetisierte TatB 

zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden hinzugegeben wird, wird pOEC16 transportiert, was 

sich am Auftreten des maturen Proteins zeigt (Abbildung 3.3 A und B, TatB Spuren).  

 

Abbildung 3.3: Rekonstitution des 
Tat-Transports mit in vitro 
synthetisiertem TatB. 5 µl des 
mittels Rabbit Reticulocyte Lysate 
System in vitro synthetisierten und 
mit 35S-Met radioaktiv markierten 
Tat-Substrates pOEC16 wurden zu 
unbehandelten (con) oder mit 
TatB-spezifischem Antikörper 
behandelten (HM) Thylakoiden 
(30 µg Chlorophyll) gegeben. Für 
die Rekonstitution wurden 
antikörperbehandelte Thylakoide 
zuvor 15 min mit in vitro 
synthetisiertem TatB, Antigen oder 
einer Leervektorkontrolle des zur 
Synthese genutzten RT-Systems 
(RTS; Rapid Translation System) 
behandelt (Volumina in (A) 
oberhalb angegeben, in (B) jeweils 
5 µl). Für (A) waren TatB- und 
Antigen mit 35S-Met markiert 

(möglich durch Aminosäure-austausch V245M, siehe Kapitel 2.1.13.2). Nach 5- (A) bzw. 10-minütiger (B) 
Transportreaktion bei 25 °C und 20 µE Licht wurden die Thylakoide mit eiskaltem HM-Puffer 
(10 mM HEPES/KOH pH 8, 5 mM MgCl2) versetzt und noch zweimal damit gewaschen. Die Hälfte des 
Probenvolumens wurde 30 min auf Eis mit Thermolysin (200 µg/ml, + Spuren) inkubiert (unbehandelter Rest: 
- Spuren). Von jeder Probe wurde eine Menge entsprechend 7,5 µg Chlorophyll für SDS-Gelelektrophorese 
eingesetzt (10 – 17,5 % Vernetzung) und mittels Autoradiographie visualisiert. In den Spuren t wurde je 1 µl der 
in vitro-Syntheseansätze aufgetragen. Die Positionen des pOEC16-Vorläuferproteins (p) und der maturen Form 
OEC16 (m) sind markiert. Die Massen (kDa) der Größenstandards sind links angegeben. Die Lücke im 
Autoradiogramm zeigt an, dass bestimmte Bereiche desselben Autoradiogramms zusammengeschnitten 
wurden. Die Signalintensitäten für matures OEC16 (m) wurden auf die Kontrollreaktion bezogen (rel. con (%)). 
Die m-Intensitäten für nur anti-TatB-behandelte Proben (HM) wurden als Hintergrundniveau von allen Proben 
abgezogen. Die Quantifizierung erfolgte mit AIDA Image Analyzer 5.0 (Raytest, Straubenhardt). Weitere 
Informationen zu in thylakoido-Transportversuchen sind in Kapitel 2.2.3.6 angegeben. 
 

Allerdings ist die Menge des akkumulierten Proteins deutlich geringer als in den 

Kontrollreaktionen unbehandelter Thylakoide (Abbildung 3.3 A und B, siehe Spuren con und 

TatB). Um die Transportraten der Rekonstitutionsreaktionen in Abbildung 3.3 A und B zu 

vergleichen, wurden jeweils die Signale des maturen Proteins in jeder Thermolysin-

behandelten Fraktion quantifiziert und der für die unbehandelte Kontrollreaktion gemessene 

Wert als Referenz gesetzt (rel. con). Die Quantifizierungen ergeben, dass weder eine 

Erhöhung der TatB-Probenmenge von 5 µl auf 15 µl (Abbildung 3.3 A) noch eine Verdopplung 

der Transportzeit (Abbildung 3.3 B) zu einer Steigerung des Transportrekonstitution führen. 
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Um zu analysieren, ob extern zugegebenes TatB eine funktionelle Rekonstitution des Tat-

Transports bewirkt, wird das TatB-Antigen als Negativkontrolle eingesetzt (Abbildung 3.3 A). 

Da das TatB-Antigen aufgrund des fehlenden Membranankers nicht in membranständige 

TatBC-Komplexe integrieren kann, wird keine Funktion im Translokationsprozess erwartet. 

Nach Zugabe des TatB-Antigens zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden ist tatsächlich keine 

Akkumulation von mOEC16 erkennbar, der Transport bleibt inhibiert. So legen die gezeigten 

Transportversuche nahe, dass der Tat-Transport mit löslichem TatB funktionell rekonstituiert 

wird. 

 
 

Nach der erfolgreich nachgewiesenen TatB-vermittelten Rekonstitution des Tat-Transportes 

sollte u. a. der für die Rekonstitution notwendige TatB-Bedarf ermittelt werden. Da die 

Proteinausbeute in vitro synthetisierter Proteine mittels Rapid Translation System variiert und 

außerdem nicht quantifizierbar ist, wurde TatB aus P. sativum in E. coli synthetisiert und 

gereinigt (Abbildung 3.4 A, C und D).  

In diesem Kapitel werden außerdem weitere Proteine vorgestellt, die im Rahmen der Arbeit 

in E. coli synthetisiert, gereinigt und charakterisiert wurden (siehe Abbildung 3.4 A, B, C und 

D). Hierbei handelt es sich um TatA- und TatB-Varianten aus Pisum sativum (P.s) und 

Arabidopsis thaliana (A.th). Zusätzlich zu den authentischen TatA- und TatB-Proteinen beider 

Spezies wurden Proteine mit Aminosäureaustausch in der TMH (TatB,E10C; TatB,E10A; 

TatA,E10C) und mit C-terminaler Verkürzung (TatB-core) erstellt. Basierend auf den 

Proteinsequenzen aus P. sativum wurden außerdem chimäre TatAB-Konstrukte (TatAB, 

TatBA) generiert: Bei TatAB handelt es sich um TatB, welches die TMH von TatA aufweist. TatA, 

das anstelle der authentischen TMH jene von TatB beinhaltet, wird als TatBA bezeichnet.  

Alle Proteine, mit Ausnahme des TatB-Antigens (siehe Abbildung 3.1), wurden als 

Fusionsproteine mit einem N-terminalen His/S-tag (tag 1) synthetisiert (Abbildung 3.4 A und 

B). Diese tag-Region wurde nach durchgeführter Ni2+-Affinitätschromatographie mittels 

Bromcyanspaltung entfernt. Die Spaltprodukte wurden gefriergetrocknet und analog zu 

Abbildung 3.1 einer präparativen SDS-PAGE unterzogen, nach Zink-Imidazol-Färbung 

elektroeluiert und über RP-HPLC final gereinigt. Die Massen aller Proteine wurden mittels 

Massenspektrometrie (MALDI-TOF) überprüft und entsprechen den theoretischen 

Berechnungen. Vergleichbare Mengen aller gereinigten Proteine wurden via SDS-PAGE 
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aufgetrennt und einer Coomassie-Colloidal-Färbung unterzogen. Alle Proteine zeigen im 

Vergleich zu den ermittelten Massen ein erhöhtes apparentes Laufverhalten. Dieses 

Phänomen wurde bereits für TatA und TatB beschrieben (Mori und Cline, 2001; Jakob et al., 

2009). Des Weiteren auffällig ist, dass für TatB-core aus A. thaliana Aggregate beobachtet 

werden können (Abbildung 3.4 D, Spur 6, *).  

 
Abbildung 3.4: Heterologe Synthese und Reinigung verschiedener TatA- und TatB-Varianten. (A und B) 
Schematische Darstellung aller in der Arbeit verwendeten Konstrukte. (A) Nach Synthese in E. coli liegen - mit 
Ausnahme des Antigens - Fusionsproteine aus P sativum (P.s) oder A. thaliana (A.th) vor, die mit einen N-
terminalen His/S-tag (tag 1) versehen sind. Bei TatB,E10C bzw. E10A handelt es sich um TatB-Varianten mit 
Aminosäureaustausch in der TMH. Wie authentisches TatB beinhalten die Proteine Transmembranhelix (TMH), 
amphipathische Helix (APH) und C-terminale Region (C-terminale Region) von TatB. Bei TatB-core handelt es sich 
um C-terminal verkürztes TatB. TatAB weist die TMH von TatA auf. Das in Abbildung 3.1 vorgestellte TatB-Antigen 
weist keine TMH auf und liegt mit C-terminalem Hexahistidin-tag (tag 2) vor. (B) TatA und TatA,E10C weisen die 
Transmembranhelix (TMH), amphipathische Helix (APH) und C-terminale Region (C-terminale Region) von TatA 
auf. TatBA beinhaltet die TMH von TatB. In Anhang 19 sind Aminosäuresequenzen ausgewählter Tat-Proteine 
dargestellt. (C) Nach Synthese erfolgte die Reinigung der Proteine wie im Fließschema angeben. Im Unterschied 
zur Reinigung des TatB-Antigens wurde die N-terminale tag-Region der Fusionsprotein mittels Bromcyan 
abgespalten. Die über RP-HPLC (reversed phase) gereinigten Proteine wurden via Massenspektrometrie (MALDI-
TOF MS) analysiert. Zur Anwendung im in thylakoido-Rekonstitutionsversuch wurden die Proteine mittels Dialyse 
in HM-Puffer (pH 8) überführt. Das HPLC-Elutionsprofil und Massenspektrum sind hier exemplarisch für TatB aus 
P. sativum dargestellt (theoretische Masse: 18921,91 Da; ermittelte Masse: 18921,4 Da). (D) 0,25 µg der 
gereinigten Proteine wurden auf ein 15 %iges SDS-PAA-Gel aufgetragen und mit Coomassie-Colloidal-
Färbelösung angefärbt. Die Auftragungsreihenfolge der Proben (1-12) ist in A und B angegeben (1: TatB aus 
P. sativum, 2: TatB aus A. thaliana usw.) Für TatB-core aus A. thaliana sind Aggregate erkennbar (*). Weitere 
Informationen zur Proteinsynthese und Reinigung sind in Kapitel 2.2.2.3 f. angegeben.  



  3 ERGEBNISSE 
 

 56 

Bevor die nach RP-HPLC in einem Acetonitril-Wasser-Gemisch (+ 0,01 % TFA, pH 3) 

vorliegenden Proteine in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen eingesetzt werden konnten, 

war es erforderlich diese mittels Dialyse in physiologischen HM-Puffer (pH 8) zu überführen. 

 
 

 

In den folgenden in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen wurde erstmals heterolog 

synthetisiertes und gereinigtes TatB eingesetzt. Neben pOEC16 wurden außerdem pOEC23 

(Vorläuferprotein der 23 kDa-Untereinheit des Wasserspaltungsapparats) sowie das chimäre 

Substrat 16/23, bestehend aus dem zusammengesetzten Transitpeptid von pOEC16 und dem 

maturen Teil von pOEC23, verwendet.  

Wenn pOEC16 unter mit unbehandelten Thylakoiden inkubiert wird, ist die Akkumulation des 

proteaseresistenten Prozessierungsprodukts mOEC16 erkennbar, das Substrat wird also 

transportiert (Abbildung 3.5 A, con +).  

 
Abbildung 3.5: Rekonstitution des Tat-Transports mit gereinigtem TatB. Unbehandelte (con) oder mit TatB-
spezifischem Antikörper behandelte Thylakoide (HM), entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit 5 µl (A) 
pOEC16, (B) 16/23 oder (C) pOEC23 versetzt. Im Rekonstitutionsversuch wurden anti-TatB behandelte 
Thylakoide vor Zugabe des jeweiligen Vorläuferproteins 15 min mit 1 µM TatB oder 1 µM TatB-Antigen (Ag) auf 
Eis vorinkubiert. Die Transportzeit betrug 10 min. Die Signalintensitäten für (A) mOEC16, (B) Ti-2 + mOEC23 und 
(C) mOEC23 wurden auf die unbehandelten Kontrollreaktionen bezogen (rel. con (%)) und sind unterhalb des 
unterteilten Autoradiogramms angegeben. Die für die HM-Kontrolle gemessenen Signalintensitäten (-) wurden 
als Hintergrundlevel angenommen und von allen Rekonstitutionsproben abgezogen. Weitere Details zum in in 
thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  

 
Bei Verwendung von anti-TatB-behandelten Thylakoiden ist mOEC16 nicht sichtbar, der 

Transport ist inhibiert (HM). Wird TatB hinzugegeben, tritt das Prozessierungsprodukt 

mOEC16 auf, der Transport ist wiederhergestellt. Allerdings ist die Signalintensität des 

maturen Proteins geringer als jene der Kontrollreaktion unbehandelter Thylakoide (siehe TatB 

und con). Die Quantifizierung des reifen Proteins (TatB +) ergibt, dass der Tat-Transport von 
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pOEC16 durch TatB-Zugabe zu 15 % rekonstituiert werden kann. Wenn das TatB-Antigen mit 

anti-TatB-behandelten Thylakoiden inkubiert wird, erfolgt wiederum analog zu Abbildung 

3.3 A keine Rekonstitution des Tat-Transports (Ag). 

Da 16/23 im Vergleich zu den authentischen Tat-Substraten ein retardiertes 

Transportverhalten aufzeigt, lassen sich Translokationsintermediate nachweisen 

(siehe Abbildung 3.5 B, con +). Während in der proteaseunbehandelten Fraktion (con -) das 

Vorläuferprotein (p; 27 kDa) und das mature Protein (m; 23 kDa) detektiert werden können, 

können nach Proteasebehandlung (con +) zwei zusätzliche Banden identifiziert werden. Diese 

Banden repräsentieren Abbauprodukte der Translokationsintermediate 1 und 2 (Ti-1; Ti-2). 

Beim Ti-1 liegen der N- und C-Terminus noch stromal exponiert vor, das resultierende 

Degradationsprodukt weist eine Größe von 14 kDa auf. Für Ti-2 liegt der N-Terminus stromal 

vor, der C-terminale Teil wurde bereits ins Lumen transloziert, aber das Protein wurde noch 

nicht prozessiert (Hou et al., 2006). Das proteasegeschützte Intermediat migriert auf Höhe 

von 26 kDa.  

Wird 16/23 zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden hinzugegeben, können Ti-2 und mOEC23 

nicht detektiert werden, lediglich das nicht translozierte Ti-1 akkumuliert (con +). Der Tat-

Transport von 16/23 ist inhibiert. Wenn TatB mit anti-TatB-behandelten Thylakoiden inkubiert 

wird, lässt sich eine Rekonstitution des Tat-Transports von 16/23 nachweisen (TatB +). 

Obwohl das mature Protein kaum sichtbar ist, kann Ti-2 zuverlässig quantifiziert werden. Die 

Rekonstitution des Transports liegt im Vergleich zur unbehandelten Kontrollreaktion (con) bei 

8 % (Abbildung 3.5 B; con + und TatB +; rel. Transportrate = Ti-2 + m). Wird anstelle von TatB 

das TatB-Antigen eingesetzt, erfolgt hingegen keine Transportrekonstitution.  

Wird pOEC23 mit unbehandelten Thylakoiden versetzt, kann neben dem Vorläuferprotein (p, 

30 kDa) das proteasestabile Prozessierungsprodukt mOEC23, das ein Laufverhalten von 

23 kDa aufzeigt, nachgewiesen werden. Bei Verwendung von antikörperbehandelten 

Thylakoiden ist das mature Protein wiederum nicht nachweisbar, es findet kein Transport 

statt. Nach TatB-vermittelter Transportrekonstitution wird eine relative Transportrate von 8 % 

erreicht (Abbildung 3.5 C, con +), welche mit der Rekonstitution des Tat-Transports von 16/23 

vergleichbar ist (Abbildung 3.5 B, con +). Die Anwendung des TatB-Antigens führt wiederum 

nicht zur Akkumulation des reifen Proteins (Ag). 

Zusammenfassend lässt sich formulieren, dass gereinigtes TatB zur Rekonstitution des Tat-

Transports befähigt ist, während nach Zugabe des TatB-Antigens kein Tat-Transport 
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nachgewiesen werden kann. Die Transportrate, die nach TatB-vermittelter Rekonstitution 

erreicht wird, ist stets geringer als jene der unbehandelten Kontrollreaktionen. Um einen 

zeitabhängigen Assemblierungsschritt des TatB-Proteins als Ursache auszuschließen, wurde 

analysiert, ob die Dauer der Vorinkubation der Thylakoide mit TatB einen Einfluss auf die 

Rekonstitution des Transports hat (Anhang 10). Im Zeitraum von 0 - 20 min konnten keine 

signifikanten Unterschiede der Transportraten nach TatB-Rekonstitution festgestellt werden. 

Dennoch wurden die zu untersuchenden Proteine vor jedem Transportversuch 5 min mit 

Thylakoiden vorinkubiert.  

Da mit pOEC16 in Abbildung 3.5 A generell die höchste Transportrate nach TatB-vermittelter 

Rekonstitution beobachtet wurde, wurde dieses Substrat in allen weiteren in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen verwendet.  
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Mit Hilfe einer Western Blot-Analyse konnte bestätigt werden, dass extern zugegebenes TatB 

eine funktionelle Rolle in der Transportrekonstitution spielt. Zugegebenes TatB verursacht 

keine quantitative Ablösung des TatB-spezifischen Antikörpers vom intrinsischen Protein, die 

ebenfalls zu einer Wiederherstellung des Tat-Transports führen würde. Die zu 

untersuchenden möglichen Mechanismen der TatB-Rekonstitution sind in Abbildung 3.6 

dargestellt.  

 

 
Abbildung 3.6: Mögliche Mechanismen 
der TatB-vermittelten Rekonstitution 
des Tat-Transports. Könnte neben der 
funktionellen Rekonstitution von TatB 
(A), auch die Ablösung des Antikörpers 
vom intrinsischen Protein (B) zu einer 
Wiederherstellung des Tat-Transports 
führen? Möglichkeit (B) wurde mit Hilfe 
des in Abbildung 3.7 dargestellten 
Versuchs analysiert. Zugegebenes TatB 
ist in gelb dargestellt. * Die vollständige 
modellhafte Darstellung des 
Translokationsprozesses ist in Abbildung 
1.4 dargestellt. Die in (A) gezeigte 
funktionelle Rekonstitution des Tat-
Transports basiert auf der Annahme, 
dass TatB in partiell assemblierte bzw. in 
de novo assemblierte TatBC-
Rezeptorkomplexe mit freiem TatC 
integriert. Des Weiteren ist denkbar, 
dass ein Austausch zwischen 
zugegebenem TatB und antikörper-
gebundenem intrinsischem TatB erfolgt. 
Für weitere Details, siehe Kapitel 4.1. 
 
 
 
 

 
Um die potentielle Freisetzung der TatB-spezifischen Antikörper zu analysieren, wurde ein zu 

Abbildung 3.14 analoger in thylakoido-Rekonstitutionsversuch durchgeführt.  

Unbehandelte und anti-TatB-behandelte Thylakoide, die jeweils mit HM-Puffer oder mit 

gereinigtem TatB bzw. TatB-Antigen inkubiert und einer Transportreaktion mit pOEC16 

unterzogen wurden, wurden sedimentiert. Stöchiometrische Mengen der Thylakoide (Pellets) 

und Überstände wurden nach SDS-PAGE und Western Blotting mittels enhanced 
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chemiluminescence auf die Präsenz des TatB-spezifischen Antikörpers analysiert (siehe 

Abbildung 3.7 ).  

Dazu wurde ausschließlich der sekundäre, horseraddish-Peroxidase-konjugierte Antikörper 

verwendet. Dieser Antikörper detektiert die schwere Kette des TatB-spezifischen Antikörpers, 

welche bei ca. 55 kDa migriert. In Abbildung 3.7 A ist zu erkennen, dass das Thylakoidmaterial 

aller Proben, die mit TatB-spezifischem Antikörper behandelt wurden, auch nach 

Transportreaktion noch mit diesem beladen ist. Bei Betrachtung der Überstände wird 

deutlich, dass die Freisetzung des Antikörpers für Thylakoide, die mit HM-Puffer bzw. mit TatB 

inkubiert wurden, in ähnlichem Maße mit bis zu 30 % erfolgte (Abbildung 3.7 B). 

Interessanterweise führte das TatB-Antigen aber zu einer 50 %igen Freisetzung des 

Antikörpers. 

Abbildung 3.7: Stabilität der TatB-Antikörperbindung an thylakoidäres TatB. Nach Durchführung eines zu 
Abbildung 3.14 vergleichbaren in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs wurden bestimmte Proben nach 
Transportreaktion auf die Anwesenheit des TatB-spezifischen Antikörpers untersucht. So wurden 
Transportansätze unbehandelter Thylakoide (con) bzw. anti-TatB-behandelter Thylakoide, die mit HM-Puffer 
(HM), 0,5 µM TatB (TatB) oder TatB-Antigen (Ag) behandelt wurden, 4 min bei 10.000 rpm (Heraeus Biofuge 
Fresco) zentrifugiert. Die pelletierten Thylakoide (A) und Überstände (B) wurden entsprechend 7,5 µg 
Chlorophyll über ein 15 %iges SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Um den TatB-
spezifischen Antikörper in beiden Fraktionen zu visualisieren, wurden die Membranen 1 h mit horseradish-
Peroxidase-konjugiertem anti-rabbit IgG inkubiert und über ECL (enhanced chemiluminescence) detektiert (A und 
B). Der Anteil der Thylakoid- und Pelletfraktionen an der Antikörpergesamtmenge jeder Probe ist in % 
angegeben. Weitere Informationen zur Western Blot-Analyse sind in Kapitel 2.2.2.17 angegeben. 

 
So kann formuliert werden, dass das TatB-Antigen zur höchsten Freisetzung des Antikörpers 

führt und dennoch nicht zur Wiederherstellung des Tat-Transports befähigt ist (siehe 

Abbildung 3.14). Folglich ist ausgeschlossen, dass die durch TatB-vermittelte Rekonstitution 

des Tat-Transports auf einer Reaktivierung des intrinsischen TatB-Proteins beruht.  
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3.2 Assemblierung von TatB in TatBC-Komplexe 
 

 
 
Da TatB Bestandteil des integralen TatBC-Rezeptorkomplexes ist (Berghöfer und Klösgen, 

1999; Jakob et al., 2009), ist anzunehmen, dass die TatB-vermittelte Transportrekonstitution 

auf einer funktionellen Assemblierung des Proteins in den heterooligomeren Komplex basiert.  

Fincher et al. (2003) zeigten, dass extern zugegebenes TatB spontan in die Thylakoidmembran 

integriert und in TatBC-Komplexe assembliert.  

Zur Visualisierung von TatBC-Komplexen, wurden Thylakoide mit in vitro synthetisiertem und 

radioaktiv-markiertem pOEC16 bzw. TatB inkubiert, wobei das TatB-Antigen als 

Negativkontrolle eingesetzt wurde. Anschließend wurden die Thylakoidmembranen der 

einzelnen Proben mit Hilfe des milden Detergens Digitonin solubilisert und mittels 

Blue Native-PAGE analysiert (Schägger und von Jagow, 1991; Abbildung 3.8).  

 

Abbildung 3.8: Blue Native-PAGE-Analyse von radioaktiv 
markierten TatBC-Rezeptorkomplexen. Isolierte Erbsen-
thylakoide wurden 5 min auf Eis mit je 5 µl pOEC16, TatB oder 
Antigen (in vitro-Synthese mittels Rabbit Reticulocyte Lysate 
System, 35S Methionin) inkubiert. Um eine radioaktive 
Markierung von TatB und TatB-Antigen zu ermöglichen, wurde 
zuvor Valin an Position 245 durch Methionin ersetzt (siehe 
Abbildung 3.3 A). Die Thylakoide wurden zweifach mit HM-Puffer 
gewaschen, die pelletierten Thylakoide wurden mit 1,7 % (w/v) 
Digitonin in Lysepuffer 45 min bei 4 °C auf einem Rotator 
solubilisiert und anschließend 20 min bei 160.000 x g 
zentrifugiert. Die Überstände wurden über 5 – 13,5 %ige 
Blue Native-PAA-Gradientengele (5 – 13,5 %) aufgetrennt und 
mittels Autoradiographie visualisiert. Im Gel (rechts, ungefärbt) 
sind die hochabundanten Proteinkomplexe der 
Thylakoidmembran, die als Größenstandard dienen, ersichtlich: 
Photosystem I (~700 kDa), ATP-Synthase (~640 kDa), 
Photosystem II (~480 kDa), Cytochrom b6f (~430 kDa) und 
Lichtsammelkomplexe (~280 kDa). Links ist das Autoradiogramm 
des Gels dargestellt. Die Positionen der TatBC-Komplexe, die 
entweder durch 16/23 oder durch TatB visualisiert werden, sind 
mit * markiert. Weitere Details zur Blue Native-PAGE sind in 
Kapitel 2.2.2.2 und 2.2.3.8 angegeben. 

 

Rechts im Bild ist das Blue Native-PAA-Gel, welches die hochabundanten Proteinkomplexe der 

Thylakoidmembran zeigt, abgebildet. Im Autoradiogramm des Gels können durch das Substrat 

markierte TatBC-Rezeptorkomplexe (pOEC16, *) visualisert werden. Substratmarkierte TatBC-

Komplexe wurden bereits durch Berghöfer und Klösgen (1999) bei Verwendung des Tat-

Substrats 16/23 mit einer apparenten Masse von 560 und 620 kDa nachgewiesen. Bei TatB-
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Zugabe sind ebenfalls zwei Komplexe von geringerer Größe im Vergleich zur Zugabe von 

pOEC16 ersichtlich. Der Größenunterschied lässt sich dadurch erklären, dass die Markierung 

der TatBC-Komplexe direkt durch TatB erfolgt. Die TatB-Signale (TatB, *) stellen also TatBC-

Rezeptorkomplexe ohne gebundenes Substrat dar und weisen somit ein geringeres 

Molekulargewicht auf (siehe auch Jakob et al., 2009). Zusätzlich können weitere 

hochmolekulare Komplexe zwischen 280 und 460 kDa und unterhalb von 280 kDa beobachtet 

werden. Bei ersteren könnte es sich um TatB handeln, welches aufgrund seiner spontanen 

Membraninsertion unspezifisch an den Cytochrom b6f-Komplex bzw. an 

Lichtsammelkomplexe assoziiert vorliegt. Der Komplex niedrigster Größe könnte oligomeres 

TatB darstellen (Ma et al.,2018). Wenn Thylakoidmembranen analysiert werden, die mit TatB-

Antigen (Ag) vesetzt wurden, ist keine Komplexbildung ersichtlich.  

So kann angenommen werden, dass die TatB-vermittelte Rekonstitution des Tat-Transports in 

Zusammenhang mit einer funktionellen Assemblierung von TatB in TatBC-Rezeptorkomplexe 

steht. 

 

 
 
Für in vitro synthetisiertes TatB, das erfolgreich in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen 

eingesetzt wurde, konnte bereits die Assemblierung in TatBC-Komplexe gezeigt werden 

(Fincher et al., 2003; siehe Abbildung 3.8).  

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob auch gereinigtes TatB in TatBC-Komplexen 

nachgewiesen werden kann. Ein spezifischer Nachweis des zugegebenen Proteins ist jedoch 

nicht mittels Immundetektion möglich: Wenn TatB-behandelte Thylakoide nach 

Solubilisierung der Thylakoidmembranen über Blue Native-PAGE aufgetrennt und nach 

Western Blot einer Immundetektion mit TatB-spezifischem Antikörper unterzogen werden, 

können intrinsisches und extern zugegebenes TatB nicht voneinander unterschieden werden 

(Anhang 6). Auch gereinigtes TatB, das einen C-terminalem Hexahistidin-tag aufweist, kann 

nicht mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung His-spezifischer Antikörper in TatBC-

Rezeptorkomplexen frisch präparierter Thylakoide immundetektiert werden (Anhang 7)..Dies 

könnte mit einer generell geringen Menge des markierten TatB-Proteins in TatBC-Komplexen 

zusammenhängen. Um die Assemblierung von heterolog synthetisiertem und gereinigtem 

TatB in TatBC-Komplexe schlussendlich nachzuweisen, wurde die heterologe Synthese des 

Proteins in Anwesenheit von 35S-Methionin durchgeführt.  
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Um die Synthese von TatB mit radioaktiver Markierung zu ermöglichen, wurde die 

Aminosäuresequenz am C-Terminus um einen Methioninrest erweitert (TatBM). Die im 

pET30a-Vektor vorliegende Sequenz, die für tag-TatBM (tag = His/S-TatB) kodiert, wurde 

mittels Transformation in E. coli-Zellen des Stammes BL21(DE3) eingebracht. Die heterologe 

Synthese und Reinigung erfolgte wie in Kapitel 2.2.2.4 und 2.2.2.6 angegeben. Nach 

Bromcyan-Spaltreaktion, die der Abtrennung der tag-Region diente, war die Proteinausbeute 

aber deutlich verringert (Anhang 8). Trotz Durchführung von Versuchen zur Optimierung der 

Spaltbedingungen konnte der Proteinverlust nicht verhindert bzw. verringert werden. Nach 

Inkubation von Thylakoiden mit TatBM konnte das radioaktiv markierte Protein nicht in TatBC-

Komplexen einer Blue Native-PAGE detektiert werden (Anhang 9). Möglicherweise reichte die 

nach der Reinigung verbleibende Menge des TatBM-Proteins nicht für eine Markierung der 

TatBC-Komplexe aus. 

 
 

 
Um die chemische Spaltung mittels Bromcyan zu umgehen, wurde das für TatBM kodierende 

DNA-Fragment in den pETSUMO-Vektor überführt (siehe Kapitel 2.1.13.2 und Anhang 5). Die 

N-terminal fusionierte tag-Region beinhaltet für einen Hexahistidin-tag und das SUMO-

Protein (small ubiquitin-related modifier) kodierende DNA-Fragmente. Die His/SUMO-tag-

Region kann mit Hilfe der hochspezifischen SUMO-Protease Ulp1 (Ubl-specific protease aus 

Saccharomyces cerevisiae), die die Tertiärstruktur des SUMO-Proteins erkennt, abgespalten 

werden.  

Vorerst wurde SUMO-TatBM (SUMO = His/SUMO-tag) in Abwesenheit von 35S-Methionin in 

E. coli synthetisiert. So sollte zu Beginn überprüft werden, ob SUMO-TatBM effizient 

synthetisiert wird und ob die His/SUMO-tag-Region mit Hilfe der Ulp1-Protease quantitativ 

entfernt werden kann. Die heterologe Synthese und Reinigung von SUMO-TatBM wird in 

Abbildung 3.9 mit jener von tag-TatB verglichen. 

Nach Proteinsynthese wurde SUMO-TatBM, welches ein apparentes Laufverhalten von 

ca.43 kDa aufweist (Abbildung 3.9 A: „heterologe Überexpression“,n.I,*; theoretisches 

Molekulargewicht: 33,4 kDa), unter denaturierenden Bedingungen aufgearbeitet und über 

Ni2+-Affinitätschromatographie gereinigt (vergleichbar zur Reinigung von tag-TatB). Vor 

Abspaltung der His/SUMO-tag-Region wurde das Eluat mittels Dialyse in Ulp1-Puffer (ohne 

DTT) überführt. Da eine hohe Salzkonzentration, Imidazol (> 300 mM) und 
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Guanidinhydrochlorid (> 100 mM) die Aktivität der Protease beeinträchtigen können, wurde 

die Protease Ulp1 erst nach ausreichender Dialysezeit in den Dialyseschlauch pipettiert 

(Malakhov et al., 2004). Nach Inkubation mit der Protease wurde der überwiegende Teil des 

Proteins gespalten (siehe Abbildung 3.9 A „Spaltung nach IMAC“, BM). Des Weiteren ist eine 

Proteinbande sichtbar, die bei 43 kDa migriert. Hierbei handelt es sich um ungespaltenes 

SUMO-TatBM und um Ulp1, welche ein vergleichbares apparentes Laufverhalten aufweist 

(siehe Abbildung 3.9 A „Spaltung nach IMAC“, SBM, U). 

 
Abbildung 3.9: Vergleich der heterologen Synthese von SUMO-TatBM und tag-TatB unter Nutzung des 
pETSUMO- und des pET30a-Systems mit anschließender Reinigung. (A) Das für TatBM kodierende DNA-
Fragment (TatB mit C-terminalem Methioninrest) wurde in pETSUMO überführt. Das nach Synthese vorliegende 
Fusionsprotein („Synthese“, v.I = vor Induktion, n.I = nach Induktion) beinhaltet einen N-terminalen His/SUMO-
tag und wird im Folgenden als SUMO-TatBM (SBM) bezeichnet. Im ersten Reinigungsschritt wird SUMO-TatBM 
mittels Ni2+-Affinitätschromatographie gereinigt. Elutionsfraktionen (E) der Reinigung werden im 
Dialyseverfahren einer Spaltreaktion mit der SUMO-Protease Ulp1 unterzogen („Spaltung nach IMAC“, IMAC: 
Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie), wobei SUMO-TatBM (SBM), TatBM (BM) und die 
abgespaltene tag-Region (S) im Gel sichtbar sind. Die SUMO-Protease Ulp1 (U) weist ein zu SUMO-TatBM 
vergleichbares Laufverhalten auf. Der Spaltansatz wurde präparativ aufgetrennt („präparative SDS-PAGE“), 
wobei TatBM mittels Elektroelution aus dem Gel herausgelöst wurde („Elektroelution“) und über RP-HPLC 
gereinigt wurde („RP-HPLC“, beispielhafte Darstellung eines Elutionsprofils). Nach Elution wurde TatBM einer 
Massenbestimmung mittels MALDI-TOF MS unterzogen (ermittelt: 19056,353 Da; theoretisch: 19053,10 Da). 
Zum Vergleich ist in (B) die Synthese von tag-TatB mittels des pET30a-Systems und anschließender Reinigung 
dargestellt (siehe auch Abbildung 3.4). Die N-terminale Region des nach Synthese vorliegenden Fusionsproteins 
beinhaltet einen His/S-tag. Das Fusionsprotein wird als tag-TatB (tB) bezeichnet. Im Gegensatz zu (A) erfolgte die 
Spaltung von tag-TatB mittels Bromcyan, welches C-terminal zu Methioninresten spaltet. Das Spaltprodukt TatB 
(bezeichnet als B) konnte ebenfalls mit Hilfe von MALDI-TOF MS nachgewiesen werden (ermittelt: 18921,4 Da; 
theoretisch: 18921,91 Da). Bei allen in (A) und (B) dargestellten Gelen handelt es sich um 15 %ige SDS-PAA-Gele. 
Die Färbung erfolgte mittels Coomassie-Colloidal-Färbelösung. Die präparativen Gele wurden einer Zink-
Imidazol-Färbung unterzogen. Die MALDI-TOF-MS-Analysen der Proteine wurden von verschiedenen Anbietern 
durchgeführt. 
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Um SUMO-TatBM, die entfernte His/SUMO-tag-Region, Ulp1 und andere kontaminierende 

Proteine zu entfernen, wurde der Spaltansatz anschließend via präparativer SDS-PAGE 

aufgetrennt, TatBM wurde folglich elektroeluiert und über RP-HPLC gereinigt. 

SUMO-TatBM hat im Vergleich zu tag-TatB eine höhere Molekülmasse, was die Trennung von 

Fusionsprotein und TatBM und somit das Ausschneiden von TatBM nach präparativer SDS-PAGE 

vereinfacht (siehe Abbildung 3.9 A und B, „Spaltung nach IMAC“, Spur „Spalt“: BM und B). 

Insgesamt betrachtet führen beide Expressions- und Reinigungsstrategien zur Anreicherung 

des reinen Zielproteins, wobei die Molekulargewichte von TatBM und TatB mittels MALDI-TOF 

MS bestätigt wurden.  

 

 
 
Im Folgenden wurde untersucht, ob TatBM, welches ausgehend vom pETSUMO-Vektor 

synthetisiert wurde, den Tat-Transport rekonstituieren kann. Dementsprechend wurde dieses 

Protein im in thylakoido-Rekonstitutionsversuch mit anti-TatB-behandelten Thylakoiden 

eingesetzt (Abbildung 3.10, TatBM (Ulp1)). Zum Vergleich wurde außerdem TatB verwendet, 

das nach Synthese über den pET30a-Vektor und nach Bromcyanspaltung vorlag (siehe 

Abbildung 3.10, TatB (BrCN)) und bereits in Rekonstitutionsversuchen eingesetzt wurde (siehe 

Abbildung 3.5).  

So wurden die Proteine TatB und TatBM in den Stoffmengenkonzentrationen 0,5 µM; 1,0 µM 

und 1,5 µM mit anti-TatB-behandelten Thylakoiden vorinkubiert. Die Transportreaktion von 

pOEC16 wurde 5 min durchgeführt (Abbildung 3.10). Dabei wurde nach Zugabe von TatB und 

TatBM eine vergleichbare Rekonstitution des Tat-Transports beobachtet, was sich aus den 

vergleichbaren Signalintensitäten von mOEC16 ableiten lässt. Die Quantifizierung der Signale 

ergab, dass die relativen Transportraten nach Rekonstitution bezogen auf die 

Transportkontrolle (con) bei 6 - 10 % lagen. Die Proteasespaltung von SUMO-TatBM sowie der 

zusätzliche Methioninrest haben somit keinen negativen Einfluss auf die Rekonstitution des 

Tat-Transports.  
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Abbildung 3.10: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter Thylakoide mit gereinigtem TatB 
und TatBM. Unbehandelte (con) oder mit TatB-spezifischem Antikörper behandelte Thylakoide (HM), 
entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit 5 µl pOEC16 versetzt. Anti-TatB behandelte Thylakoide wurden vor 
Zugabe von pOEC16 5 min mit 0,5; 1,0 und 1,5 µM TatB (BrCN) bzw. TatBM (Ulp1) auf Eis vorinkubiert. Die 
Transportreaktion wurde 5 min durchgeführt. TatB (BrCN) wurde mit Hilfe des pET30a-Systems (BrCN, His/S-tag 
abspaltbar mit Bromcyan), TatBM (Ulp1) unter Nutzung des pETSUMO-Systems (Ulp1, His/SUMO-tag abspaltbar 
durch SUMO-Protease Ulp1; Vergleich der Überexpression und Reinigung in Abbildung 3.9) synthetisiert und 
gereinigt. Weitere Details zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3  zu entnehmen.  

 

 
 
TatBM, das unter Nutzung des pETSUMO-Vektors synthetisiert wurde, ist zur Rekonstitution 

des Tat-Transports befähigt (Abbildung 3.10). Um nun festzustellen, ob TatBM in TatBC-

Komplexe assembliert, wurde SUMO-TatBM ausgehend vom pETSUMO-Vektor in Anwesenheit 

von 35S-Methionin synthetisiert. Da die Überexpression in einem kleineren Ansatz 

durchgeführt wurde, wurden die E. coli-Zellen aufgrund der einfacheren Handhabung mittels 

Ultraschall und nicht mittels French Press aufgeschlossen. Danach wurde das Lysat mit 

Guanidinhydrochlorid-Bindepuffer versetzt. Das radioaktiv synthetisierte Fusionsprotein 

SUMO-TatBM (Abbildung 3.11 A, n.I., 43 kDa), wurde über Ni2+-Affinitätschromatographie 

gereinigt. Die Elutionsfraktion (Abbildung 3.11 A, E) wurde einer Protease-Spaltung mit Ulp1 

unterzogen (siehe zum Vergleich auch Abbildung 3.9 A). Der Spaltansatz wurde 

aufkonzentriert und um potentiellen Proteinverlust zu minimieren, ohne Durchführung einer 

präparativen SDS-PAGE via RP-HLC aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.2.4 und 2.2.2.6). 

Aus dem Chromatogramm wird ersichtlich, dass der Spaltansatz in peaks eluiert, die 

Absorptionen im Bereich von 300 - 600 mAU (mili absorption units) aufweisen (siehe 

Abbildung 3.11 B, links). Es ist anzunehmen, dass die Proteinausbeute für eine Blue Native-

PAGE-Analyse proteinbehandelter Thylakoidmembranen ausreichend ist. Eine Überprüfung 

der Reinigungsfraktionen über SDS-PAGE und Autoradiographie zeigt, dass von 22 – 22,5 min 

hauptsächlich ungespaltenes SUMO-TatBM eluierte (siehe Abbildung 3.11 B, rechts, SBM). 
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Abbildung 3.11: Heterologe Synthese und Reinigung von radioaktiv markiertem SUMO-TatBM. (A) Nach 
heterologer Synthese in E. coli liegt TatBM als Fusionsprotein mit N-terminalem His/SUMO-tag vor, welches über 
IMAC gereinigt wird. Die Reinigungsfraktionen wurden über ein 15 %iges SDS-PAA-Gel aufgetrennt und via 
Autoradiographie visualisiert („n.I“: nach Induktion der Expression; „IB“: inclusion bodies vor Säule; „D“: 
Durchfluss; „W“: Waschung; „E“: Elution). Das Eluat (SBM: SUMO-TatBM; BM: TatBM; S: SUMO-tag) wird im Rahmen 
einer Dialyse einer Protease-Spaltung (+ Ulp1) unterzogen, aufkonzentriert und ohne vorherige präparative SDS-
PAGE über RP-HPLC gereinigt. In (B) ist ein Ausschnitt des Chromatogramms der RP-HPLC Reinigung dargestellt 
(mAU: mili absorption units, Detektionswellenlänge 220 nm). Die Fraktionierung der Proteinproben erfolgte in 
0,5 min-Schritten. 30 µl der einzelnen Reinigungsfraktionen wurden über 15 %ige SDS-PAA-Gele aufgetrennt und 
via Autoradiographie visualisiert. Weitere Informationen zur Synthese und Reinigung sind in Kapitel 2.2.2.4 und 
2.2.2.6 angegeben. 

 
Protein dieser Fraktion wird folgend als „SUMO-TatBM“ bezeichnet. In Fraktionen ab 22,5 min 

eluierten SUMO-TatBM (SBM) und gespaltenes TatBM (BM), diese Fraktionen werden dennoch 

„TatBM“ benannt. Die Elutionsfraktionen 22 und 22,5 min wurden zur Untersuchung der 

Assemblierung des Proteins in TatBC-Komplexe verwendet (siehe Abbildung 3.12).  

 

 
 
Die im Autoradiogramm der Abbildung 3.11 B dargestellten RP-HPLC Fraktionen „SUMO-

TatBM“ und „TatBM“ wurden nach Gefriertrocknung in HM-Puffer gelöst und ultrazentrifugiert. 

Die im Überstand befindlichen Proteinfraktionen wurden mit Thylakoiden auf Eis inkubiert. Da 

TatB spontan in die Thylakoidmembran inseriert, ist keine Inkubation im belichteten 

Wasserbad notwendig. Des Weiteren kann durch eine Inkubation auf Eis eine verstärkte 

Signalintensität im Autoradiogramm für TatBC-Substrat-Komplexe erreicht werden, da das 

eingesetzte pOEC16 mit verminderter Effizienz transportiert wird (Abbildung 3.12 A, pOEC16, 

con). 

Nach SDS-PAGE-Analyse der Thylakoidmembranen, die mit „TatBM“ und „SUMO-TatBM“ 

versetzt wurden, kann beobachtet werden, dass das enthaltene TatBM an die 

Thylakoidmembran bindet (siehe jeweils Spur T). Wie bereits aus Abbildung 3.11 B 

entnehmbar ist, enthält die Probe „SUMO-TatBM“ jedoch kaum gespaltenes TatBM ohne 

SUMO-tag. Für beide Proben ist erkennbar, dass auch SUMO-TatBM an die Thylakoidmembran 

bindet. 
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Nach Auftrennung solubilisierter Thylakoidmembranen über Blue Native-PAGE lässt sich im 

Autoradiogramm der Abbildung 3.12 B für die Kontrolle pOEC16 die Markierung der TatBC-

Komplexe in einer Größenordnung von 560 bis 620 kDa feststellen (*, siehe auch Abbildung 

3.8, pOEC16). 

 

 
Abbildung 3.12: Membranbindung und -integration von gereinigtem und radioaktiv markiertem SUMO-TatBM 

bzw. TatBM (A) Die HPLC-Fraktionen 22 min und 22,5 min (siehe Abbildung 3.11) wurden gefriergetrocknet, vor 
Durchführung des Versuchs in 100 µl HM-Puffer (2,5 - fache Aufkonzentrierung) aufgenommen und 20 min bei 
160.000 x g zentrifugiert. Da im Rahmen der RP-HPLC nach 22 min hauptsächlich ungespaltenes Protein eluierte, 
werden Proteine dieser Fraktion als „SUMO-TatBM“ bezeichnet. Nach 22,5 min lagen ungespaltenes und 
gespaltenes TatB vor, diese Fraktion wird dennoch „TatBM“ benannt. Unbehandelte Thylakoide, entsprechend 
60 µg Chlorophyll, wurden 5 min mit 10 µl pOEC16 oder 50 µl TatBM bzw. SUMO-TatBM auf Eis inkubiert. Die 
Überstände (ÜS), der mit „TatBM“ und „SUMO-TatBM“ behandelten Thylakoide wurden 20 min bei 160.000 x g 
zentrifugiert und ausgefällt. Die Thylakoidfraktionen wurden zweifach mit HM-Puffer gewaschen (siehe 
Abbildung 3.3). Ausschließlich mit pOEC16 behandelte Thylakoide wurden einer Thermolysinbehandlung 
unterzogen. Thylakoide (T) und Überstände (ÜS), entsprechend 7,5 µg Chlorophyll, wurden via SDS-PAGE 
aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. (B) 45 µg des Probenmaterials wurden über Blue Native-
PAGE aufgetrennt und via Autoradiographie analysiert, rechts ist das Gel abgebildet. Weitere Details zur 
Blue Native-PAGE sind Abbildung 3.8 zu entnehmen. Die Spuren „pur TatBM“ und „pur SUMO-TatBM“ wurden 
lediglich mit den radioaktiv synthetisierten Proteinen beladen.  

 

Auch für „TatBM“ ist eine Assemblierung in TatBC-Komplexe ersichtlich (TatBM, *), wobei diese 

Komplexe im Vergleich zu TatBC-Substrat-Komplexen aufgrund ihrer intrinsischen Markierung 

eine erhöhte Mobilität aufweisen. Da pOEC16 im Vergleich zu 16/23 ein niedrigeres 

Molekulargewicht aufweist, fällt der Größenunterschied zwischen Substrat-markierten und 

TatB-markierten Rezeptorkomplexen geringer aus (siehe auch Abbildung 3.8). 

Zusätzlich zu den schwach-intensiven TatB-markierten TatBC-Komplexbanden (TatB, *) ist in 

dieser Spur im Bereich von 280 bis 460 kDa ein wenig fokussiertes Signal sichtbar, welches auf 
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unspezifisch an Lichtsammelkomplexe assoziiertes TatB hinweisen könnte. Unterhalb dieser 

Laufhöhe migriert vermutlich oligomeres TatB (siehe auch Abbildung 3.8). Für „SUMO-TatBM“ 

sind keine charakteristischen Komplexbanden im Bereich von ca. 600 kDa erkennbar. SUMO-

TatBM assembliert also nicht in TatBC-Komplexe.  

Es ist anzunehmen, dass die N-terminale His/SUMO-tag-Region die Insertion der 

Transmembranhelix in die Thylakoidmembran stört und folglich die Assemblierung in TatBC-

Komplexe verhindert. Der geringe Anteil an TatBM in der Probe „SUMO-TatBM“ reicht 

wahrscheinlich nicht für eine sichtbare Markierung der TatBC-Komplexe aus.  

Die Blue Native-PAGE-Analyse beweist, dass gereinigtes TatBM, welches nachweislich im in 

thylakoido-Versuch zur Rekonstitution des Tat-Transports befähigt ist (siehe Abbildung 3.10), 

in TatBC-Komplexe assemblieren kann. Nach allen bisherigen Daten kann also angenommen 

werden, dass die Assemblierung von TatB in TatBC-Komplexe mit der Funktion der 

Translokation zusammenhängt. 
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3.3 Untersuchung der TatB-Funktion und Analyse von TatB-Varianten 

Nachdem in Kapitel 3.1 die generelle Eignung des in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs für 

TatB festgestellt wurde, wurde dieser Versuch nun zur Analyse von TatB-Varianten sowie zur 

detaillierten Untersuchung der TatB-Funktion verwendet.  

 
 

 
In Ma et al. (2018) wurde gezeigt, dass in vitro synthetisiertes TatB,E10C aus P. sativum nicht 

in TatBC-Komplexe assembliert (wird in Ma et al., 2018 als E11C bezeichnet). Wenn dieser 

hochkonservierte Glutamatrest in E. coli-TatB durch einen Alaninrest ersetzt wurde, konnten 

Alcock et al. (2016) für TatB,E8A keine Transportaktivität nachweisen. Da Proteinvarianten mit 

Substitution des Glutamatrests nach Alcock et al. (2016) potentiell inaktiv sind und nicht 

TatBC-Komplexe assemblieren, ist anzunehmen, dass die Assemblierung eine Voraussetzung 

für die Proteinaktivität ist.  

So wurden im Rahmen dieser Arbeit die Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A aus Erbse 

analysiert. Vor Durchführung eines Rekonstitutionsversuchs wurden TatB,E10C, TatB,E10A 

sowie TatB und TatB-Antigen in Anwesenheit von 35S-Methionin in vitro synthetisiert, mit 

Thylakoiden inkubiert und anschließend die Bindung an die Thylakoidmembran bzw. die 

Assemblierung in TatBC-Rezeptorkomplexe analysiert. Aus Abbildung 3.13 A ist entnehmbar, 

dass die Proteinausbeute von TatB und TatB-Antigen im Vergleich zu den Proteinvarianten 

TatB,E10A und TatB,E10C deutlich erhöht ist (Spuren: t). Die Translationsprodukte (t) wurden 

im stöchiometrischen Verhältnis zum Protein aufgetragen, das mit Thylakoiden inkubiert 

wurde (T). So zeigt sich, dass TatB und die Proteinvarianten TatB,E10A und TatB,E10C ähnlich 

effizient an die Thylakoidmembranen binden, TatB-Antigen hingegen nur marginal. Nach 

Durchführung einer Blue Native-PAGE ist ausschließlich die bereits in Abbildung 3.8 gezeigte 

Assemblierung von TatB in TatBC-Komplexe erkennbar. TatB-Antigen, TatB,E10A und 

TatB,E10C assemblieren nicht in TatBC-Komplexe (für TatB,E10C siehe auch Ma et al., 2018).  

Anschließend wurden die Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A in in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen untersucht. Die eingesetzten TatB-Varianten sowie authentisches 

TatB wurden in diesem Versuch und auch in alle weiteren Folgeversuchen ausgehend vom 

pET30a-Vektor synthetisiert (siehe Abbildung 3.5).   
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Abbildung 3.13: Membranbindung und -integration 
von in vitro synthetisiertem und radioaktiv markiertem 
TatB,E10A bzw. TatB,E10C. TatB, TatB-Antigen (Ag), 
TatB,E10A und TatB,E10C wurden mittels Rabbit 
Reticulocyte Lysate System in Anwesenheit von 35S-
Methionin in vitro synthetisiert, wobei alle Proteine mit 
Aminosäureaustausch V245M vorlagen. Frisch 
präparierte Thylakoide, entsprechend 60 µg 
Chlorophyll, wurden mit je 10 µl TatB, TatB-Antigen (Ag), 
TatB,E10A und TatB,E10C versetzt und 5 min auf Eis 
inkubiert Die Thylakoide wurden analog zu Abbildung 
3.3 mit HM-Puffer gewaschen, jedoch nicht mit 
Thermolysin behandelt. (A) Thylakoidfraktionen (T), 
entsprechend 15 µg Chlorophyll, wurden via SDS-PAGE 
(15 % PAA) aufgetrennt und mittels Autoradiographie 
visualisiert. In den Spuren t wurden TatB, Antigen (Ag), 
TaB,E10A bzw. E10C im stöchiometrischen Verhältnis zu 
den Proben T aufgetragen. (B) Detektion radioaktiv 
markierter TatBC-Rezeptorkomplexe. 45 µg des 
Thylakoidmaterials wurden mit Digiton solubilisiert und 
über Blue Native-PAGE aufgetrennt. Links ist das 
Autoradiogramm, rechts das Blue Native-Gel dargestellt. 
Weitere Details zur Blue Native-PAGE sind Abbildung 3.8 
zu entnehmen.   
 
 

 
Die gereinigten Proteine TatB, TatB-Antigen, TatB,E10C und TatB,E10A wurden in den 

Konzentrationen 0,5 µM; 1,0 µM und 1,5 µM mit anti-TatB-behandelten Thylakoiden 

vorinkubiert und mit dem radioaktiv markiertem Tat-Substrat pOEC16 versetzt, wobei die 

Transportreaktion 10 min durchgeführt wurde (Abbildung 3.14). Während für anti-TatB 

behandelte Thylakoide, die mit HM-Puffer (HM) bzw. TatB-Antigen (Ag) versetzt wurden, 

keine Akkumulation von mOEC16 erkennbar ist und somit kein Tat-Transport nachgewiesen 

werden kann, zeigt sich nach Zugabe von TatB eine Wiederherstellung des Transports um bis 

zu 40 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (rel. con). Interessanterweise ist dieser 

Wert im Vergleich zu den in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen aus Abbildung 3.5 und 

Abbildung 3.10 deutlich erhöht. Die Varianz der Transportraten nach Rekonstitution wird in 

Kapitel 4.5 diskutiert. 

Im Gegensatz zu Alcock et al. (2016) sind die Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A zur 

Rekonstitution des Tat-Transports befähigt, was sich am Auftreten des reifen Proteins zeigt. 

Die relativen Transportraten liegen bezogen auf die Kontrolle für TatB,E10C bei 5 - 6 % und für 

TatB,E10A bei 7 -10 % (rel. con). Die Proteine weisen dabei 15 – 30 % der Aktivität des 
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Wildtyp-Proteins auf (rel. TatB). TatB,E10C und TatB,E10A rekonstituieren also den Tat-

Transport, obwohl sie nicht in TatBC-Komplexe assemblieren. 

 

 
Abbildung 3.14: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter Thylakoide mit gereinigten TatB-
Varianten. Unbehandelte (con) oder mit TatB-spezifischem Antikörper behandelte Thylakoide (HM), 
entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit 5 µl pOEC16. Im Rekonstitutionsversuch wurden anti-TatB 
behandelte Thylakoide vor Zugabe des jeweiligen Vorläuferproteins 5 min mit 0,5 µM; 1 µM bzw. 1,5 µM TatB, 
Antigen (Ag), TatB,E10C oder TatB,E10A Eis vorinkubiert. Die Proteine wurden unter Nutzung des pET30a-
Systems heterolog synthetisiert und analog zum in Kapitel 3.1.3 beschriebenen Vorgang gereinigt. Die 
Transportzeit betrug 10 min. Unterhalb des Autoradiogramms sind die relative Transportraten im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle (rel. con (%)) bzw. im Vergleich zu TatB (rel. TatB (%)) in entsprechender 
Proteinkonzentration angegeben. Weitere Details zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 
zu entnehmen.  

 

Dass die ursprünglich als inaktiv angenommenen TatB-Varianten eine Wiederherstellung des 

Transportes zeigten, wurde nicht erwartet. Mit Hilfe der bereits in Abbildung 3.7 vorgestellten 

Western Blot-Analyse zur Stabilität der Antikörperbindung in Thylakoiden wurde gezeigt, dass 

weder durch die Zugabe von TatB,E10C noch von TatB,E10A eine erhöhte Freisetzung der 

TatB-spezifischen Antikörper hervorgerufen wird (siehe Anhang 11). Bei beiden 

durchgeführten Versuchen konnte nach Zugabe des TatB-Antigens die höchste Menge der 

TatB-spezifischen Antikörper in Überstandsfraktionen nachgewiesen werden, wobei das TatB-

Antigen nicht zur Wiederherstellung des Tat-Transports befähigt ist (siehe Abbildung 3.14 und 

Anhang 11).  

Somit ist nachgewiesen, dass die Restaktivität der Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A 

tatsächlich auf einer geringen Fähigkeit zur Rekonstitution des Transportes beruht. Die 

Funktion von TatB ist, laut aktuellem Forschungsstand, an die Assemblierung in den TatBC-

Rezeptorkomplexe gekoppelt. Für die Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A ist denkbar, 

dass deren Assemblierung in TatBC-Komplexe nicht vollständig gestört, sondern nur nicht 
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detektierbar ist (siehe Diskussion in Kapitel 4.2).  

  

 
 
Da gezeigt wurde, dass TatB eine funktionelle Rekonstitution des Tat-Transportes anti-TatB-

behandelter Thylakoide vermittelt, sollte nun im nächsten Schritt der TatB-Bedarf in der 

Rekonstitutionsreaktion bestimmt werden. Bevor mit den Experimenten zur Analyse der 

Konzentrationsabhängigkeit von TatB begonnen werden konnte, war ein Vorversuch 

notwendig, der die geeignete Transportdauer für diesen festlegte. Ziel hierbei war es, eine 

Zeit festzulegen, bei der die Transportreaktion nicht durch die abnehmende Konzentration 

des zur Verfügung stehenden Substrats limitiert ist. So wurde pOEC16 in drei unabhängigen 

Experimenten für 2,5; 5; 10 und 20 min in unbehandelte (con) und mit TatB (TatB) 

rekonstituierte anti-TatB-behandelte Thylakoide transportiert (Abbildung 3.15).  

Die Signalintensität des maturen Proteins wurde für jeden Zeitpunkt quantifiziert. Die in 

Kontroll- (con) und Rekonstitutionsproben (TatB) erreichte Transportrate wurde jeweils auf 

die 20-minütige Kontrollreaktion (con) relativiert und in Abbildung 3.15 B graphisch 

dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass der Membrantransport der Kontrollreaktion deutlich 

schneller erfolgt, da bereits nach 2,5 min 40 % des insgesamt transportierten Substrates 

umgesetzt wurden. Zu späteren Zeitpunkten nimmt der Anstieg der Akkumulation von 

mOEC16 wiederum ab, was auf eine Limitierung der Substratmenge im Transportansatz 

hindeutet (Abbildung 3.15 B, con).  

Im zeitlichen Verlauf des Rekonstitutionsversuch zeigt sich im Gegensatz dazu ein langsamer, 

aber steter Umsatz des Vorläuferproteins zum maturen Protein. Eine Limitierung der 

Substratmenge konnte hier nicht beobachtet werden, d.h. der Anstieg der Akkumulation von 

mOEC16 ist im gesamten Versuchszeitraum gleichbleibend (siehe Abbildung 3.15 B, TatB; 

siehe auch Anhang 18)  

Zur Bestimmung des TatB-Bedarfs in der Rekonstitution und auch für folgende Versuche 

wurde somit eine Transportzeit von 10 min gewählt, da ab diesem Zeitpunkt ausreichend 

matures Protein für eine zuverlässige Quantifizierung vorliegt, in Kontrollreaktionen aber 

noch keine erhebliche Substratlimitierung vorliegt.  
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Abbildung 3.15: Kinetik des Tat-Transports unbehandelter und rekonstituierter Thylakoide. (A) Unbehandelte 
Thylakoide (con) oder anti-TatB-behandelte Thylakoide, entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden entweder mit 
HM-Puffer (con) oder mit 0,5 µM gereinigtem TatB (TatB) versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 
je 5 µl pOEC16 hinzugefügt. Die Transportreaktion erfolgte für die über den Spuren angegebenen 
Transportzeiten. Alle weiteren Schritte wurden analog zu Abbildung 3.3 durchgeführt. (B) Der Transport des 
Substrats wurde nach Wiederholung des in (A) dargestellten Experiments (n = 3) quantifiziert. Für jeden 
Zeitpunkt wurde die relative Menge des maturen OEC16 (m) im Vergleich zur 20-minütigen Kontrollreaktion 
unbehandelter Thylakoide (con) bestimmt. Schwarze Kreise: Kontrolltransport unbehandelter Thylakoide (con), 
weiße Kreise: TatB-Rekonstitution (TatB). 

 

 
 
Um nun den TatB-Bedarf in der Rekonstitution des Tat-Transports zu bestimmen, wurden anti-

TatB-behandelte Thylakoide mit TatB in Konzentrationen von 0,025 - 1,5 µM inkubiert. Im 

Anschluss wurde pOEC16 transportiert (Abbildung 3.16 A). Damit eine verlässliche Aussage 

über die Konzentrationsabhängigkeit der TatB-Rekonstitution getroffen werden kann, wurden 

die Transportraten von drei unabhängigen Versuchen quantifiziert und in Abbildung 3.16 C 

graphisch dargestellt. Außerdem wurde ein Einzelversuch unter Verwendung der 

Proteinvariante TatB,E10C durchgeführt (Abbildung 3.16 B). Die erhaltenen Transportraten 

sind in Abbildung 3.16 D dargestellt. Die Daten können mit der Hill-Funktion (V max * [TatB]n) 

/ (Kmn + [TatB]n) beschrieben werden (Hill, 1913; Weiss, 1997). Die Hill-Gleichung stellt dabei 

den Zusammenhang zwischen der Transportrate (V) eines Tat-Substrats und der TatB-
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Konzentration dar [TatB]. Der Parameter V max beschreibt die maximale Transportrate. Der 

Km-Wert ermöglicht Aussagen über die Affinität von TatB zum TatBC-Rezeptorkomplex, wobei 

der Zahlenwert die Substratkonzentration angibt, bei der 50 % des rekonstituierten 

Transports erreicht werden. Das Tat-Substrats liegt zur gewählten Transportdauer im 

Überschuss vor und wird somit als konstant festgelegt. Auch die Menge des als Enzymkomplex 

betrachteten intrinsischen TatBC-Rezeptorkomplexes ist dabei konstant. Der aus der 

Regression resultierende Kurvenverlauf ist sigmoidal und lässt auf eine positive Kooperativität 

schließen, was bedeutet, dass die Transportrate bei niedrigen TatB-Konzentrationen 

exponentiell ansteigt.  

Ein positiv kooperativer Effekt wurde bereits in Hauer et al. (2013) für TatA ermittelt. Hier 

wurden analoge in thylakoido-Rekonstitutionsversuche mit TatA und anti-TatA-behandelten 

Thylakoiden durchgeführt. TatA wird in Hauer et al. (2013) als Coenzym, welches sich am 

TatBC-Rezeptorkomplex anlagert, beschrieben. Die aktive Translokase kann den Tat-Transport 

an der Thylakoidmembran anti-TatA behandelter Thylakoide katalysieren. Dahingegen 

assembliert TatB in TatBC-Rezeptorkomplexe und überführt den inhibierten Rezeptor in den 

aktiven Zustand. Der Substrattransport ist wieder möglich. Ob TatB dabei in de novo gebildete 

und/oder bereits vorhandene TatBC-Komplexe assembliert, ist noch unbekannt (Diskussion in 

Kapitel 4.1). 

Während mOEC16 nach Rekonstitution mit TatB im Konzentrationsbereich von 

0,025 – 0,075 µM kaum detektierbar ist, ist das mature Protein für alle weiteren verwendeten 

Konzentrationen deutlich sichtbar. Ab einer Konzentration von 0,5 µM wird das 

Transportmaximum der TatB-vermittelten Rekonstitution erreicht. Nach Erhöhung der TatB-

Konzentration über 0,5 µM lässt sich die maximale Transportrate, die bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (con) bei ca. 20 % liegt, nicht weiter steigern. Die relativen 

Transportraten, die in Abbildung 3.16 B für die Variante TatB,E10C dargestellt sind, zeigen 

einen zur TatB-Rekonstitution vergleichbaren Verlauf. Lediglich V Max liegt mit 9 % deutlich 

niedriger. Die Proteinkonzentration, die zu 50 % Transportrekonstitution (im Vergleich zur 

maximalen Transportrate nach Rekonstitution) führt (Km), liegt für TatB,E10C bei 0,19 µM ± 

0,022 und für TatB bei 0,15 µM ± 0,015. Für TatB,E10C muss jedoch beachtet werden, dass 

der Km-Wert aus einem Einzelversuch ermittelt wurde. Dennoch ist für TatB und TatB,E10C 

eine Vergleichbarkeit erkennbar. Interessanterweise befindet sich auch der für TatA 

ermittelte Km-Wert von 0,12 µM in der gleichen Größenordnung (Hauer et al., 2013). Die 
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Daten legen nahe, dass TatA und TatB eine ähnliche Affinität zum TatBC-Komplex aufweisen 

und werden in Kapitel 4.6.1 diskutiert. 

 

 
Abbildung 3.16: Quantifizierung des TatB-Bedarfs. Anti-TatB-behandelte Thylakoide wurden mit gereinigtem 
TatB (A) bzw. TatB,E10C (B) in Konzentrationen von 0,025 - 1,5 µM versetzt und einer 10-minütigen 
Transportreaktion mit pOEC16 unterzogen. (C) Der Transport des Substrats wurde nach Wiederholung des in (A) 
dargestellten Experiments (n = 3) quantifiziert, für (B) wurde die relative Transportrate des Einzelversuchs in (D) 
dargestellt. Die relative Menge des transportierten Substrats (m) jeder Probe wurde auf die Transportreaktion 
unbehandelter Thylakoide bezogen (con). Die Transportraten und zugehörige Standardabweichungen sind 
graphisch dargestellt. Die Regression in (C) und (D) basiert auf einer sigmoidalen Funktion nach der Hill-Gleichung 
v = (V max * [TatB]n) / (Kmn + [TatB]n). Weitere Informationen zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind 
Abbildung 3.3 zu entnehmen. 
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In bisherigen Untersuchungen zur Rekonstitution des Tat-Transports wurde stets TatB aus 

P. sativum verwendet. So sollte nun untersucht werden, ob TatB einer anderen Spezies, in 

diesem Fall aus A. thaliana, auch zur Rekonstitution des Tat-Transports in isolierten 

Erbsenthylakoiden befähigt ist. Im resultierenden in thylakoido-Rekonstitutionsversuch 

wurden nun anti-TatB-behandelte Thylakoide vor der 10 - minütigen Transportreaktion mit 

0,75 µM und 1,5 µM TatB aus P. sativum und A. thaliana versetzt (Abbildung 3.17). Aus dem 

dargestellten Versuch geht hervor, dass TatB aus A thaliana ebenfalls die Rekonstitution des 

Tat-Transports vermittelt, wenn auch mit verminderter Transportrate. 

 

 
Abbildung 3.17: Vergleich der Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter Thylakoide mit 
gereinigtem TatB aus P. sativum und A. thaliana. Anti-TatB-behandelte Thylakoide wurden mit gereinigtem 
TatB aus Erbse (P.s) bzw. aus A. thaliana (A.th) in Konzentrationen von 0,75 und 1,5 versetzt und einer 10-
minütigen Transportreaktion mit pOEC16 (5 µl) unterzogen. Die relative Menge des transportierten Substrats 
(m) wurde auf die Transportreaktion unbehandelter Thylakoide bezogen und ist unter dem Autoradiogramm 
angegeben (rel. con (%)). Weitere Informationen zum in tyhlakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 
zu entnehmen.  

 
Während die Rekonstitution durch TatB aus Erbse zu Transportraten von 27% (0,75 µM) 

und 33 % (1,5 µM) führt, liegen diese für das Pendant aus Arabidopsis thaliana bei 13 % und 

21 %. Zusätzlich wurde mit in vitro synthetisierten und radioaktiv markierten 

Vorläuferproteinen der TatB-Proteine beider Spezies ein Versuch zur Assemblierung in TatBC-

Komplexe mit intakten Chloroplasten durchgeführt. In diesem sog. in organello-Versuch (siehe 

Kapitel 2.2.3.3) wurde festgestellt, dass beide TatB-Proteine mit vergleichbarer Effizienz in 

TatBC-Rezeptorkomplexe assemblieren (siehe Abbildung 3.18) 
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Abbildung 3.18: Blue Native-PAGE-Analyse von Thylakoiden nach 
in organello-Transport von TatB und TatC aus P. sativum und 
A. thaliana. Erbsenchloroplasten, entsprechend 50 µg Chlorophyll, 
wurden mit 25 µl in vitro synthetisiertem und radioaktiv markierten 
pTatB (Rabbit Reticulocyte Lysate System) aus P. sativum (P.s) und 
A. thaliana (A.th) versetzt. Die Transportreaktion erfolgte 20 min. Die 
solubilisierten Proteine der Thylakoidmembran wurden über 
Blue Native-PAGE aufgetrennt. Links ist das Autoradiogramm des Gels 
dargestellt. Rechts abgebildet ist das ungefärbte Blue Native-Gel. 
Weitere Details zur Blue Native-PAGE sind Abbildung 3.8 zu 
entnehmen. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
Eine weitere interessante Fragestellung ist, ob die unstrukturierte C-terminale Region von 

TatB für die Funktionalität des Proteins essentiell ist.  

Für TatA wurde bereits gezeigt, dass das Fehlen dieses Bereichs die Funktion des Proteins aus 

E. coli und A. thaliana nicht beeinträchtigt (Lee et al., 2002: TatA1 – 49 aus E. coli, in Fig. 2 a 

bezeichnet als „-40“; Dabney-Smith et al., 2003: TatA1-53 aus P. sativum, in Fig. 3 bezeichnet 

als Tha4Δ29; Petterson et al., 2018: TatA1-52 aus A. thaliana).  

Im Falle von E. coli-TatB schließen an die amphipathische Helix zwei lösliche Helices an 

(Positionen der löslichen Helices: L56-L71 und Q77-T96), für welche eine funktionelle 

Bedeutung vermutet wird (Zhang et al., 2014a; Fröbel et al., 2020; Ulfig und Freudel, 2018). 

Für TatB aus E. coli wurde gezeigt, dass C-terminal um 70 Aminosäuren verkürztes TatB1-101 

weiterhin den Tat-Transport vermittelt, wobei dieser jedoch vermindert ist (Lee et al., 2002: 

TatB1-101 aus E. coli, in Fig. 2 b bezeichnet als „-70“; Maldonado et al., 2011: TatBM1-P101 in 

Fig. 3 A bezeichnet als 1-101HA). Die Entfernung der C-terminalen Region hat dabei keinen 

Einfluss auf die Komplexbildung mit TatC (Maldonado et al., 2011). Auch für TatB1-107 aus 
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P. sativum wurde bereits die Assemblierung in TatBC-Komplexe nachgewiesen (Ma et al., 

2018).  

Zur Analyse von pflanzlichem, verkürztem TatB wurden Arabidopsis-TatB1-106 und Erbsen-

TatB1-103, die im Folgenden als TatB-core (A. th) und TatB-core (P.s) bezeichnet werden, in 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen eingesetzt. Die Rekonstitution mit den jeweiligen 

Volllängenproteinen TatB aus P. sativum (TatB (P.s)) und aus A. thaliana (TatB (A.th)) wurde 

bereits in Abbildung 3.17 dargestellt. Im selben Versuch wurden die verkürzten TatB-Proteine 

analysiert (Abbildung 3.19). In den Abbildungen 3.17 und 3.19 sind somit verschiedene 

Ausschnitte desselben Autoradiogramms dargestellt. 

Nach Rekonstitution mit TatB-core aus Erbse können Transportraten von 17 % (0,75 µM) und 

23 % (1,5 µM) ermittelt werden. Die Aktivität gleicher Konzentrationen des Proteins ist im 

Vergleich zum Volllängenprotein vermindert (vergleichend TatB (P.s) aus Abbildung 3.17: 27 % 

(0,75 µM); 33 % (1,5 µM)). Wenn jedoch TatB-core aus Erbse in einer Konzentration von 4 µM 

eingesetzt wird, steigt die relative Transportrate auf 29 %. 

TatB-core aus A. thaliana ist hingegen nur marginal aktiv. Die geringe Aktivität des Proteins 

könnte mit der verstärkten Aggregatbildung zusammenhängen, die im Rahmen der 

Aufarbeitung beobachtet wurde (Abbildung 3.4, * TatB-core (A.th), siehe Diskussion in Kapitel 

4.3). 

Abbildung 3.19: Vergleich der Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter Thylakoide mit 
gereinigten TatB bzw. TatB-core aus P. sativum und A. thaliana. Anti-TatB-behandelte Thylakoide wurden mit 
gereinigtem C-terminal verkürztem TatBA1-N103 (TatB-core) aus P. sativum (P.s) bzw. TatBA1-N106 aus A. thaliana 
(A.th) in Konzentrationen von 0,75, 1,5 und 4 µM versetzt und einer 10-minütigen Transportreaktion mit pOEC16 
(5 µl) unterzogen. Die relative Menge des transportierten Substrats (m) wurde auf die Transportreaktion 
unbehandelter Thylakoide (con) bezogen. Weitere Details zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind 
Abbildung 3.3 zu entnehmen. 
  



  3 ERGEBNISSE 
 

 80 

3.4 TatA als kritischer Faktor im in thylakoido-System 
 

 
 
Thylakoide, die in Rekonstitutionsversuchen eingesetzt werden, werden mehrfach 

gewaschen. Nach osmotischer Lyse der Chloroplasten erfolgt eine zweifache Waschung der 

Thylakoide. Im Anschluss an die Inkubation des TatB-spezifischen Antikörpers werden die mit 

Antiköper behandelten Thylakoide sowie auch unbehandelte Thylakoide, die für 

Kontrollreaktionen eingesetzt werden, erneut zweifach gewaschen (siehe Abbildung 3.2).  

Diese Waschschritte könnten jedoch zu einem Verlust von Komponenten führen, die die 

Transportfähigkeit von Thylakoiden beeinflussen. Um diesen Effekt zu untersuchen, wurden 

Chloroplasten lysiert, 0- bis 4-mal gewaschen, stets in frischem HM-Puffer aufgenommen und 

einer Transportreaktion mit pOEC16 unterzogen. Es wurde eine Transportzeit von 2,5 min 

gewählt. Die Analyse des Tat-Transports von pOEC16 im kinetischen Verlauf zeigte, dass bei 

2,5-minütigem Transport die Transportgeschwindigkeit, also der Anstieg der Akkumulation 

von mOEC16, maximal ist und das Signal des reifen Proteins deutlich erkennbar ist (siehe 

Abbildung 3.15).  

Aus dem in Abbildung 3.20 A dargestellten Autoradiogramm ist ersichtlich, dass die relative 

Transportrate von Thylakoiden, die 0- bis 4-mal gewaschen wurden, sukzessiv abnimmt 

(0 – 4 x HM).  

Nach vier Waschschritten (4 x HM) im Vergleich zu nicht gewaschenen Thylakoiden (0 x HM) 

wurde eine relative Transportrate von 43 % ermittelt (rel. 0 x HM). Bei der Auftragung der 

Proben wurde jedoch nicht berücksichtigt, dass durch die nacheinander folgenden 

Zentrifugations- und Resuspensionsvorgänge Thylakoidmaterial verloren geht. Somit wurden 

alle Proben nachträglich einer Chlorophyllnachbestimmung unterzogen und die 

Transportraten auf gleiche Chlorophyllgehalte nachberechnet (rel. 0 x HM chl.). Die 

Berechnung zeigt, dass sich trotz des eingerechneten Materialverlusts mit jedem Waschschritt 

eine Verminderung des Transports ableiten lässt. Der Transport liegt dabei nach vier 

Waschschritten (4 x HM) im Vergleich zu nicht gewaschenen Thylakoiden (0 x HM) bei 50 % 

(rel. 0 x HM chl.). Auch Dr. Mandy Waclawek zeigte in ihrer Dissertation mit Hilfe eines 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs, dass die Tranportrate des chimären Tat-Substrats 

16/23 im Rahmen von Waschschritten abnimmt (Dissertation von Mandy Waclawek, 2016: 

siehe Abbildung 24).  
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Abbildung 3.20: Transport von pOEC16 in Thylakoide nach Durchführung verschiedener Waschschritte. 
Chloroplasten wurden lysiert, die resultierenden Thylakoide wurden 0- bis 4-mal gewaschen und folgend 
entweder mit HM-Puffer (A) oder mit TatA (B) aus A. thaliana behandelt. Nach 5-minütiger Vorinkubation 
wurden die Thylakoide mit je 5 µl pOEC16 versetzt und einer 2,5-minütigen Transportreaktion unterzogen. 
Weitere Details zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen. Die Signale des 
reifen Proteins (m) in der (+) Fraktion wurden quantifiziert, die erhaltenen Werte sind unterhalb des 
Autoradiogramms angegeben. In Zeile 1 und 2 wurde die relative Menge des transportierten Substrats (m) 
ausschließlich auf die Transportreaktion 0 x HM bezogen (rel. 0 x HM). In Zeile 3 und 4 wurde die relativen Menge 
des transportierten Substrats (m) der entsprechenden Behandlung mit TatA auf die Probe 0 x TatA bezogen 
(rel. 0 x TatA). Der Chlorophyllgehalt der Thylakoide wurde nach Durchführung des Versuchs nachbestimmt. Die 
in Zeile 2 und 4 dargestellten Transportraten sind auf den Chlorophyllgehalt normiert (chl). Die mit * markierte 
Probe 2 x TatA wird als abweichend betrachtet.  

 

In einer Publikation von Frielingsdorf et al. (2008) wurde bereits gezeigt, dass TatA, im 

Gegensatz zu TatB und TatC, durch Natriumbromidbehandlung partiell aus der Membran 

extrahiert werden kann. Es ist also denkbar, dass TatA auch durch wiederholte Waschungen 

der Thylakoide aus der Membran herausgelöst werden könnte. Um diese potentielle 

Limitierung der TatA-Menge in der Transportreaktion zu überprüfen, wurden die Thylakoide 

verschiedener Waschstadien mit 0,5 µM gereinigtem TatA versetzt (Abbildung 3.20 B). Weil 

TatA aus A. thaliana bereits in Hauer et al. (2013) in Rekonstitutionsversuchen charakterisiert 

wurde, wurde hier das Arabidopsis-Protein anstelle von TatB aus Erbse verwendet.  

Wenn nun Thylakoide jedes Waschstadiums (0 – 4 x) vor der Transportreaktion mit TatA 

inkubiert werden, geht aus dem Autoradiogramm hervor, dass die erreichten Transportraten 

im Vergleich zu mit HM-Puffer behandelten Thylakoiden deutlich erhöht sind. Bezogen auf 

nicht gewaschene Thylakoide (rel. 0 x HM) werden für TatA-behandelte Thylakoide 

(0 - 4 x TatA) Transportraten von 135 - 165 % bzw. nach Normierung auf die 

Chlorophyllmenge von 153 - 177 % erreicht. Auffällig ist, dass die relative Transportrate von 
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pOEC16 nach TatA-Zugabe zu Thylakoiden aller Waschstadien (1 x - 4 x TatA) stets höher ist 

als nach Zugabe von HM-Puffer (0 – 4 x HM). Außerdem kann auch eine Steigerung des Tat-

Transport beobachtet werden, wenn TatA mit nicht gewaschenen Thylakoiden vorinkubiert 

wurde (rel 0 x HM: Vergleich von 0 x HM und 0 x TatA). Es ist denkbar, dass die TatA-

Ausgangsmenge in Thylakoiden gering ist und so durch TatA-Zugabe gesteigert werden kann 

(siehe Diskussion in Kapitel 4.4).  

Wenn nicht gewaschene und mit TatA versetzte Thylakoide als Referenz gewählt werden 

(rel. 0 x A), sinkt die Transportrate nach vier Waschungen (4 x TatA) auf 82 %. Bei 

Nachberechnung des Chlorophyllgehalts ergibt sich eine Transportrate von 95 %, die 

Verminderung des Transports liegt also lediglich bei 5 % (rel. 0 x A chl.). Ohne TatA-Zugabe 

liegt die Transportrate nach vier Waschungen (4 x HM) hingegen bei 43 % bzw. bei 

Nachberechnung des Chlorophyllgehalte bei 50 % (rel. 0 x HM und rel. 0 x HM chl.). Die 

Ergebnisse des Versuchs legen nahe, dass die TatA-Menge nach Durchführung von 

Waschungen im in thylakoido-Versuch limitiert ist.  

Um den potentiellen TatA-Verlust zu überprüfen, wurden die Thylakoid- und 

Überstandsfraktionen nach sukzessiven Waschungen einer Immundetektion mit TatA-

spezifischen Antikörpern unterzogen (Abbildung 3.21).  

 

Abbildung 3.21: Detektion von TatA in Thylakoiden nach 
Durchführung verschiedener Waschschritte. Chloroplasten 
wurden lysiert (ly), die Thylakoide wurden 0- bis 4-mal 
gewaschen, wobei jeweils Pellet- (Thylakoide) und 
Überstandsfraktionen (ÜS) aufbewahrt wurden. Die 
Chlorophyllkonzentrationen der einzelnen Waschstadien 
wurde nachbestimmt. Thylakoide entsprechend 15 µg 
Chlorophyll wurden über ein 10 – 17,5 %iges SDS-PAA Gel 
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran 
transferiert. Zur Immundetektion von TatA (oben) mittels 
ECL (enhanced chemiluminescence) wurde die Membran 2 h 
mit anti-TatA-Antikörper (A. thaliana) und anschließend für 
1 h mit horseradish-Peroxidase-konjugiertem anti-rabbit IGG 
inkubiert. Dargestellt sind Ausschnitte der Röntgenfilme 
zweier Expositionszeiten. Die Kreuzreaktion des TatA-
spezifischen Antikörpers im Bereich der Pigmente dient als 
Ladekontrolle und ermöglicht die Zuordnung der TatA-
Signale zu den einzelnen Thylakoid- und 
Überstandsfraktionen. 
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Überraschenderweise wurde keine deutliche Abnahme des TatA-Gehalts im Rahmen der 

Waschungen beobachtet. So kann vermutet werden, dass TatA lediglich im geringen Maße 

aus der Membran extrahiert wird und dass der potentielle Proteinverlust nicht mittels 

Western Blot-Analyse aufgelöst werden kann.  

Für einen sensitiveren Proteinnachweis wurde in vitro synthetisiertes und radioaktiv 

markiertes TatA mit Thylakoiden inkubiert und in Folge von Waschungen in Thylakoid- und 

Überstandsfraktionen quantifiziert. Um überschüssige Proteine, die nicht an die 

Thylakoidmembran gebunden haben, zu entfernen, wurden zwei Waschschritte durchgeführt. 

Im Anschluss wurden die Thylakoide bis zu viermal gewaschen (Abbildung 3.22). Aus dem in 

Abbildung 3.22 dargestellten Autoradiogramm lässt sich ableiten, dass mit jeder Waschung 

3 — 5 % des zugegebenen TatA-Proteins extrahiert werden. Insgesamt liegt der im Überstand 

gemessene TatA-Anteil bei 18 %. Für das zum Vergleich eingesetzte TatB hingegen liegt der in 

Überstandfraktionen errechnete Proteinanteil bei 7 %. Auch, wenn die Ergebnisse dieses 

Versuchs die in den Transportexperimenten beobachteten Phänomene scheinbar nicht 

vollständig erklären können, zeigt sich, dass TatA im Vergleich zu TatB effizienter aus der 

Thylakoidmembran extrahiert wird. 

 

 
Abbildung 3.22: Untersuchungen zur Extraktion von TatA und TatB aus Thylakoidmembranen in Folge von 
Waschungen. Chloroplasten, entsprechend 525 µg Chlorophyll, wurden lysiert und pelletiert. Die in 550 µl HM-
Puffer resuspendierten Thylakoide wurden 5 min mit 50 µl TatA (Wheat germ extract) bzw. TatB (Rabbit 
Reticulocyte Lysate System) aus P. sativum inkubiert und zur Entfernung überschüssiger Proteine zweifach bei 
10.000 rpm (Heraeus Biofuge Fresco) 10 min zentrifugiert und in HM-Puffer aufgenommen. Im Anschluss wurden 
die Thylakoide 0- bis 4-mal gewaschen. Von jeder Waschung wurden Thylakoide und Überstände aufbewahrt, 
wobei letztere zur Abtrennung kontaminierender Thylakoide bei 13.000 rpm 10 min zentrifugiert wurden. Die 
Proben wurden entsprechend einer Chlorophyllmege von 6 µg via SDS-PAGE (10 – 17,5 %ige PAA-Gele) 
aufgetrennt. Um die Auftragung stöchiometrischer Mengen zu gewährleisten wurde vorerst der 
Chlorophyllgehalt der Thylakoidfraktionen einzelner Waschstadien nachbestimmt. Die relativen Proteinmengen 
von TatA und TatB (in Thylakoide und Überständen) wurden quantifiziert. Die in den Überständen vorliegende 
relative Proteinmenge ist unter dem Autoradiogramm angegeben (Extraktion (%)).  
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Da die aus Abbildung 3.20 und Abbildung 3.22 gewonnenen Ergebnisse nahelegen, dass 

intrinsisches TatA durch Waschungen im in thylakoido-Versuch partiell aus der 

Thylakoidmembran extrahiert wird und somit im Tat-Transport limitiert ist, wurden TatB-

Rekonstitutionen unter Zugabe von TatA durchgeführt.  

In drei unabhängigen Versuchen wurden unbehandelte Thylakoide mit HM-Puffer (con) und 

je 0,5 µM TatB, TatA oder der als inaktiv beschriebenen Proteinvariante TatA,E10C (Hauer et 

al., 2013) versetzt. Die mit TatB-spezifischem Antikörper behandelten Thylakoide wurden zum 

einen einzeln mit 0,5 µM TatB, TatA und TatA,E10C oder in Doppelansätzen mit TatB und TatA 

bzw. mit TatB und TatA,E10C versetzt. Die Endkonzentration der Einzelproteine lag bei 0,5 µM. 

Der anschließende Transport von pOEC16 wurde 10 min durchgeführt. Das Autoradiogramm 

eines Versuchs ist in Abbildung 3.23 A exemplarisch dargestellt. Die Mittelwerte der relativen 

Transportraten aller durchgeführten Versuche sind in Abbildung 3.23 B dargestellt. 

Die Signalintensitäten des maturen Proteins aller proteasebehandelten Reaktionen wurden 

hier stets auf die unbehandelte Kontrollreaktion (con) bezogen. Für jede Transportprobe der 

unbehandelten Thylakoide zeigt sich im Vergleich zur Kontrollreaktion eine erhöhte 

Transportrate. Bei Betrachtung der Standardabweichungen wird jedoch deutlich, dass nur für 

TatA-behandelte Thylakoide (TatA) eine Steigerung der Transportrate, die bei Beachtung der 

Fehlergrenzen oberhalb der Kontrollreaktion liegt, beobachtet werden kann (siehe Abbildung 

3.23 B).  

Nach TatB-Zugabe zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden liegt die Rekonstitution des 

Transports bei 35 %. Werden TatA bzw. TatA,E10C in Einzelansätzen zu anti-TatB-behandelten 

Thylakoiden hinzugegeben, ist die gemessene Akkumulation von mOEC16 marginal. 

Wenn TatA und TatB gemeinsam im Reaktionsansatz vorliegen (TatB + TatA), wird im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (con) eine Transportrate von 115 % erreicht. Bei der 

gemeinsamen Inkubation von TatA,E10C und TatB (TatB + A,E10C), liegt die relative 

Transportrate mit 17 % eher in einer zur TatB-Rekonstitution vergleichbaren Größenordnung.  
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Abbildung 3.23: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter Thylakoide mit TatB unter Zugabe 
von TatA und TatA,E10C. (A) Unbehandelte Thylakoide wurden mit je 0,5 µM TatB (P. sativum), TatA 
(A. thaliana) und TatA,E10C (A. thaliana) vorinkubiert. Die Rekonstitutionsproben wurden vor Transportreaktion 
mit je 0,5 µM TatB, TatA und TatA,E10C und in Doppelsätzen mit TatB und TatA (TatB + TatA) sowie mit TatB und 
TatA,E10C (TatB + A,E10C) versetzt, wobei die Endkonzentration der Einzelproteine bei 0,5 µM lag. Der 
anschließende Transport von pOEC16 (5 µl) erfolgte 10 min. (B) Die relative Menge des transportierten Substrats 
(m) wurde auf die Transportreaktion unbehandelter Thylakoide (con) bezogen (n = 3). Weitere Details zum 
in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  

 

Die erzielten Ergebnisse verdeutlichen, dass durch Zugabe von TatA die Transportrate der 

TatB-vermittelten Rekonstitution gesteigert werden kann. Es liegt ein Steigerungsfaktor von 

3,3 vor: Mit der TatB-vermittelten Rekonstitution wird eine Transportrate von 35 % erreicht, 

die nach Zugabe von TatA auf 115 % gesteigert wird. Die Transportrate unbehandelter 

Thylakoide (con: 100 %) hingegen wird durch TatA-Zugabe (TatA, rel. con: 210 %) lediglich 2,1-

fach gesteigert. Die Unterschiede in der TatA-vermittelten Steigerung der Transportrate 

hängen wahrscheinlich mit der gewählten Transportzeit zusammen. Während der Tat-
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Transport von pOEC16 bei TatB-rekonstituierten Thylakoiden im Zeitraum von 0 – 20 min 

linear verläuft (TatB) und im gesamten zeitlichen Verlauf keine Verlangsamung der 

Akkumulation des maturen Proteins ersichtlich ist, ist für den 10-minütigen Transport 

unbehandelter Thylakoide (con) bereits eine Verringerung der Transportrate erkennbar (siehe 

Abbildung 3.15).  

Aus den in Abbildung 3.23 B dargestellten Transportraten lässt sich ableiten, dass die TatB-

vermittelte Rekonstitution durch TatA-Zugabe erhöht wird und dabei mit dem Transport der 

unbehandelten Kontrollreaktionen (con) vergleichbar ist. Die Daten legen nahe, dass die 

Steigerung der Transportrate dabei auf einen Ausgleich des TatA-Defizits, das durch 

Waschungen der Thylakoide hervorgerufen wird, zurückzuführen ist.  
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3.5 TatB kann im in thylakoido-Transport die Funktion von TatA im übernehmen 
 

 
 
Wie bereits aus Abbildung 3.23 hervorgeht, ist TatA nicht befähigt den Tat-Transport anti-

TatB-behandelter Thylakoide zu rekonstituieren. Der reverse Versuch zur Analyse der TatB-

vermittelten Rekonstitution des Tat-Transports TatA-blockierter Thylakoide wird in diesem 

Kapitel erstmalig betrachtet. Zur Analyse der Rekonstitutionsfähigkeit von TatA und TatB 

wurden beide Proteine in drei unabhängigen in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen mit anti-

TatA- und anti-TatB-behandelten Thylakoiden untersucht (Abbildung 3.24).  

Die Mittelwerte der in Abbildung 3.24 B dargestellten Transportraten unbehandelter 

Thylakoide (con) und anti-TatB-behandelter Thylakoide (anti-TatB) sind identisch zu Abbildung 

3.23 B und wurden bereits in Kapitel 3.4.2 beschrieben. 

Wenn intrinsisches TatA blockiert ist, zeigt sich, dass TatB interessanterweise zu einer 

Transportrekonstitution befähigt ist. Dass TatB die TatA-Funktion teilweise ersetzen kann, 

wurde in allen Versuchen beobachtet, wobei sich eine durchschnittliche Transportrate von 

60 % im Vergleich zur Kontrollreaktion (con) ergab (Abbildung 3.24 B). Dieser Wert übersteigt 

sogar den Mittelwert der TatB-vermittelten Rekonstitution: Bei Verwendung von Thylakoiden, 

die mit TatB-spezifischem Antikörper inkubiert wurden, liegt die Transportrate nach TatB-

Rekonstitution in den durchgeführten Versuchsreihen der Abbildung 3.24 B bei 

durchschnittlich 35 %.  

Die Transportraten nach TatA-vermittelter Rekonstitution anti-TatA-behandelter Thylakoide 

liegen im Vergleich zu Kontrollreaktionen (con) bei ca. 155 %. Werden TatA und TatB in 

Doppelansätzen eingesetzt (TatA + TatB), wird im Vergleich zu Kontrollreaktionen eine 

durchschnittliche Transportrate von 180 % erreicht. Während TatB,E10C nicht aktiv ist 

(Anhang 12), zeigt sich, dass TatA,E10C zur Rekonstitution des Transports anti-TatA-

behandelter Thylakoide befähigt ist (Mittelwert der relativen Transportrate: 18 %). Diese 

Beobachtung bildet einen Gegensatz zur in Hauer et al. (2013) gemessenen Nullaktivität des 

Proteins. Ursächlich für diesen Gegensatz ist wahrscheinlich die Verwendung 

unterschiedlicher Substrate und Transportzeiten. Während in Hauer et al. (2013) das Substrat 

16/23, welches ein retardiertes Transportverhalten aufzeigt, 2 min transportiert wurde, 

wurde hier pOEC16 10 min transportiert.  
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Abbildung 3.24: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB und anti-TatA-behandelter Thylakoide mit 
gereinigtem TatB aus P. sativum, TatA und TatA,E10C aus A. thaliana. (A) Unbehandelte Thylakoide, 
entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit je 0,5 µM TatB, TatA und TatA,E10C vorinkubiert (con). Die 
Rekonstitutionsreaktionen anti-TatB- bzw. anti-TatA-behandelter Thylakoide wurden mit TatB, TatA und 
TatA,E10C sowie in Doppelansätzen mit TatA + TatB, und mit TatA,E10C + TatB versetzt. Die Endkonzentration 
der Einzelproteine lag bei 0,5 µM. Der anschließende Transport von pOEC16 (5 µl) erfolgte 10 min. (B) Die relative 
Menge des transportierten Substrats (m) jeder Probe wurde auf die Transportreaktion unbehandelter Thylakoide 
(con) bezogen (n = 3). Für TatA,E10C bzw. TatA,E10C + TatB bei anti-TatA-Behandlung ist n = 2. Weitere 
Informationen zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  

 

Wird TatA,E10C in Doppelansätzen mit TatB für Transportreaktionen mit anti-TatA-

behandelten Thylakoiden eingesetzt, ist keine Steigerung der TatB-vermittelten 

Rekonstitution des Tat-Transports erkennbar (TatA,E10C + TatB). 

Dass TatB zur Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatA-behandelter Thylakoide befähigt 

ist, ist eine völlig neue Beobachtung. Als Dabney-Smith et al. (2003) erstmalig den in 

thylakoido-Rekonstitutionsversuch mit anti-TatA-behandelteten Thylakoiden durchführten, 

konnte mit in vitro synthetisiertem TatB keine Transportrekonstitution erwirkt werden. Diese 
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divergenten Ergebnisse für gereinigtes und in vitro synthetisiertes TatB werden in Kapitel 4.6.3 

diskutiert. 

 

 
 
Um festzustellen, ob TatB auch unabhängig vom Antikörper-basierten in thylakoido-

Rekonstitutionsversuch eine TatA-Funktion übernehmen kann, wurden Thylakoide vor Zugabe 

von TatA bzw. TatB mit Natriumbromid (NaBr) behandelt. Frielingsdorf et al. (2008) stellten 

fest, dass TatA durch Inkubation mit dem chaotropen Salz partiell aus der Thylakoidmembran 

entfernt wird, wobei das resultierende TatA-Defizit den Tat-Transport von 16/23 stark 

einschränkt. Diese Transportreduktion ist jedoch durch Zugabe von TatA reversibel. Der 

TatBC-Rezeptorkomplex ist wiederum auch nach Behandlung mit NaBr in der Lage 

Vorläuferproteine zu binden und wird somit nicht in seiner Funktion beeinträchtigt. Eine 

Western Blot-Analyse von Frielingsdorf et al. (2008) bestätigte, dass TatB und TatC im 

Vergleich zu TatA durch NaBr-Behandlung kaum aus der Thylakoidmembran herausgelöst 

werden und somit stärker gebunden in der Membran vorliegen. Auch in dieser Arbeit wurde 

die NaBr-vermittelte Extraktionseffizienz von TatA und TatB aus Thylakoidmembranen 

untersucht. Dabei wurden in Abbildung 3.28 Thylakoide mit in vitro synthetisiertem TatA bzw. 

TatB inkubiert und anschließend mit Lösungen chaotroper Salze und basischem pH behandelt. 

Für NaBr zeigte sich, dass bei Verwendung von 0,2 und 0,6 M 30 – 38 % TatA aus der Membran 

herausgelöst werden. TatB wird allerdings nur zu 4 – 5 % aus der Membran extrahiert.  

Bevor untersucht werden konnte, ob TatA und auch TatB den Tat-Transport NaBr-behandelter 

Thylakoide wiederherstellen können, wurde mittels einer NaBr-Konzentrationsreihe die 

geeignete Salzkonzentration bestimmt (Anhang 13). Der Versuch ergab, dass im Rahmen einer 

sukzessiven Konzentrationserhöhung von 0,2 M auf 1 M ab einer NaBr-Konzentration von 

0,4 M eine gleichbleibende Transportrate von 10 – 12 % für pOEC16 ermittelt werden konnte. 

Da sich die Anwendung chaotroper Salze generell auf die Integrität der Thylakoidmembranen 

auswirkt, wurde für den folgenden Versuch die niedrigste NaBr-Konzentration gewählt, die zu 

einer deutlichen Transportreduktion führt. Demzufolge wurden die Thylakoide im 

Rekonstitutionsversuch mit 0,4 M NaBr behandelt und vor dem Transport von pOEC16 mit 

0,5 µM und 1 µM TatA bzw. TatB versetzt (Abbildung 3.25).  
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Abbildung 3.25: Rekonstitution des Tat-Transports 
NaBr-behandelter Thylakoide mit gereinigtem TatA 
aus A. thaliana und TatB aus P. sativum. Thylakoide, 
entsprechend 150 µg Chlorophyll, wurden 30 min auf 
Eis mit 0,4 M NaBr inkubiert und anschließend 
zweimal mit HM-Puffer gewaschen. Die Thylakoide 
wurden entsprechend 30 µg Chlorophyll fraktioniert 
und mit 0,5 µM bzw. 1 µM TatA oder TatB versetzt. 
pOEC16 (5 µl) wurde 10 min in unbehandelte (con) 
und NaBr-behandelte (NaBr) Thylakoide transportiert. 
Die relative Menge des transportierten Substrats (m) 
wurde abzüglich der NaBr-Kontrolle auf die 
Transportreaktion unbehandelter Thylakoide (con) 
bezogen (rel. con (%)). Weitere Informationen zum in 
thylakoido-Versuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  
 

Die relative Transportrate von Thylakoiden, die mit NaBr (NaBr) behandelt wurden, lag in 

diesem Versuch bei 14 % (rel. con). Um zu bestimmen, inwieweit die Zugabe von TatA oder 

TatB den Transport der behandelten Thylakoide steigert, wurde die für mOEC16 gemessene 

Signalintensität der NaBr-Kontrolle (NaBr) von allen Transportreaktionen NaBr-behandelter 

Thylakoide abgezogen. 

Wenn NaBr-behandelte Thylakoide mit TatA inkubiert wurden, wurde eine relative 

Transportrate von 58 % und 67 % erreicht. Auch nach TatB-Zugabe konnte eine Steigerung des 

Transports ermittelt werden. Die relative Transportrate lag bei maximal 29 %.  

Da nach Frielingsdorf et al. (2008) und nach Abbildung 3.28 mittels NaBr-Behandlung von 

Thylakoiden keine bzw. nur eine marginale Extraktion von TatB nachweisbar ist, ist 

anzunehmen, dass TatB eine TatA-Funktion im in thylakoido-Transport NaBr-behandelter 

Thylakoide übernehmen kann.   
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3.6 TatAB-Chimären zur Identifizierung funktionell wichtiger Bereiche in den 
Proteinen TatA und TatB 

 
Die in Kapitel 3.5 dargelegten Ergebnisse implizieren, dass TatB eine TatA-Aktivität aufweist. 

Mit Hilfe des in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Versuchs wurde außerdem nachgewiesen, dass 

es sich bei dem beobachteten Phänomen nicht um ein Artefakt des antikörperbasierten 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs handelt.  

Nun stellt sich die Frage, aus welchem Grund TatB eine TatA-Funktion aufweist, während TatA 

keine TatB-Funktion erfüllen kann. Obwohl TatA und TatB eine generelle Ähnlichkeit 

aufweisen, zeigen sich Unterschiede im Aufbau. Die unstrukturierte C-terminale Region von 

TatB ist im Vergleich zu TatA verlängert (siehe Abbildung 1.3 und Abbildung 3.26). Des 

Weiteren ergeben sich Unterschiede in den Aminosäuresequenzen der konservierten Helices 

von TatA und TatB aus P. sativum. So sind die Aminosäuresequenzen der 

Transmembranhelices zu 54 % identisch, bei den amphipathischen Helices ergibt sich eine 

Sequenzidentität von 38 % (berechnet auf Basis des Sequenzvergleichs in Abbildung 3.26 A).  

Mit Hilfe der chimären Tat-Proteine TatAB und TatBA sollte nun analysiert werden, welcher 

strukturelle Bereich von TatB für die Ausbildung der TatB-Aktivität relevant ist und ob diese 

erreicht werden kann, obwohl bestimmte Bereiche auf der Aminosäuresequenz von TatA 

basieren. Des Weiteren wurde analysiert, ob die Tat-Chimären eine TatA-Aktivität aufweisen. 

Bei TatAB handelt es sich um TatB, welches N-Terminus, Transmembranhelix und einen Teil 

der hinge-Region von TatA beinhaltet. Der TatA-Anteil des TatAB-Proteins wird im Folgenden 

als TatA-TMH-Region und der TatB-Anteil als TatB-APH-Region bezeichnet. TatBA stellt die 

reverse Chimäre dar: Hier wurde die TatB-TMH-Region mit der TatA-APH-Region kombiniert. 

(schematische Darstellung in Abbildung 3.26 B). 

Die codierende Sequenz der chimären Proteine TatAB und TatBA wurden in die Vektoren 

pET30a und pBAT kloniert. Die Proteine wurden analog zu Abbildung 3.4 ausgehend vom 

pET30a-Vektor in E. coli synthetisiert und gereinigt bzw. in Anwesenheit von 35S-Methionin 

in vitro synthetisiert (pBAT). Da die Methode zur TatB-vermittelten Rekonstitution mit TatB 

aus P. sativum im homologen System etabliert wurde, wurden auch die chimären Tat-Proteine 

auf Basis der Aminosäuresequenzen der Proteine aus Erbse generiert.  

Bevor in thylakoido-Rekonstitutionsversuche mit anti-TatA und anti-TatB-behandelten 

Thylakoiden durchgeführt wurden, wurden die potentielle Assemblierung der TatAB-
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Chimären in thylakoidäre TatBC-Komplexe mittels Blue Native-PAGE analysiert. Außerdem 

wurde die Stabilität der Membranintegration der chimären Proteine untersucht. 

 

 
Abbildung 3.26: Aufbau von TatA, TatB und TatAB-Chimären aus P. sativum. (A) Aminosäuresequenzvergleich 
von TatA und TatB aus P. sativum. Das Alignment wurde mit Hilfe von Clustal Omega erstellt. Die helikalen 
Bereiche beider Proteine sind hervorgehoben: Transmembranhelix (TMH; TatA und TatB) und amphipathische 
Helix (APH; TatA und TatB). Die Einteilung der strukturellen Bereiche orientierte sich für TatA an der NMR-
Struktur von TatA aus A. thaliana nach Petterson et al. (2018) und für TatB an der NMR-Struktur des E. coli-
Proteins (Zhang et al., 2014a). Hierbei ist zu beachten, dass insbesondere für TatB aus P. sativum Länge und 
Position der APH und möglicher zusätzlicher löslicher Helices abweichen können, da mit Hilfe des Onlinetools 
Phyre 2 nach der TMH bis zu Serin an Position 96 eine durchgängige a-Helix vorhergesagt wird (siehe Anhang 
16). Im Sequenzvergleich werden identische Aminosäuren (*), Aminosäuren mit sehr ähnlichen chemischen 
Eigenschaften (:) und Aminosäuren mit weniger ähnlichen Eigenschaften (.) markiert. Die vertikale Linie trennt 
die Sequenzbereiche von TatA bzw. TatB, die zur Erstellung der chimären Proteine TatAB und TatBA kombiniert 
wurden. (B) Schematische Darstellung von TatA, TatB, TatBA und TatAB. Zur Erstellung chimärer Konstrukte 
wurden N-Terminus, TMH und ein der hinge-Region zugeordneter Anteil von TatA bzw. TatB ausgetauscht. Dieser 
Bereich wird als TatA-TMH bzw. TatB-TMH-Region bezeichnet und wird durch eine Linie von einem Anteil der 
hinge-Region, APH und der unstrukturierten C-terminalen Region getrennt. Diese Region wird als TatA-APH- bzw. 
TatB-APH-Region bezeichnet. Bei TatAB handelt es sich somit um TatB mit TMH-TatA-Region. TatBA ist die 
reverse Chimäre. Hier liegt TatA mit TMH-TatB-Region vor.  
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Eine Blue Native-PAGE-Analyse könnte Hinweise zur Funktionsausrichtung der TatAB-

Chimären ermöglichen, da die authentischen Proteine TatA und TatB hier unterschiedliche 

Verhalten zeigen. Während TatB als Untereinheit des Rezeptorkomplexes in TatBC-Komplexe 

assembliert, wurde für TatA keine Komplexbildung im Bereich von 560 und 620 kDa gezeigt 

(Jakob et al., 2009).  

Um nun die chimären Proteine hinsichtlich der Assemblierung in TatBC-Komplexe zu 

analysieren, wurden diese und auch TatA und TatB in Anwesenheit von 35S-Methionin in vitro 

synthetisiert, 5 min mit Thylakoiden inkubiert und anschließend mittels SDS-PAGE und 

Blue Native-PAGE analyisert.  

In Abbildung 3.27 A zeigt sich, dass TatA, TatB, TatAB und TatBA allesamt an die 

Thylakoidmembran binden (Spuren t). TatA und TatBA weisen ein apparentes Laufverhalten 

von ca. 14 kDa auf, wohingegen TatAB und TatB bei ca. 24 kDa migrieren. 

Für die Blue Native-PAGE-Analyse der Tat-Chimären wurden neben TatA und TatB auch 

pOEC16 und 16/23 vor Solubilisierung der Thylakoidmembranen mit Thylakoiden inkubiert. 

Dabei binden die Tat-Komplexe die Substrate 16/23 und pOEC16 (Abbildung 3.27 B, *). TatB 

assembliert in TatBC-Komplexe, die eine geringere Größe als die substratbindenden Komplexe 

aufweisen (*, siehe zum Vergleich Abbildung 3.8). Für TatBA sind ebenfalls zwei definierte 

Komplexe, die eine höhere Mobilität aufweisen als TatB-markierte TatBC-Komplexe, sichtbar 

(*). Diese Komplexbanden konnten in einem Wiederholungsversuch reproduziert werden 

(siehe Anhang 14: *). Bei Betrachtung von TatAB zeigt sich ein diffuses Signal mit einer zu den 

TatBA-Komplexen vergleichbaren Größe, das nicht reproduziert werden konnte (siehe Anhang 

14). Für TatA ist in dieser Größenordnung ein ähnlich diffuses Signal erkennbar (°). 

Unterhalb einer Laufhöhe von 460 kDa können für alle Tat-Proteine weitere Signale 

identifiziert werden, wobei die Banden für TatA und TatAB bzw. TatBA und TatB jeweils 

vergleichbare Laufverhalten zeigen. Die Banden könnten wiederum an Proteinkomplexe 

assoziierte Proteine repräsentieren. Bei den diffusen Banden, die in der Nähe der Lauffront 

sichtbar sind, könnte es sich es sich um oligomere Tat-Proteine handeln (Ma et al., 2018).  

Für die Charakterisierung der Tat-Chimären sind jedoch die definierten Banden (*), die eine 

höhere Mobilität als TatB-markierte TatBC-Komplexe (*) aufweisen, interessanter. Somit kann 

aufgrund der charakteristischen Komplexbildung vermutet werden, dass TatBA im 
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in thylakoido-Rekonstitutionsversuch eine TatB-Funktion aufweist. Das Laufverhalten von 

TatAB (°) ist zu TatA (°) vergleichbar und impliziert vermutlich eine TatA-Funktion.  

 

 
Abbildung 3.27: Membranbindung und -integration von in vitro synthetisiertem und radioaktiv markiertem 
TatA, TatB, TatAB und TatBA. Frisch präparierte Thylakoide, entsprechend 60 µg Chlorophyll, wurden mit je 10 µl 
TatA, TatAB, TatBA, TatB, 16/23 bzw. pOEC16 versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. TatAB und TatB lagen zur 
radioaktiven Markierung mit der Punktmutation V245M vor. Die Aminosäuresequenz von TatA und TatBA wurde 
C-terminal um ein Methionin erweitert. Zur in vitro-Synthese wurde für TatAB, TatB, pOEC16 und 16/23 Rabbit 
Reticulocyte Lysate System verwendet. TatA und TatBA wurden mittels Wheat germ extract synthetisiert. Die 
Proben wurden zweifach gewaschen, jedoch nicht mit Thermolysin behandelt (siehe Abbildung 3.3). (A) 
Thylakoidfraktionen (T) von TatA, TatAB, TatBA und TatB, entsprechend 15 µg Chlorophyll, wurden über ein 
15 %iges SDS-PAA-Gel aufgetrennt und via Autoradiographie visualisiert. In den Spuren t wurden die 
Translationen der Proteine im stöchiometrischen Verhältnis zu den Proben T aufgetragen. (B) 45 µg des 
Thylakoidmaterials wurden mittels Blue Native-PAGE aufgetrennt. Links ist das Autoradiogramm des Gels 
dargestellt. Rechts abgebildet ist das ungefärbte Blue Native-Gel. Weitere Details zur Blue Native-PAGE sind 
Abbildung 3.8 zu entnehmen.  

 

 
 
Um zu analysieren, wie stabil die TatAB-Chimären im Vergleich zu TatA und TatB in der 

Thylakoidmembran gebunden vorliegen, wurde ermittelt, wie effizient die Proteine mit Hilfe 

von chaotropen Salzen und basischem pH aus der Thylakoidmembran herausgelöst werden. 

Somit wurden die Proteine TatA, TatB, TatAB und TatBA in Anwesenheit von 35S-Methionin 
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in vitro synthetisiert, mit Thylakoiden versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurden die Thylakoide zweimal gewaschen, fraktioniert und dann 30 min mit HM-Puffer oder 

mit HM-Puffer unter Zusatz von 0,2 M bzw. 0,6 M NaBr, 1 M Harnstoff oder 0,1 M Na2CO3 (pH 

11,4) inkubiert (Abbildung 3.28). Dabei wurde die Inkubation der Thylakoide mit HM-Puffer 

als Kontrollbehandlung durchgeführt. Die verwendeten Additive zielen auf die Extraktion von 

Proteinen ab, die peripher an die Membran assoziiert sind. Hierbei werden u. a. 

elektrostatische Wechselwirkungen (NaBr, Na2CO3) sowie auch hydrophobe 

Wechselwirkungen (Harnstoff) von Proteinen beeinträchtigt (Schook et al., 1979; Fujiki et al., 

1982a; Scherer et al., 1992 und 1996). 

Nach der Behandlung wurden die Thylakoide zentrifugiert und die Überstände aufbewahrt. 

Vor Auftrennung der Fraktionen via SDS-PAGE (Abbildung 3.28 A) wurden die Überstände zur  

Entfernung kontaminierender Thylakoide erneut zentrifugiert. Zur vergleichenden 

Auswertung der Stabilität der Membranbindung der Proteine wurde die Proteinverteilung von 

TatA, TatB, TatAB und TatBA nach jeweiliger Behandlungsmethode in den Sediment- 

(Thylakoid) und Überstandfraktionen ermittelt (Abbildung 3.28 B).  

Bei Betrachtung des Diagramms in Abbildung 3.28 B fällt auf, dass nach Kontrollbehandlung 

mit HM-Puffer eine erhöhte Extraktion von TatBA (14 %) nachgewiesen werden konnte. Trotz 

dieser Abweichung erlaubt dieser Einzelversuch Aussagen zur Membranstabilität der Tat-

Chimären. 

Im Allgemeinen lässt sich ableiten, dass TatA und TatBA effizienter extrahiert werden als TatB 

und TatAB. Bei Betrachtung von TatA und TatBA fällt auf, dass nach Behandlung der 

Thylakoide mit 0,2 M und 0,6 M NaBr durchschnittlich 30 % des jeweiligen Proteins der 

Überstandfraktion zugeordnet werden können, wobei die maximal extrahierte Proteinmenge 

für TatA bei ca. 40 % liegt. TatAB und TatB werden bei Verwendung von NaBr hingegen nur zu 

maximal 5 % aus der Thylakoidmembran extrahiert.  

Wird Harnstoff eingesetzt, wird TatA mit einem Anteil von 24 % im Überstand detektiert. 

TatBA und TatAB werden nach Harnstoffzugabe im ähnlichen Mengenverhältnis aus der 

Membran extrahiert. TatB zeigt die höchste Resistenz bei Harnstoffbehandlung. 

Wenn Thylakoide mit basischem pH behandelt wurden (0,1 M Ca2CO3), wird für TatA mit 30 % 

die höchste Extraktionseffizienz gemessen. Während für TatBA ein Proteinanteil von 12 % im 

Überstand ermittelt wurde, wurden TatAB und TatB nur zu ca. 5 % extrahiert.  
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Abbildung 3.28: Membranstabilität von TatA, TatB, TatAB und TatBA. (A) Die Proteine TatA, TatB, TatAB und 
TatBA wurden analog zu Abbildung 3.27 mittels Rabbit Reticulocyte Lysate System (TatAB und TatB) bzw. Wheat 
germ extract (TatA und TatBA) in Anwesenheit von 35S-Methionin in vitro synthetisiert. 200 µl frisch präparierte 
Thylakoide, entsprechend 150 µg Chlorophyll, wurden mit jeweils 25 µl Translation versetzt. Die Ansätze wurden 
5 min auf Eis inkubiert und zweifach gewaschen. Im Anschluss wurden die Thylakoide entsprechend 30 µg 
Chlorophyll fraktioniert und in je 50 µl HM-Puffer (HM), 0,2 M (Br2) bzw. 0,6 M (Br6) Natriumbromid, 1 M 
Harnstoff (U) oder 0,1 M Na2CO3 (CO) aufgenommen. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden die 
Thylakoide 5 min bei 10.000 rpm (Heraeus Biofuge Fresco) zentrifugiert, wobei die abgenommenen Überstände 
zur Entfernung kontaminierender Thylakoide erneut 10 min bei 10.000 rpm sedimentiert wurden. Danach 
wurden die Thylakoid- und Überstandfraktionen entsprechend 15 µg Chlorophyll mit 10 – 17,5 % - igen SDS-PAA-
Gelen aufgetrennt und via Autoradiographie visualisiert. 2 µl Translation (t) des jeweiligen Proteins wurden als 
Kontrolle aufgetragen. (B) Die Signale in den beiden Fraktionen (Thylakoide und Überstände) wurden 
quantifiziert. Die Verteilung der Proteine in Thylakoid- und Überstandsfraktionen ist graphisch dargestellt. Es 
handelt sich um einen Einzelversuch.  
 



  3 ERGEBNISSE 
 

 97 

Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dass TatBA mit zu TatA vergleichbarer Effizienz aus der 

Thylakoidmembran herausgelöst wird. Im Gegensatz zu TatBA weist TatAB eine erhöhte 

Resistenz gegenüber der Behandlung mit NaBr und Na2CO3 auf. Dennoch liegt die durch 

Harnstoff vermittelte Extraktion für die chimären Proteine in einer vergleichbaren 

Größenordnung. Insgesamt betrachtet, ist jedoch die Stabilität der Membranbindung von 

TatAB eher mit jener von TatB vergleichbar, während TatA und TatBA weniger stabil in der 

Membran verankert sind.  

Die Blue Native-PAGE-Analyse der Tat-Chimären aus Abbildung 3.27 führte zu der Annahme, 

dass die Transmembranhelix von TatB für die Assemblierung von TatB und TatBA in TatBC-

Komplexe bzw. in Komplexe, die ein zu TatBC-Komplexen vergleichbares Laufverhalten zeigen, 

entscheidend ist.  

Die Ergebnisse des Extraktionsversuchs aus Abbildung 3.28 legen jedoch nahe, dass nicht 

allein die Transmembranhelix von TatB für die stabile Integration des Proteins in der 

Thylakoidmembran verantwortlich ist. Insbesondere die im Vergleich zu TatA verlängerte 

amphipathische Helix sowie auch die C-terminale Region von TatB bewirken die erhöhte 

Stabilität des Proteins in der Thylakoidmembran.  

 

 

 
Um festzustellen, ob die chimären Tat-Proteine TatAB und TatBA eine TatA- bzw. TatB-

Aktivität aufweisen, wurde ein in thylakoido-Rekonstitutionsversuch mit anti-TatA und anti-

TatB-behandelten Thylakoiden durchgeführt (siehe Abbildung 3.29). Dabei wurden vor 10-

minütiger Transportreaktion jeweils 0,5 µM der Proteine TatA, TatAB, TatBA und TatB aus 

Erbse mit Thylakoiden vorinkubiert. Für unbehandelte Thylakoide ist nach Zugabe von TatA, 

TatAB, TatBA oder TatB stets eine Erhöhung der Transportrate zu verzeichnen, wobei nach 

TatA-Zugabe mit 182 % die höchste relative Transportrate (rel. con) erreicht wird. 

Die Rekonstitution des Tat-Transport anti-TatA-behandelter Thylakoide wird mit allen 

verwendeten Tat-Proteinen - TatA, TatAB, TatBA und TatB - erreicht. Wenn die 

Signalintensitäten von mOEC16 für alle Rekonstitutionsproben anti-TatA-behandelter 

Thylakoide auf die unbehandelte Kontrolle bezogen werden, ergeben sich relative 

Transportraten von über 100 %. Die maximale Transportrate liegt hier bei 166 % und wird bei 
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TatB-vermittelter Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatA-behandelter Thylakoide 

erreicht.  

Dass TatA aus Erbse nicht wie Arabidopsis-TatA in Abbildung 3.23 die höchste Rekonstitution 

des Tat-Transport bewirkt, könnte mit der im Vergleich zu Arabidopsis-TatA geringeren 

katalytischen Aktivität des Proteins zusammenhängen (Dissertation von Mandy Waclawek, 

2016, siehe dort Tabelle 1). Zu dieser Annahme passt jedoch nicht, dass nach TatA-Zugabe zu 

unbehandelten Thylakoiden die höchste relativen Transportrate beobachtet wurde.  

 
Abbildung 3.29: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB und anti-TatA-behandelter Thylakoide mit 
gereinigten TatA, TatB, TatAB und TatBA aus P. sativum. Unbehandelte Thylakoide, entsprechend einer 
Chlorophyllmenge von 30 µg, wurden mit je 0,5 µM TatB, TatA und TatA,E10C vorinkubiert. Die 
Rekonstitutionsreaktionen anti-TatB- bzw. anti-TatA-behandelter Thylakoide wurden mit je 0,5 µM TatA, TatB, 
TatAB und TatBA versetzt, wobei die Endkonzentration der Einzelproteine bei 0,5 µM lag. Der anschließende 
Transport von pOEC16 (5 µl) erfolgte 10 min. Die relative Menge des transportierten Substrats (m) wurde auf die 
Transportreaktion unbehandelter Thylakoide (con) bezogen. Weitere Details sind Abbildung 3.3 zu entnehmen. 

 
Wenn die TatB-Funktion inhibiert ist, sind ausschließlich TatAB und TatB zur Rekonstitution 

befähigt. Während TatAB zu einer Rekonstitution des Transports von 10 % führt, liegt die 

Transportrate nach TatB-Zugabe bei 31 %. Das Vorliegen der Transmembranhelix von TatB in 

der Chimäre TatBA führt also im Gegensatz zur in Kapitel 3.6.1 geäußerten Annahme nicht zur 

Ausbildung einer TatB-Funktion. Obwohl in der Blue Native-PAGE-Analyse für TatBA 

höhermolekulare Komplexe beobachtet wurden (Abbildung 3.27), die ein zu TatBC-

Komplexen ähnliches Laufverhalten aufweisen, ist das Protein nicht zur TatB-Rekonstitution 

befähigt (Abbildung 3.29). Wird jedoch die Transmembranhelix von TatB in der Chimäre TatAB 

durch jene von TatA ersetzt, ist eine Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-behandelter 

Thylakoide erkennbar. Somit liegt nahe, dass die APH-Region von TatB entscheidend für die 

Funktion des TatB-Proteins ist. 
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4 Diskussion 

4.1 Lösliches TatB vermittelt die funktionelle Rekonstitution des Tat-Transports anti-
TatB-behandelter Thylakoide 

 
Hauptziel dieser Arbeit war die funktionelle Analyse von TatB mit Hilfe des in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchs. Die intrinsische TatB-Funktion isolierter Thylakoide aus 

Erbsenkeimlingen wurde mit Hilfe eines TatB-spezifischen Antikörpers inhibiert. Die 

Antikörperbehandlung führte zu einer vollständigen Blockierung des Tat-Transports. Durch 

Zugabe von in vitro synthetisiertem und gereinigtem TatB konnte der Tat-Transport 

authentischer und chimärer Tat-Substrate in isolierten Thylakoiden wiederhergestellt werden 

(siehe Abbildung 3.3 und Abbildung 3.5). Im Rahmen der Arbeit wurde gezeigt, dass die TatB-

vermittelte Transportrekonstitution nicht auf einer Reaktivierung des intrinsischen TatB-

Proteins basiert: Als Negativkontrolle für die TatB-vermittelte Rekonstitution fungierte das 

TatB-Antigen. Da TatB ohne Transmembranhelix nicht in TatBC-Komplexe assemblieren kann, 

war hier keine Transportrekonstitution zu erwarten. Diese Annahme wurde bestätigt (siehe 

Abbildung 3.3, Abbildung 3.5 und schematische Darstellung in Abbildung 4.1 A). Darüber 

hinaus wurde festgestellt, dass die Zugabe des TatB-Antigens zu einer im Vergleich zu TatB 

erhöhten Ablösung des Antikörpers vom intrinsischen TatB-Protein führt, wobei der Tat-

Transport jedoch weiterhin blockiert ist. Für anti-TatB-behandelte Thylakoide, die mit HM-

Puffer oder TatB bzw. den Proteinvarianten TatB,E10C und TatB,E10A versetzt wurden, 

wurden hingegen vergleichsweise geringere Mengen freigesetzten Antikörpers beobachtet. 

So konnte ausgeschlossen werden, dass die Rekonstitution im Zusammenhang mit einer durch 

das zugegebene Protein vermittelten Ablösung des Antikörpers vom intrinsischen TatB-

Protein steht (siehe Abbildung 3.7, Abbildung 3.14 und Anhang 11). Extern zugegebenes TatB 

kann die Funktion des inhibierten, endogenen Proteins ersetzen und ist zu einer funktionellen 

Rekonstitution des Tat-Transports befähigt (siehe Abbildung 4.1 B).  

Dieser Umstand ist bemerkenswert, da TatB eine Untereinheit des heterooligomeren, 

integralen TatBC-Rezeptorkomplexes (560 – 620 kDa) ist (siehe Kapitel 1.4.2.2 Der TatBC-

Rezeptorkomplex). Die funktionelle Rekonstitution von TatB setzt folglich die Assemblierung 

des Proteins in TatBC-Rezeptorkomplexe voraus. Dass extern zugegebenes TatB in TatBC-

Komplexe unbehandelter Thylakoide assembliert, wurde bereits für in vitro synthetisiertes 

Protein nachgewiesen (Fincher et al., 2003, siehe auch Abbildung 3.8). In dieser Arbeit konnte 
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darüber hinaus gezeigt werden, dass auch TatB, das in Anwesenheit von 35S-Met heterolog in 

E. coli synthetisiert und anschließend gereinigt wurde, in TatBC-Rezeptorkomplexe 

assembliert (siehe Abbildung 3.12).  

 

 
Abbildung 4.1: In thylakoido-Rekonstitution des Tat-Transports (modifiziert nach Frielingsdorf et al., 2008). (A) 
Thylakoidsuspensionen werden mit TatB-spezifischen Antikörpern versetzt. Zugegebenes Tat-Substrat 
(Signalpeptid in rot, matures Protein in blau) wird daher nicht in das Lumen transportiert (magentafarbene 
Balken). (B) Der Transport kann durch Zugabe von in vitro synthetisiertem oder gereinigtem TatB 
wiederhergestellt werden. Die in (B) gezeigte Rekonstitution des Tat-Transports basiert auf der Annahme, dass 
TatB in partiell bzw. in de novo assemblierte TatBC-Rezeptorkomplexe mit freiem TatC integriert. Des Weiteren 
ist denkbar, dass ein Austausch zwischen zugegebenem TatB und antikörpergebundenem intrinsischem TatB 
erfolgt. Für weitere Details zum Tat-Transport siehe Abbildung 1.4 und Kapitel 1.4.2.2: Der Mechanismus des 
Tat-Transports. 

 
Die erreichte Transportrate nach TatB-vermittelter Rekonstitution anti-TatB-behandelter 

Thylakoide war stets geringer als die Transportrate unbehandelter Kontrollreaktionen. Die 

dabei erreichten relativen Transportraten für pOEC16 lagen bei Verwendung von in vitro 

synthetisiertem TatB bei 3 – 8 % und bei Zugabe von gereinigtem TatB bei 15 – 40 % 

(Ausnahme Abbildung 3.29; Variabilität der Transportraten wird in Kapitel 4.5 diskutiert). Die 
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TatA-vermittelte Rekonstitution anti-TatA-behandelter Thylakoide erfolgt allerdings 

quantitativ, d.h. die Transportrate nach Rekonstitution ist zu Kontrollreaktionen vergleichbar 

bzw. kann sogar die Transportrate unbehandelter Thylakoide übersteigen. Im Gegensatz zu 

TatA ist TatB Bestandteil des TatBC-Rezeptorkomplexes. So kann angenommen werden, dass 

das Ausmaß der TatB-Rekonstitution durch die erforderliche Assemblierung in TatBC-

Komplexe limitiert ist. Um zu untersuchen, ob die TatB-vermittelte Rekonstitution durch eine 

zeitintensive Assemblierung von TatB limitiert ist, wurden Thylakoide vor dem 

Transportversuch in einem Zeitraum von 0 – 20 min mit TatB vorinkubiert (siehe Anhang 10). 

Da festgestellt wurde, dass eine verlängerte Vorinkubation von TatB mit 

antikörperbehandelten Thylakoiden nicht zur Steigerung der Transportrate nach 

Rekonstitution führt, kann ein zeitabhängiger Assemblierungsschritt als Ursache für die 

geringe Transportrekonstitution ausgeschlossen werden. 

Es ist möglich, dass extern zugegebenes TatB in existierende TatBC-Komplexe assembliert, was 

die Verfügbarkeit freier Bindestellen im TatBC-Komplex voraussetzt. Da intrinsisches anti-

TatB-behandeltes Protein im Zeitraum des in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs nicht 

degradiert wird (siehe Anhang 15), könnten potentielle Bindestellen für zugegebenes TatB 

zum einen in partiell assemblierten TatBC-Komplexen verfügbar sein. Zum anderen ist 

denkbar, dass intrinsisches TatB mit TatC de novo TatBC-Komplexe ausbildet, wobei freies 

TatC erforderlich ist. Des Weiteren ist möglich, dass intrinsisches TatB in vollständig 

assemblierten TatBC-Komplexen mit dem zugegebenen Protein um die Bindung an die 

Komplexe konkurriert. Diese Annahme lässt sich mit der für E. coli postulierten Dynamik der 

TatB-Bindung (TMH) an TatC (Positionswechsel zwischen TMH5 und TMH6) vereinen 

(Habersetzer et al., 2017). 

Die postulierten Assemblierungsmechanismen könnten mit einem begrenzten Angebot freier 

Bindestellen für lösliches TatB in TatBC-Komplexen einhergehen und ursächlich für die geringe 

Transportrekonstitution sein. Da jedoch nach TatA-Zugabe in TatB-vermittelten 

Rekonstitutionsversuchen (siehe Abbildung 3.23) eine zu Kontrollreaktionen vergleichbare 

Transportrate erreicht wird, ist eine Limitierung der Assemblierung des zugegebenen TatB-

Proteins unwahrscheinlich (weiterführende Diskussion in Kapitel 4.4). 
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4.2 Die Bedeutung des Glutamatrests in der TMH von TatA und TatB 
 
Da TatB Bestandteil des TatBC-Rezeptorkomplexes ist, wird angenommen, dass die 

Assemblierung von TatB in TatBC-Komplexe für die Funktionalität des Proteins essentiell ist. 

Für authentisches TatB aus P. sativum, das nach in vitro-Synthese bzw. nach heterologer 

Synthese in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen eingesetzt wurde, konnte die 

Assemblierung in TatBC-Komplexe nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.8 und Fincher et 

al., 2003; Abbildung 3.12). So liegt nahe, dass die Assemblierung von TatB in den 

Rezeptorkomplex die Fähigkeit zur Transportrekonstitution bedingt.  
Dennoch wurde im Rahmen dieser Arbeit beobachtet, dass die Proteinvarianten TatB,E10C 

und TatB,E10A aus P. sativum zu einer Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB-

behandelter Thylakoide befähigt sind (siehe Abbildung 3.14), obwohl für diese Proteine keine 

Assemblierung in TatBC-Komplexe nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 3.13 und 

Ma et al., 2018 für TatB,E10C (wird als E11C bezeichnet)).  

Im Vergleich zu Rekonstitutionsversuchen mit authentischem TatB ist die 

Transportrate nach Zugabe von TatB,E10C und TatB,E10A zu anti-TatB-behandelten 

Thylakoiden vermindert. Während TatB den Tat-Transport in Abbildung 3.14 bis zu 38 % 

wiederherstellte, wurde nach Austausch des Glutamatrests in TatB eine Rekonstitution des 

Tat-Transports von bis zu 6 % (TatB,E10C) und bis zu 10 % (TatB,E10A) erreicht. Mit Hilfe der 

Konzentrationsreihen in Abbildung 3.16 kann abgeleitet werden, dass TatB nach Austausch 

des Glutamatrests eine geringere Rekonstitutionsfähigkeit als das authentische Protein 

aufweist, wobei der Km-Wert unverändert bleibt. Als Ursache für die verringerte 

Rekonstitutionsfähigkeit der Proteinvarianten ist eine eingeschränkte Interaktion mit TatC 

anzunehmen. Für E. coli wurde postuliert, dass der Glutamatrest in der TMH von TatB (hier 

Position 8) über Wasserstoffbrückenbindungen mit den Resten M205, T208, Q215, welche in 

TMH5 bzw. TMH6 von TatC positioniert sind, wechselwirkt (Alcock et al., 2016). Des Weiteren 

wurde die Relevanz des Glutamatrests in P. sativum und E. coli für die TatBC-Interaktion mit 

Hilfe von Crosslink-Analysen gezeigt (P. sativum und E. coli: New et al., 2018; E.coli: Kneuper 

et al. 2012; Rollauer et al. 2012; Blümmel et al., 2015; Alcock et al., 2016; Habersetzer et al., 

2017). Die beeinträchtigte Bindung an TatC erklärt vermutlich, warum TatB,E10C und 

TatB,E10A nicht in TatBC-Komplexen detektiert werden können: Zum einen könnte die 

Assemblierung der Proteine in TatBC-Komplexe unterhalb des Detektionslimits für eine 

Blue Native-PAGE-Analyse liegen. Zum anderen ist denkbar, dass TatBC-Komplexe, die 
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TatB,E10A bzw. TatB,E10C enthalten, instabil sind und im Zuge der Solubilisierung mit 

Digitonin zerfallen und somit nach Durchführung einer Blue Native-PAGE nicht nachweisbar 

sind (siehe Abbildung 3.13). 

Frühere Publikationen lieferten divergente Daten zur Funktionalität der Proteinvariante 

TatB,E8A in E. coli (in Pflanzen Position 10). Barrett et al. (2003) und Hicks et al. (2003) konnten 

unabhängig voneinander für E. coli zeigen, dass TatB,E8A aus E. coli im Tat-Transport aktiv ist. 

Alcock et al. (2016) beobachteten hingegen für TatB,E8A keine Transportaktivität. Die Autoren 

bemerkten, dass Barret et al. (2003) und Hicks et al. (2003) mit E. coli-Stämmen arbeiteten, in 

denen die Tat-Gene überexprimiert wurden, während für die eigenen Arbeiten die Expression 

der Tat-Gene u. a. über einen authentischen Promotor reguliert wurde. Alcock et al. (2016) 

zeigten mittels Co-IP, dass eine Überproduktion der Proteinvariante TatB,E8A den 

postulierten TatC-Interaktionsdefekt kompensieren kann (siehe Fig. 6D), während nach 

Genexpression unter Kontrolle des authentischen Promotors keine Kompensation beobachtet 

wurde.  

Dennoch ist denkbar, dass die Interaktion von TatB und TatC im TatBC-Komplex nicht 

ausschließlich vom Glutamatrest in der TMH von TatB abhängig ist. Analysen von Ma et al. 

(2018) zeigen, dass sich der Austausch verschiedener Aminosäurereste in TMH (G8, E11), 

hinge-Region (G24, K26, G27) und APH (Q43, P44, R47, E48) zu Cysteinresten z. T. erheblich 

auf die Assemblierung in TatBC-Komplexe auswirkt (Die Positionierung der Aminosäurereste 

ist in dieser Publikation um eine Positition verschoben, da das Startmethionin als Position 1 

deklariert wurde). So ist vorstellbar, dass ein Aminosäureaustausch des Glutamats an Position 

10 zwar eine Destabilisierung der TatBC-Interaktion hervorruft, jedoch keinen vollständigen 

Ausfall der Proteinfunktion zur Folge hat.  

Im Falle von TatA, welches mit TatB eine Proteinfamilie bildet, ist die transiente Interaktion 

mit dem TatBC-Rezeptorkomplex sogar Bestandteil der Proteinfunktion.  

Während der Glutamatrest in der TMH von TatB hochkonserviert ist, liegt dieser 

Aminosäurerest von TatA in Proteobakterien, Firmicutes, Actino-, Acido- und Cyanobakterien 

oftmals substituiert als Histidin, Glutamin, Glycin oder auch Serin vor (Alcock et al., 2016).  

Pflanzliches TatA trägt ebenfalls einen Glutamatrest an Position 10 in der TMH. Wie für TatB 

wird auch für TatA postuliert, dass der in der TMH von TatA vorliegende Glutamatrest relevant 

für die Interaktion des Proteins mit TatC ist (P. sativum: Aldridge et al., 2014) und für die 

Homooligomerisierung des Proteins bedeutend ist (Dabney-Smith et al., 2006). Außerdem 
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wurde vermutet, dass der Glutamatrest eine Funktion als pH-Sensor übernimmt: Die 

Protonierung der y-Carboxylgruppe bei saurem pH im Lumen könnte unter 

Transportbedingungen die Assemblierung von TatA mit dem TatBC-Rezeptorkomplex steuern 

(Dabney-Smith et al., 2003). Diese Annahme konnte bisher nicht bestätigt werden 

(Dissertation von Christopher Paul New, 2020). 

Die Proteine TatA,E10C; E10D; E10A und E10Q wurden bereits im in thylakoido-

Rekonstitutionsversuch auf ihre TatA-Funktion untersucht und als inaktiv (E10C in Hauer et 

al., 2013; E10A und E10Q in Dabney-Smith et al., 2003) bzw. als marginal aktiv bewertet (E10D 

in Dabney-Smith et al., 2003). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass TatA,E10Q in Tat-

Transportversuchen mit Thylakoiden der Mais-Mutante tha4 (Walker et al., 1999) keinen Tat-

Transport vermittelt (Fincher et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die TatA,E10C-

vermittelte Rekonstitution von anti-TatA-behandelten Thylakoiden im Vergleich zu 

authentischem TatA eine deutlich verminderte Transportrate ermittelt. Es wurde eine relative 

Transportrate von 18 % erreicht (siehe Abbildung 3.24). Die Diskrepanz zur von Hauer et al. 

(2013) gemessenen Nullaktivität von TatA,E10C ergibt sich, wie bereits in Kapitel 3.5 erwähnt, 

wahrscheinlich aus der Anwendung verschiedener Transportzeiten und Substrate.  

In dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dass TatA,E10C und TatB,E10C in 

Rekonstitutionsversuchen aktiv sind. Obwohl die Daten für TatA,E10C einen Gegensatz zu 

Hauer et al. (2013) und Dabney-Smith et al. (2003) bilden, ist unstrittig, dass der Austausch 

des Glutamats in der TMH von TatA und TatB einen negativen Einfluss auf die vermittelte 

Transportrekonstitution in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen hat. Der Umstand, dass 

nachweisbare TatB-Assemblierung und Funktion womöglich nicht streng verknüpft sind, stellt 

eine der bisher als grundlegend angenommenen TatB-Eigenschaften in Frage. 

 

4.3 Die Rolle des C-Terminus von TatB für den Tat-abhängigen Proteintransport 
 
Während die Entfernung der C-terminal unstrukturierten Region von TatA aus E. coli, Erbse 

und Arabidopsis (Lee et al., 2002; Dabney-Smith et al., 2003; Petterson et al., 2019) 

nachweislich keinen negativen Einfluss auf die Proteinaktivität hat, lässt sich für E. coli-TatB-

core aus Literaturdaten eine verminderte Proteinaktivität ableiten (Lee et al., 2002; 

Maldonado et al., 2011). 

Die in Abbildung 3.19 gezeigten Daten legen nahe, dass TatB-core, welches TatB1-103 aus Erbse 

entspricht, bei Verwendung von zu authentischem TatB vergleichbaren Konzentrationen 
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ebenfalls eine verminderte Transportrekonstitution vermittelt, die jedoch bei Verwendung 

von 4 µM Protein gesteigert werden konnte (Abbildung 3.19). Somit ist denkbar, dass TatB-

core eine im Vergleich zu authentischem TatB verringerte Affinität zum TatBC-Komplex 

aufweist. Ursächlich hierfür könnte u. a. eine funktionelle Bedeutung der C-terminalen Region 

sein. So wurde für E. coli-TatB gezeigt, dass der Aminosäurerest D106, der in der C-terminalen 

Region positioniert ist, mit intramolekularen Lysinresten im Bereich der löslichen Helices 

quervernetzt werden kann (Fröbel et al., 2019).  

Für TatB-core aus A. thaliana (TatB1-106), das nur eine marginale Transportrekonstitution 

vermittelt (siehe Abbildung 3.19), konnte im Gegensatz zum verkürzten Protein aus Erbse eine 

verstärkte Aggregatbildung beobachtet werden, deren Ursache unklar ist (Abbildung 3.4).  

Aus Abbildung 4.2 A ist zu erkennen, dass die TatB-Proteine aus A. thaliana und Erbse im 

Bereich der Aminosäurereste 1 – 70 eine hohe Sequenzhomogenität aufweisen. Mit Hilfe 

eines vergleichenden Hydropathieplots sind erst ab Sequenzposition 70 Unterschiede in der 

Hydrophobizität der TatB-Proteine aus A. thaliana und Erbse zu erkennen (siehe Abbildung 

4.2 B). Es kann jedoch keine deutlich erhöhte Hydrophobizität für A. thaliana-TatB-core 

abgeleitet werden. 

Die Aggregate konnten nicht mittels Ultrazentrifugation aus der Proteinlösung, die in 

Rekonstitutionsversuchen eingesetzt wurde, entfernt werden. Die wahrscheinlich inaktiven 

Proteinaggregate beeinflussen die Konzentrationsbestimmung des löslichen A. thaliana-TatB-

core-Proteins. Somit ist anzunehmen, dass aktives TatB-core in geringerer 

Stoffmengenkonzentration im in thylakoido-Rekonstitutionsversuch vorlag, als angenommen. 

Da die Aggregatbildung im Reinigungsprozess nicht verhindert werden konnte, ist unklar, ob 

Arabidopsis-TatB-core tatsächlich nur eine geringe Transportrekonstitution vermitteln kann. 

Möglicherweise kann die Bildung von Proteinaggregaten zukünftig minimiert werden, wenn 

RP-HPLC-Elutionsfraktionen des Proteins vor in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen mittels 

Dialyse in HM-Puffer mit Harnstoff überführt werden. Die chaotropen Eigenschaften des 

Harnstoffs könnten hydrophobe Effekte reduzieren (Salvi et al., 2005).  
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Abbildung 4.2: Analyse der Hydrophobizität von TatB aus A. thaliana und P. sativum. (A) Sequenzvergleich von 
TatB aus A. thaliana und P. sativum. Die Bereiche für Transmembranhelix (TMH) und amphipathische Helix (APH) 
wurden markiert. Zwischen beiden Helices liegt die hinge-Region, die in (B) als hR bezeichnet wird. Die Festlegung 
der TMH und APH richtet sich nach Zhang (Yi) et al. (2014a; TatB aus E. coli). Die Sterne markieren das Ende der 
TatB-core-Proteine. Weitere Informationen zum Sequenzvergleich und zur Länge und Position der APH von TatB 
siehe Abbildung 3.26 und Abbildung 4.3. (B) Im Diagramm sind die durchschnittlichen Werte (Fensterbreite 9) 
für Hydrophobizität (positve Werte) und Hydrophilie (negative Werte) der beiden Proteine dargestellt. Dabei 
wurde die Hydropathie-Skalierung von Kyte und Doolittle (1982) gewählt. Die Sterne markieren das Ende der 
TatB-core-Proteine. Wie in (A) erkennbar ist, ergibt sich für beide Proteine bis Position 60 eine hohe 
Sequenzidentität, sodass sich die Graphen in (B) z.T. überlagern. 

 
4.4 Die TatA-Menge als limitierender Faktor in der TatB-vermittelten 

Transportrekonstitution 
 
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die TatB-vermittelte Rekonstitution durch 

TatA-Zugabe erhöht wird und die erreichte Transportrate mit unbehandelten 

Kontrollreaktionen (con) vergleichbar ist (siehe Abbildung 3.23). Wird TatA,E10C in einem 

Ansatz mit TatB zu anti-TatB-behandelten Thylakoiden hinzugegeben, ist keine Steigerung der 

TatB-vermittelten Rekonstitution ersichtlich. Folglich ermöglicht nur der Zusatz von 

authentischem TatA eine quantitative TatB-Rekonstitution.  

Die in Abbildung 3.20 und Abbildung 3.22 dargestellten Versuche legen nahe, dass die 

Steigerung der Transportrate auf einen Ausgleich des TatA-Defizits in verwendeten 
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Thylakoiden zurückzuführen ist. Das Defizit wird dabei wahrscheinlich durch die partielle 

Extraktion von TatA aus der Thylakoidmembran im Rahmen von Waschungen hervorgerufen, 

die bei der Durchführung von Rekonstitutionsversuchen unabdingbar sind. Demzufolge ist die 

in Kapitel 4.1 postulierte Limitierung der freien Bindestellen für extern zugegebenes TatB in 

TatBC-Komplexen nicht ursächlich für die im Vergleich zu unbehandelten Kontrollreaktionen 

geringeren Transportraten nach TatB-vermittelter Rekonstitution (rel. con 15 – 40 %: siehe 

z.B. Abbildung 3.5, Abbildung 3.14, Abbildung 3.16 und Abbildung 3.23).  

Es war jedoch nicht möglich den mutmaßlichen Verlust des intrinsischen TatA-Proteins mittels 

Western Blot-Analyse zu visualisieren (siehe Abbildung 3.21). Lediglich in vitro synthetisiertes 

TatA aus P. sativum, das zu unbehandelten Thylakoiden hinzugegeben wurde, konnte nach 

Durchführung von vier aufeinanderfolgenden Waschschritten in Überstandsfraktionen 

nachgewiesen werden. Dabei lag der in Überstandsfraktionen ermittelte Proteinanteil pro 

Waschschritt bei 3 – 5 %. Der Gesamtanteil des in vitro synthetisierten Proteins in allen 

Überstandsfraktionen betrug 18 %. Auch wenn sich die Ergebnisse des Versuchs nicht 

unmittelbar auf intrinsisches TatA übertragen lassen, ist anzunehmen, dass intrinsisches TatA 

bei jedem Waschschritt geringfügig aus der Thylakoidmembran herausgelöst wird. Mit dieser 

Annahme geht einher, dass der Tat-Transport isolierter Thylakoide durch sukzessive 

Waschungen vermindert wird und durch Zugabe von TatA aus A. thaliana erhöht werden 

kann. Die erreichten Transportraten waren sogar stets höher als die der Kontrollreaktionen 

jedes Waschstadiums (siehe Abbildung 3.20, bei 2,5-minütigem Transport). Dieser Effekt 

konnte ebenfalls beobachtet werden, wenn Erbsen-TatA, das im Vergleich zu Arabidopsis-

TatA eine geringere katalytische Aktivität aufweist, vor der Transportreaktion mit vierfach-

gewaschenen Thylakoiden vorinkubiert wurde (siehe Abbildung 3.29: unbehandelte 

Thylakoide,  Spuren con vs. A; siehe auch Abb. 25 in der Dissertation von Mandy Waclawek, 

2016). Der Tat-Transport in Thylakoiden, die direkt nach der Lyse mit TatA vorinkubiert 

werden, war ebenfalls erhöht (siehe 0 x HM und 0 x HM). Es ist unwahrscheinlich, dass hier 

ein TatA-Defizit in der Thylakoidmembran vorliegt, da die Thylakoide direkt nach der Lyse der 

Chloroplasten noch keinem Waschschritt unterzogen wurden. Allerdings steht nach TatA-

Zugabe eine erhöhte Proteinmenge für den Tat-Transport zur Verfügung, sodass eine 

gesteigerte Transporteffizienz nachvollziehbar ist. Das extern zugegebene Protein inseriert 

spontan in die Thylakoidmembran und könnte entsprechend der TatA-Funktion zusätzlich 

transient am TatBC-Rezeptorkomplex assemblieren.  
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Da TatA in Erbsen-Chloroplasten nicht nur in der Membran vorliegend sondern auch im 

Stroma nachgewiesen wurde, könnte darüber hinaus lösliches Protein eine Funktion im 

Transportprozess übernehmen (Frielingsdorf et al., 2008). Nach einem möglichen Recycling-

Mechanismus von löslichem und membrangebundenem TatA könnte das im Stroma 

verfügbare Protein als Reserve fungieren und für den Transport von Substraten in die 

Membran integriert werden. Insbesondere diese postulierte Proteinreserve könnte dann nach 

Thylakoidwaschungen in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen fehlen und zusätzlich zu 

TatA, das aus der Thylakoidmembran herausgelöst wird, einen negativen Einfluss auf die 

Transporteffizienz haben.  

 

4.5 Variabilität des Tat-Transports in in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen 
 
Im Allgemeinen wurde beobachtet, dass die Transportraten nach TatB-vermittelter 

Rekonstitution Schwankungen unterliegen. So wurden bei 10-minütigem Tat-Transport von 

pOEC16 nach Zugabe von gereinigtem TatB relative Transportraten im Bereich von 15 – 40 % 

ermittelt (Ausnahme Abbildung 3.29).  

Ein Faktor, der die Transportrate nach TatB-vermittelter Rekonstitution beeinflussen kann, ist 

das gereinigte TatB-Protein. Es wurde festgestellt, dass die Aktivität des mittels RP-HPLC 

gereinigten TatB-Proteins mit zunehmender Zeit abnimmt, obwohl es in Acetonitril/Wasser 

bei 4 °C gelagert wurde. Aus diesem Grund wurden alle in dieser Arbeit gezeigten 

Rekonstitutionsversuche mit gereinigtem TatB durchgeführt, das maximal zwei Wochen in 

Acetonitril/Wasser vorlag, sodass die schwankenden Transportrekonstitutionen nicht auf die 

Lagerungsdauer des gereinigten Proteins zurückzuführen sind. 

Bei allen durchgeführten in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen, wurden für die 

Quantifizierung des maturen Proteins unbehandelte Thylakoide in der Kontrollreaktionen als 

Referenz eingesetzt. Es wäre denkbar, dass eine schwankende Aktivität und/oder 

Ausgangsmenge des endogenen TatA-Proteins der verwendeten Erbsenkeimlinge 

verschiedener Versuche ursächlich für die Variabilität der TatB-Rekonstitution ist, obwohl 

konstante Anzuchtbedingungen vorliegen. Jedoch müsste die TatA-Menge aller Proben eines 

Versuchs vergleichbar sein und somit bei der Ermittlung der Transportraten keine Rolle 

spielen. So ist unwahrscheinlich, dass die variablen Transportraten in in thylakoido-

Rekonstitutionsversuchen auf einem Wasch- bzw. Extraktionseffekt von TatA basieren.  
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Es ist denkbar, dass schwankende Transportraten mit unterschiedlichen 

Transportkompetenzen von unbehandelten und antikörperbehandelten Thylakoide eines 

Versuchs einhergehen. Die Ursache für das postulierte Phänomen ist jedoch unbekannt.  

 

4.6 TatA vs. TatB – Gemeinsamkeiten und Unterschiede 
 

 
 
Die TatB-Konzentration, bei der 50 % des rekonstituierten Transports erreicht werden, liegt 

bei 0,15 µM. Obwohl für die TatB-vermittelte Transportrekonstitution im Vergleich zu 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuchen mit TatA deutlich geringere Transportraten erreicht 

werden, ist ein ähnlicher Proteinbedarf erkennbar: Der für TatA ermittelte Km-Wert befindet 

sich mit 0,12 µM in der gleichen Größenordnung (Hauer et al., 2013). So wäre denkbar, dass 

die Tat-Komponenten in äquivalenten Mengen in der Tat-Translokase benötigt werden.  

Wie bereits erwähnt, existieren divergierende Angaben zur Stöchiometrie der Tat-Proteine in 

der Thylakoidmembran, sodass je nach verwendeter Methode und Spezies im Vergleich zu 

TatB und TatC ein geringeres (Jakob et al., 2009), vergleichbares (Mori et al., 2001; Jakob et 

al., 2009) oder höheres TatA-Level (Celedon & Cline 2012) postuliert wird. In den angegebenen 

Publikationen wurden insbesondere die Mengenverhältnisse der in den Thylakoidmembranen 

vorliegenden Proteine bestimmt, während in dieser Arbeit und in Hauer et al. (2013) am 

Translokationsprozess beteiligte Proteine untersucht wurden. Hier ist zu beachten, dass nicht 

bekannt ist, ob tatsächlich die Gesamtmenge der TatA- und TatB-Proteine in 

Rekonstitutionsversuchen aktiv ist. Dennoch ist die aus den Daten der AG Klösgen 

abzuleitende 1:1 Stöchiometrie von TatA:TatB im Translokationsprozess bemerkenswert. 

Neben den ähnlichen Bedarfsmengen von TatA und TatB im Tat-Transport konnte für beide 

Proteine auf eine positive Kooperativität beim Transportprozess geschlossen werden (siehe 

Hauer et al., 2013; Abbildung 3.19 und Zinecker et al., 2020). Entsprechend dem favorisierten 

Modell der Coenzym-vermittelten Translokation könnte TatA im TatBC-Substrat-Komplex eine 

Konformationsänderung auslösen, die wiederum die Affinität des am TatBC-Substrat-Komplex 

assemblierenden TatA-Proteins erhöht, bis es den Transport eines Substrates über die 

Membran katalysieren kann (Hauer et al., 2013).  

Warum hingegen die TatB-vermittelte Rekonstitution eine positive Kooperativität zeigt, lässt 

sich schwer einordnen: Am ehesten denkbar wäre eine kooperative Assemblierung, wenn 
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extern zugegebenes TatB mit freiem TatC eine Komplexbildung eingeht. Es wurde jedoch 

gezeigt, dass die Transportrate nach Rekonstitution unabhängig von der Vorinkubation des 

extern zugegebenen Proteins ist, sodass die Assemblierung in TatBC-Komplexe bereits vor 

Beginn der Transportreaktion abgeschlossen sein müsste und nicht ursächlich für die positive 

Kooperativität ist (siehe Anhang 10). Es wäre aber auch möglich, dass assembliertes TatB 

dynamisch ist und im Austausch mit TatB-Proteinen anderer TatBC-Komplexe steht, sodass 

dieser Effekt im Zusammenhang mit einer positiven Kooperativität stehen könnte. Der für 

E. coli postulierte Positionswechsel von TatA und TatB an den TatC-Bindestellen bei der 

Ausbildung der aktiven Translokase bekräftigt dabei jedoch ausschließlich die Dynamik des 

TatB-Proteins innerhalb eines TatBC-Komplexes (Habersetzer et al., 2017).  

 

 
 
Die Daten dieser Arbeit und Frielingsdorf et al. (2008) legen nahe, dass TatA im Vergleich zu 

TatB weniger stabil in der Thylakoidmembran integriert ist. Dabei wurde festgestellt, dass 

insbesondere die APH-Region und nicht die TMH-Region für die verstärkte 

Membranintegration von TatB verantwortlich ist (siehe Abbildung 3.28).  

Diese Beobachtung wird außerdem durch Analysen zur Hydrophobizität und zur Amphiphilie 

der Proteine unterstützt (siehe Abbildung 4.3). Wenn TatA und TatB aus Erbse in einem 

Hydropathie-Plot nach Kyte & Doolittle (1982) aufgetragen werden, ist zu erkennen, dass der 

N-terminale Bereich der Transmembranhelix von TatA im Vergleich zu TatB etwas 

hydrophober ist, wohingegen der C-terminale Bereich der TMH für TatB eine erhöhte 

Hydrophobizität aufweist, sodass die TMH-Regionen beider Proteine einen insgesamt 

vergleichbaren hydrophoben Charakter zeigen (siehe Abbildung 4.3 A). So ist nachvollziehbar, 

dass TatBA unter Anwendung chaotroper Salze in einer zu TatA vergleichbaren Effizienz aus 

der Thylakoidmembran extrahiert werden kann (siehe Abbildung 3.28). 

Zum Vergleich der amphipathischen Helices beider Proteine eignet sich insbesondere die 

Analyse des α-helikalen hydrophoben Moments (Eisenberg et al., 1982; siehe Abbildung 

4.3 B). Dieser Wert gibt an, inwieweit hydrophobe und hydrophile Aminosäuren in einer a-

Helix voneinander getrennt sind und sich somit eine hydrophobe und hydrophile Oberfläche 

der Helix ergibt. Je höher also der berechnete Wert für ein Sequenz-Fenster liegt, desto besser 

getrennt sind die hydrophilen und hydrophoben Aminosäurereste. 
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Abbildung 4.3: Analyse der Hydrophobizität und des hydrophoben Moments von TatA und TatB aus P. sativum. 
(A) Im Diagramm sind die durchschnittlichen Werte (Fensterbreite 9) für Hydrophobizität (positve Werte) und 
Hydrophilie (negative Werte) der beiden Proteine dargestellt. Dabei wurde die Hydropathie-Skalierung von Kyte 
und Doolittle (1982) gewählt. (B) Das a-helikale hydrophobe Moment nach Eisenberg et al. (1982) beschreibt 
den Charakter a-helikaler Bereiche, wobei hohe Werte auf Amphiphilie hinweisen (Fensterbreite 9). Die Bereiche 
für Transmembranhelix (TMH), hinge-Region (hR) und amphipathische Helices (APH; Balkendarstellung) wurden 
markiert. Die Festlegung der Einteilung richtet sich für TatA nach Petterson et al. (2018; TatA aus A. thaliana, 
exakte Positionen: TMH = V6 -L19; APH = E27 – S48). Die TMH-Region von TatB wurde nach Zhang (Yi) et al. 
(2014a; TatB aus E. coli, exakte Position: S7 – L19) eingegrenzt. Die APH-Region von TatB aus P. sativum erstreckt 
sich laut Zhang (Lei) et al. (2014) und Ma et al. (2018) von L28-G65.  

 

Während das hydrophobe Moment für TatA von Sequenz-Position 25 – 47 maximal ist 

(oberhalb von 1,5), erstreckt sich dieses für TatB von Sequenz-Position 25 – 54. Dabei ist 

festzustellen, dass das hydrophobe Moment für TatB stets höher liegt als für TatA. Außerdem 

ist ein weiteres Maximum im Bereich der Sequenz-Positionen 60 -70 zu erkennen. Die 

Betrachtung des hydrophoben Moments impliziert somit für TatB eine vergleichsweise 

verlängerte APH, die außerdem eine ausgeprägte Trennung hydrophober und hydrophiler 

APH-Reste zeigt, was schließlich die Assoziation mit der Membrangrenzschicht verbessert. In 

Ma et al. (2018) dargestellte helical wheel-Plots für die Aminosäuresequenzbereiche L28 - P44 

und T45 - G65 zeigen ebenfalls die Amphiphilie dieses Bereichs an. Zhang (Lei) et al. (2014) 

wiesen außerdem mit Hilfe von NMR-Spektroskopie nach, dass die postulierte APH von TatB 
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(L28 – G65) mit Phospholipiden interagiert und unabhängig von der TMH mit Membranen 

assoziieren kann. Schließlich ist nachvollziehbar, dass die APH von TatB ursächlich für eine im 

Vergleich zu TatA erhöhte Membranbindung sein kann (siehe Abbildung 3.28).  

 

 
 
Während postuliert wird, dass TatA den Transport eines Substrats vermittelt und dabei nur 

transient mit dem TatBC-Rezeptorkomplex interagiert, vollführt TatB im heterooligomeren 

Komplex mit TatC die Funktion des Substratrezeptors. Diese deutliche Abgrenzung der 

Proteinfunktionen wurde hauptsächlich für TatABC-Systeme beschrieben (Settles & 

Martienssen, 1998; Cline & Mori, 2001; Mori & Cline, 2002; Alcock et al., 2013; Aldridge et al., 

2014; Maurer et al., 2010). So wurde festgestellt, dass bei simultanen Deletionen von tatA und 

tatE oder aber Deletion von tatB kein Tat-Transport der TMAO-Reduktase (TorA) erfolgt, da 

keine Enzymaktivität gemessen wurde. Bei diesem physiologischen Test werden E. coli-Zellen 

unter anaeroben Bedingungen angezogen, wobei die TMAO-Atmung als Indikator für ein 

funktionierendes Tat-System gilt. Es wurde außerdem gezeigt, dass die Deletionen von tatA 

und tatE nicht mittels Expression von tatB komplementiert werden. Auch der reverse Ansatz, 

die Deletion von tatB über die Expression von tatA zu komplementieren, ist nicht möglich 

(Sargent et al., 1999).  

Im in thylakoido-System kann TatA ebenfalls nicht die Funktion von TatB übernehmen (siehe 

Abbildung 3.24 und Abbildung 3.29). Es ist wahrscheinlich, dass TatA keine TatB-Aktivität 

aufweist, weil das Protein keine stabile Bindung mit TatC eingeht (z.B. Mori & Cline, 2002; 

Aldridge et al., 2014) und außerdem im Vergleich zu TatB eine verkürzte amphipathische Helix 

aufweist. Letztere ist wahrscheinlich Voraussetzung für die TatB-Funktion (siehe Abbildung 

3.29 und weiterführende Diskussion in Kapitel 4.6.4).  

Interessanterweise konnten jedoch für E. coli-TatA Suppressormutationen im N-Terminus des 

Proteins isoliert werden, welche die Abwesenheit von TatB kompensieren, sodass diese TatA-

Varianten wie in B. subtilis bifunktionell sind und gemeinsam mit TatC den Tat-Transport 

vermitteln (Blaudeck et al., 2005).  

Eine potentielle duale Funktion von TatB wurde bisher nicht beschrieben. Demzufolge handelt 

es sich bei dem mehrfach reproduzierten Ergebnis, dass TatB den Tat-Transport anti-TatA-

behandelter Thylakoide rekonstituieren kann, um eine vollkommen neue und für die 
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Diskussion der TatA-Funktion möglicherweise fundamental bedeutende Beobachtung (siehe 

Abbildung 3.24).  

Mit Hilfe der NaBr-Behandlung von Thylakoiden, bei der insbesondere TatA aus der 

Thylakoidmembran extrahiert wird (siehe Abbildung 3.25 und Abbildung 3.28; Frielingsdorf et 

al., 2008), konnte ebenfalls gezeigt werden, dass TatB den Verlust von TatA zum Teil 

kompensieren kann und dass die beobachtete TatA-Aktivität von TatB kein Artefakt der 

Antikörperbehandlung der Rekonstitutionsversuche aus Abbildung 3.24 ist.  

Außerdem wurde mit Hilfe des TatB-Antigens gezeigt, dass die Membranintegration von TatB 

essentiell ist, um den Tat-Transport anti-TatA-behandelter Thylakoide zu rekonstituieren 

(siehe Anhang 17). Darüber hinaus kann auch mit TatB,E10C keine Rekonstitution des 

Transports erreicht werden, was darauf hindeutet, dass die Interaktion mit TatC ebenfalls ein 

wesentlicher Faktor für die TatA-Aktivität von TatB ist (siehe Anhang 12).  

Die beobachtete Bifunktionalität von TatB ist erstaunlich, da TatB im Gegensatz zu TatA (Oates 

et al., 2005) stabil in TatBC-Komplexe assembliert. Wenn außerdem die komplexunabhängige 

Oligomerisierung bei TatA ein wesentliches Merkmal für die TatA-Funktion ist, ist darüber 

hinaus interessant, dass TatB nicht zur Homooligomerisierung außerhalb des 

Rezeptorkomplexes neigt (Kneuper et al., 2012; Ma et al. 2018) 

Es ist jedoch zu beachten, dass nur extern zugegebenes TatB eine TatA-Aktivität in 

Rekonstitutionsversuchen vermitteln kann. Es kann vermutet werden, dass intrinsisches TatB 

durch die feste Bindung an TatBC-Komplexe eingeschränkt ist, sodass nur die Zugabe von 

löslichem TatB, welches dann ungebunden in der Membran vorliegt und lateral frei 

diffundieren kann, die Ausübung der TatA-Funktion am TatBC-Rezeptorkomplex ermöglicht. 

Da für TatB-Rekonstitutionen bereits nach Zugabe von 0,3 µM TatB die maximale 

Transportrate erreicht wird (siehe Abbildung 3.16), ist anzunehmen, dass TatB in den 

durchgeführten Versuchen im Überschuss vorliegt (siehe Abbildung 3.24 und Abbildung 3.29), 

sodass neben in TatBC-Komplexen assembliertem Protein tatsächlich ungebundenes TatB in 

der Membran vorliegen könnte.  

Obwohl unklar ist, wie die gezeigte Bifunktionalität von TatB in aktuelle Modellvorstellungen 

eingeordnet werden könnte, konnten mit den durchgeführten Versuchen dennoch 

mechanistische Aspekte zur TatA-Akivität des Proteins abgeleitet werden.  
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Dabney-Smith et al. (2003) konnten die TatB-vermittelte Rekonstitution des Tat-Transports 

anti-TatA-behandelter Thylakoide nicht beobachten. Im Unterschied zu den in Abbildung 3.24 

und Abbildung 3.29 gezeigten Daten, wurde in vitro synthetisiertes TatB verwendet. 

Möglicherweise kann mit in vitro synthetisiertem TatB keine TatA-Aktivität erreicht oder 

detektiert werden.  

Wie bereits in Kapitel 4.1 zusammengefasst wurde, ist die in dieser Arbeit erreichte TatB-

vermittelte Rekonstitution des Tat-Transports von pOEC16 mit in vitro synthetisiertem TatB 

geringer (3 – 8 %) als bei Verwendung von gereinigtem TatB (15 – 40 %). Ursächlich für die 

geringere Rekonstitutionsleistung des in vitro synthetisierten TatB-Proteins könnte z.B. eine 

unvollständige bzw. inkorrekte Faltung des Proteins sein. Daten der AG Klösgen deuten darauf 

hin, dass insbesondere die RP-HPLC-Reinigung von heterolog synthetisiertem TatB einen 

wesentlichen Einfluss auf die Aktivität des Proteins im in thylakoido-Rekonstitutionsversuch 

hat, wobei die Ausprägung der korrekten Faltung im Reinigungsprozess wahrscheinlich ist. Bei 

der Rückfaltung der unter denaturierenden Bedingungen aus inclusion bodies aufgereinigten 

TatA- und TatB-Proteine erwies sich die Kombination aus RP-HPLC zur finalen Proteinreinigung 

und direkt aus Acetonitril/Wasser erfolgter Dialyse als entscheidender Schritt bei der 

Rückfaltung eines funktionellen Tat-Proteins. Organische Lösungsmittel begünstigen 

nachweislich die Ausbildung von Helices (Yu et al., 2016). So konnte für RP-HPLC-gereinigtes 

TatA aus A. thaliana bereits mittels Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) die 

Ausbildung der α-Helices nachgewiesen werden (Petterson et al., 2018).  

 

 
 
Die Beobachtung, dass TatA keine TatB-Aktivität vermitteln kann, impliziert, dass TatB im 

Vergleich zu TatA besondere Eigenschaften aufweist, die zur Erfüllung der TatB-Funktion 

essentiell sind. Ursächlich für die Ausübung einer TatB-Aktivität könnten insbesondere 

Unterschiede in TMH und APH der Tat-Proteine sein. Wie in Kapitel 3.6 beschrieben wurde, 

zeigen sich bereits im Vergleich der Aminosäuresequenzen Unterschiede. Obwohl die 

Transmembranhelices von TatA und TatB ähnlich hydrophob sind (siehe Abbildung 4.3 A), 

wurde durch die Analyse des hydrophoben Moments festgestellt (siehe Abbildung 4.3 B), dass 

die APH von TatB verlängert ist und eine ausgeprägtere Trennung hydrophober und 

hydrophiler Reste zeigt, was schließlich auch die Assoziation mit der Membran verbessern 

könnte. Diese Annahme konnte durch Untersuchungen zur Membranstabilität der chimären 
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Tat-Proteine TatAB und TatBA im Vergleich zu den authentischen Proteinen festgestellt 

werden (siehe Abbildung 3.28 und Diskussion in 4.6.2). Während TatBA und TatA ähnlich 

effizient aus der Thylakoidmembran extrahiert wurden, zeigte TatAB eine zu TatB 

vergleichbare Membranstabilität. Interessanterweise konnte auch nur TatAB den Tat-

Transport anti-TatB-behandelter Thylakoide rekonstituieren, TatBA war nicht zur 

Rekonstitution befähigt (siehe Abbildung 3.29).  

Eine potentiell verbesserte Bindung zu TatC für TatAB lässt sich jedoch aus den Blue Native-

Analysen nicht ableiten (siehe Abbildung 3.27 und Anhang 14), da keine Komplexe identifiziert 

wurden, die ein zu TatBC-Komplexen vergleichbares Laufverhalten aufweisen. TatBC-ähnliche 

Komplexe wurden jedoch für TatBA, das keine TatB-Aktivität aufweist, festgestellt. Diese 

Komplexe zeigen, dass die Transmembranhelix von TatB die stabile Interaktion mit TatC 

vermittelt, die jedoch nicht essentiell für die TatB-Funktion zu sein scheint, da die TatB-

vermittelte Rekonstitution mit TatAB im Vergleich zu authentischem Protein verringert, 

jedoch nicht inhibiert ist (siehe Abbildung 3.29). 

Eine Diskrepanz zwischen Assemblierung und Funktion von TatB-Proteinen ergab sich 

ebenfalls für TatB,E10C und TatB,E10A (siehe Kapitel 4.2). Die Daten der 

Rekonstitutionsversuche legen nahe, dass die stabile bzw. nachweisbare Interaktion von TatB 

und TatC nicht essentiell für die TatB-Funktion ist. 

Da für TatB im in thylakoido-Rekonstitutionsversuch eine TatA-Aktivität nachgewiesen werden 

konnte, wurde angenommen, dass auch TatAB und TatBA eine Rekonstitution vermitteln, 

wenn intrinsisches TatA inhibiert ist. Diese Annahme wurde bestätigt (siehe Abbildung 3.29). 

 

Der in dieser Arbeit gezeigte Rekonstitutionsversuch mit chimären TatAB-Proteinen, kann mit 

früheren Publikationen verglichen werden (siehe Abbildung 3.29). Dabney-Smith et al. (2003) 

untersuchten ebenfalls die TatA-vermittelte Rekonstitution chimärer Tat-Proteine, die in 

ihrem Aufbau den hier verwendeten Proteinen TatAB und TatBA gleichen. Wie Tabelle 4.1 zu 

entnehmen ist, wurde bei Zugabe von TatB bzw. TatAB zu anti-TatA-behandelten Thylakoiden 

keine Transportrekonstitution erreicht. Möglicherweise hängt dies, wie bereits in Kapitel 4.6.3 

beschrieben wurde, mit einer inkorrekten bzw. unvollständigen Faltung des verwendeten 

in vitro synthetisierten TatB-Proteins zusammen.  

Auch Lee et al. (2002) untersuchten die Funktionalität der vergleichbar konstruierten 

chimären Proteine TatAB und TatBA in E .coli. Im Gegensatz zu Dabney-Smith et al. (2003) 
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wurde hier gezeigt, dass TatAB die TatA-Funktion bei Deletion von tatA ersetzen kann, 

während TatBA die Abwesenheit von TatA nicht kompensieren kann. Methodisch basiert 

dieser Versuch auf der SDS-Empfindlichkeit von tat-Deletionsmutanten, der mit einem Defizit 

der Tat-abhängig transportierten Zellwandamidasen AmiA und AmiC einhergeht (Ize et al., 

2003). In Übereinstimmung mit Abbildung 3.29 aus dieser Arbeit konnte also in Lee et al. 

(2002) festgestellt werden, dass TatAB eine TatA-Aktivität aufweist.  

 

Tabelle 4.1: Vergleich der TatA- bzw. TatB-Aktivitäten in E. coli und P. sativum. In der Tabelle werden 
Ergebnisse der eigenen Arbeit und der Publikationen von Lee et al. (2002) und Dabney-Smith et al. (2003) zu 
chimären TatAB-Proteinen gegenübergestellt. Lee et al. (2002) untersuchten die SDS-Empfindlichkeit der tat-
Deletionsstämme DtatAE und DtatB, die mit TatA-, TatAB-, TatBA- und TatB-synthetisierenden Plasmiden 
transformiert wurden. In der eigenen Arbeit und in Dabney-Smith et al. (2003) wurden in thylakoido-
Rekonstitutionsversuche (siehe Abbildung 3.29) zur Untersuchung der TatA- bzw. TatB-Aktivität unter 
Verwendung von TatA- bzw. TatB-spezifischen Antikörpern (nur in dieser Arbeit) angewendet. Ein + zeigt das 
Wachstum der E. coli-Zellen in Lee et al. (2002) bzw. die Rekonstitution des Tat-Transports in Dabney-Smith et 
al. (2003) und der eigenen Arbeit an. N.g. (nicht gemessen) gibt an, dass die Kombination nicht erprobt wurde.  
 

E. coli Protein Zellwachstum 

Lee et al., 2002 

in thylakoido-Rekonstitution Protein Erbse 
Dabney-Smith et al., 2003 diese Arbeit 

DtatAE  TatA n.g. + + TatA anti-TatA 

 TatAB + - + TatAB  

 TatBA - + + TatBA  

 TatB n.g. - + TatB  

DtatB TatA n.g. n.g. - TatA anti-TatB 

 TatAB + n.g. + TatAB  

 TatBA - n.g. - TatBA  

 TatB n.g. n.g. + TatB  

 

Die Deletion von tatB wurde in Lee et al. (2002) ebenfalls mit TatAB kompensiert, wohingegen 

für TatBA keine TatB-Aktivität festgestellt werden konnte. Diese Ergebnisse entsprechen dem 

in thylakoido-Rekonstitutionsversuch aus Abbildung 3.29 und verdeutlichen die Relevanz der 

TatB-APH-Region für die TatB-Aktivität. 
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4.7 Schlussbemerkungen 
 
Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur TatB-vermittelten Rekonstitution des Tat-

Transports ermöglichte erstmals die Analyse der TatB-Aktivität im in thylakoido-System und 

legt nahe, dass TatA und TatB im Tat-Transport in äquivalenten Mengen benötigt werden. 

Darüber hinaus handelt es sich bei der Beobachtung, dass TatB den Tat-Transport anti-

TatA-behandelter Thylakoide rekonstituieren kann, um eine bisher einzigartige Beobachtung. 

Es ist denkbar, dass die Fähigkeit zur Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatA-behandelter 

Thylakoide auf den Gemeinsamkeiten von TatA und TatB beruht. So kann insbesondere die 

verlängerte amphipathische Helix von TatB ein Alleinstellungsmerkmal der Funktion von TatB 

sein. Mit Hilfe des in thylakoido-Rekonstituionsversuchs können nun weitere chimäre TatAB-

Proteine zur gezielten Analyse der APH-Region von TatB untersucht werden. So könnte der 

funktionsdeterminierende Bereich, der für eine TatB-Aktivität entscheidend ist, weiter 

eingegrenzt werden.  
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Anhang 

 
Anhang 1: Vektorkarte von pBAT 

 
Anhang 2: Vektorkarte von pIVEX 1.3 WG 
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Anhang 3: Vektorkarte von pET30a 

 
Anhang 4: Vektorkarte von pET28a 
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Anhang 5: Vektorkarte von pETSUMO 

 
 
 
 
 
Anhang 6: Western Blot-Analyse von intrinsischem und extern zugegebenem 
TatB nach Blue Native-PAGE. Erbsenthylakoide, entsprechend 60 µg, wurden 
5 min auf Eis mit HM (-) oder mit 0,5 µM gereinigtem TatB inkubiert. Nach 
Solubiliserung der Thylakoidmembranproteine wurden diese über ein 
5 – 13,5 %iges Blue Native-PAA-Gradientengel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Weitere Informationen zur Blue Native-PAGE-Analyse 
sind in Abbildung 3.8 angegeben. Zur Immundetektion von TatB mittels ECL 
(enhanced chemiluminescence) wurde die Membran 2 h mit anti-TatB-
Antikörper (Pisum sativum) und anschließend 1 h mit horseradish Peroxidase-
konjugiertem anti-rabbit IGG inkubiert. Weitere Informationen zur 
Western Blot-Analyse sind in Kapitel 2.2.2.17 angegeben. 

 



  ANHANG 

 148 

 
 
 
 
 
Anhang 7: Western Blot-Analyse von extern zugegebenem TatB-His nach 
Blue Native-PAGE. Erbsenthylakoide, entsprechend 60 µg, wurden 5 min auf Eis 
mit 0,5 µM gereinigtem TatB-His inkubiert. Nach Solubiliserung der 
Thylakoidmembranproteine wurden diese über ein 5 – 13,5 %iges Blue Native-
PAA-Gradientengel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. 
Weitere Informationen zur Blue Native-PAGE-Analyse sind in Abbildung 3.8 
angegeben. Zur Immundetektion von TatB-His (links) mittels ECL (enhanced 
chemiluminescence) wurde die Membran 1 h mit anti-His-HRP-
Antikörperkonjugat (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) inkubiert. Die 
Membran dient als Ladekontrolle (rechts). Weitere Informationen zur 
Western Blot-Analyse sind in Kapitel 2.2.2.17 angegeben. 
 
 
 
 
 

 

 
Anhang 8: Heterologe Synthese und Reinigung von radioaktiv markiertem tag-TatBM. (A) Nach Synthese in 
E. coli liegt TatB als Fusionsprotein mit N-terminalem His/S-tag (tag) vor, welches über IMAC gereinigt wird. Das 
Eluat wird entweder mit verbleibender tag-Region gereinigt (Fließschema links) oder zuvor einer Bromcyan-
Spaltung unterzogen (Fließschema rechts). „n.I“: nach Induktion; „IB“: inclusion bodies vor Säule; „D“: Durchfluss; 
„W“: Waschung; „E“: Elution. In (B) und (C) sind Ausschnitte der Chromatogramme der RP-HPLC Reinigungen von 
tag-TatB und TatB dargestellt (mAU: mili absorption units, Detektionswellenlänge 220 nm). Die Fraktionierung 
der Proteinproben erfolgte von 21,5 – 23,5 min in 30 Sekunden Schritten, die Fraktion ab 23,5 min wurde für 
1 min gesammelt (bis 24,5 min). 30 µl der einzelnen Fraktionen wurden über 15 %ige SDS-PAA-Gele aufgetrennt 
und via Autoradiographie visualisiert. Zur Kontrolle der Spaltreaktion in (C) wurde tag-TatBM im 
stöchiometrischen Verhältnis zur BrCN-Spaltreaktion (BrCN = Bromcyan) aufgetragen. 
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Anhang 9: Membranintegration von gereinigtem und radioaktiv 
markiertem tag-TatBM bzw. TatBM. Erbsenthylakoide, entsprechend 
60 µg, wurden 5 min auf Eis mit 16/23 (Rabbit Reticulocyte Lysate 
System) oder mit den Proteinen TatB bzw. tag-TatB, welche in 
Anwesenheit von 35S-Methonin ausgehend vom pET30a-Vektor in 
E. coli synthetisiert wurden, inkubiert. Dazu wurden die RP-HPLC-
Fraktionen (Anhang 8 B und C) der gereinigten Proteine tag-TatB 
(Fraktion 22 und 22,5 min) und TatB (Fraktion 22 – 23,5 min) 
gefriergetrocknet, in 100 µl HM-Puffer aufgenommen, bei 
160.000 x g (4 °C) zentrifugiert. Die Überstände wurden schließlich 
zu Thylakoiden hinzugefügt. Nach Solubilisierung der 
Thylakoidmembranproteine wurden diese über 5 – 13,5 %ige 
Blue Native-PAA-Gradientengele aufgetrennt (links) und mittels 
Autoradiographie (rechts) visualisiert. Weitere Informationen zur 
Blue Native-PAGE-Analyse sind in Abbildung 3.8 angegeben. 
 

 
 

 
Anhang 10: Einfluss der Vorinkubation von TatB auf die TatB-vermittelte Rekonstitution des Tat-Transports. 
Unbehandelte (con) oder mit TatB-spezifischem Antikörper behandelte Thylakoide (HM), entsprechend 30 µg 
Chlorophyll, wurden mit 5 µl pOEC16 versetzt. Im Rekonstitutionsversuch wurden anti-TatB-behandelte 
Thylakoide vor Zugabe von pOEC16 für die über den Spuren angegebenen Zeiten mit 0,5 µM TatB auf Eis 
inkubiert. Die Transportzeit betrug 10 min. Weitere Details zum in thylakloido-Rekonstitutionsversuch sind 
Abbildung 3.3 zu entnehmen.  
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Anhang 11: Stabilität der Antikörperbindung II. Nach Durchführung eines zu Abbildung 3.14 vergleichbaren 
in thylakoido-Rekonstitutionsversuchs wurden bestimmte Proben nach Transportreaktion auf die Anwesenheit 
des TatB-spezifischen Antikörpers untersucht. Bei (A) und (B) handelt sich um unabhängige Versuche. (A) wurde 
bereits ohne die Probe TatB,E10C in Abbildung 3.7 gezeigt. So wurden Transportansätze unbehandelter 
Thylakoide (con) bzw. anti-TatB-behandelter Thylakoide, die mit HM-Puffer (HM), 0,5 µM TatB (TatB), TatB-
Antigen (Ag) oder TatB,E10C bzw. TatB,E10A (nur in B) behandelt wurden, 4 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 
Für (B) ist zu beachten, dass fälschlicherweise 0,25 µM Antigen eingesetzt wurden, wobei für alle anderen 
Proteine 0,5 µM verwendet wurden. Weitere Details sind in Abbildung 3.7 angegeben. 

 

 

Anhang 12: Rekonstitution des Tat-Transports anti-TatB und anti-TatA-behandelter Thylakoide mit gereinigten 
TatB und TatB,E10C aus P. sativum. Unbehandelte (con) oder mit TatB-spezifischem Antikörper behandelte 
Thylakoide (HM), entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit 5 µl pOEC16 versetzt. Die 
Rekonstitutionsreaktionen anti-TatB- bzw. anti-TatA-behandelter Thylakoide wurden vor Zugabe des Tat-
Substrats mit HM bzw. TatB oder TatB,E10C (B,E10C) versetzt, wobei die Endkonzentration der Einzelproteine 
bei 0,5 µM lag. Die Transportdauer betrug 10 min. Die relative Menge des transportierten Substrats (m) wurde 
auf die Transportreaktion unbehandelter Thylakoide (con) bezogen. Weitere Details zum in thylakoido-
Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  
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Anhang 13: Einfluss von NaBr auf den Tat-Transport. Thylakoide, entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden 
30 min auf Eis mit 0,2 – 1 M NaBr inkubiert und anschließend zwei Waschungen unterzogen. pOEC16 (5 µl) 
wurde 10 min in unbehandelte (con) und NaBr-behandelte Thylakoide transportiert. Die relative Menge des 
transportierten Substrats (m) wurde auf die Transportreaktion unbehandelter Thylakoide (con) bezogen. 
Weitere Details zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 3.3 zu entnehmen.  

 

 

 

Anhang 14: Membranbindung und -integration von 
in vitro synthetisiertem und radioaktiv markiertem 
TatA, TatB, TatAB und TatBA II. Frisch präparierte 
Thylakoide, entsprechend 60 µg Chlorophyll, wurden 
mit je 10 µl TatA, TatAB, TatBA oder TatB versetzt und 
5 min auf Eis inkubiert. Nach Solubiliserung der 
Thylakoidmem-branproteine wurde die Proben via 
Blue Native-PAGE aufgetrennt. Links ist das 
Autoradiogramm des Gels (rechts) abgebildet. 
Weitere Details sind Abbildung 3.27 zu entnehmen. 

 
 
 

 

Anhang 15: Stabilität von intrinsischem TatB nach Antikörperbehandlung. Unbehandelte Thylakoide (A) und 
anti-TatB-behandelte Thylakoide (B) wurden für die oberhalb der Spuren angegebenen Zeiten auf Eis inkubiert 
und im Anschluss zweifach mit HM-Puffer gewaschen. Stöchiometrische Menge jeder Probe, entsprechend 
7,5 µg Chlorophyll wurden über 15 %ige SDS-PAA Gele aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Zur 
Immundetektion von TatB mittels ECL (enhanced chemiluminescence) wurde die Membran 2 h mit anti-TatB-
Antikörper (Arabidopsis thaliana) und anschließend für 1 h mit horseradish Peroxidase-konjugiertem anti-rabbit 
IGG inkubiert. Die Position von intrinsischem TatB ist mit schwarzen Pfeilköpfen gekennzeichnet. Die grauen 
Pfeilköpfe zeigen die Position der schweren Kette des anti-TatB-Antikörpers an. Weitere Informationen zur 
Western Blot-Analyse sind in Kapitel 2.2.2.17 angegeben. 
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Anhang 16: Phyre2-Analyse von TatB aus P. sativum. (A) Sekundärstrukturvorhersage von TatB. Wie unterhalb 
angegeben, zeigt die Vorhersage TMH (braune Farbe, Position 8 - 22) und alpha-Helices (Positionen 24 – 96 und 
115 – 118) mit Angabe der Wahrscheinlichkeit (siehe Confidence Key) für die Ausbildung von Sekundärstrukturen 
(SS confidence) bzw. unstruktierter Bereiche (Disorder confidence) an. (B) 3D-Strukturmodellvorhersage von 
TatB. Die Farbgebung basiert auf Disorder Confidence von N-Terminus (blau) nach C-Terminus (grün). Weitere 
Informationen zu Phyre2, einem Onlinetool für Proteinmodellierung, -vorhersage und -analyse sind Kelley et al. 
(2015) zu entnehmen.  
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Anhang 17: Rekonstitution des Tat-Transports anti-
TatA-behandelter Thylakoide mit gereinigten TatB und 
TatB-Antigen aus P. sativum. Unbehandelte (con) oder 
mit TatB-spezifischem Antikörper behandelte Thylakoide 
(HM), entsprechend 30 µg Chlorophyll, wurden mit 5 µl 
pOEC16 versetzt. Die Rekonstitutionsreaktionen anti-
TatA-behandelter Thylakoide wurden vor Zugabe des Tat-
Substrats mit HM bzw. TatB oder TatB-Antigen (Ag) 
versetzt, wobei die Endkonzentration der Einzelproteine 
bei 0,5 µM lag. Die Transportreaktion wurde 10 min 
durchgeführt. Die relative Menge des transportierten 
Substrats (m) wurde auf die Transportreaktion 
unbehandelter Thylakoide (con) bezogen. Weitere Details 
zum in thylakoido-Rekonstitutionsversuch sind Abbildung 
3.3 zu entnehmen. 

 
 

 
Anhang 18: Kinetik des Tat-Transports unbehandelter und rekonstituierter Thylakoide. Der Transport des 
Substrats wurde nach Wiederholung des in Abbildung 3.15 A dargestellten Experiments (n = 3) quantifiziert. Die 
relative Menge des maturen OEC16 wurde für jeden Zeitpunkt der Kontrollreaktionen (con) im Vergleich zur 20-
minütigen Kontrollreaktion (con) bestimmt, für Rekonstitutionsreaktionen (TatB) wurde die relative Menge des 
maturen Proteins im Vergleich zur 20-minütigen Rekonstitutionsreaktion (TatB) bestimmt. Schwarze Kreise: 
Kontrolltransport unbehandelter Thylakoide (con), weiße Kreise: TatB-Rekonstitution (TatB). 
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Anhang 19: Aminosäuresequenzen gereinigter Tat-Proteine 
siehe Kapitel 2.1.13.2: Tat-Komponenten, Konstrukte zur heterologen Synthese 
 
TatA (A. thaliana)  
     
        10         20         30         40         50         60  
ALFGLGVPEL AVIAGVAALL FGPKKLPEIG KSIGKTVKSF QQAAKEFESE LKTEPEESVA  
 
        70         80  
ESSQVATSNK EEEKKTEVSS SSKENV 
 
 
TatA (P. sativum) 
 
        10         20         30         40         50         60  
AFFGLGVPEL VVIAGVAALV FGPKKLPEVG RSIGQTVKSF QQAAKEFETE LKKEPNPTEE  
 
        70         80  
ISVASEQEKQ DIKVSSTKDN V  
 
 
TatB (A. thaliana) 
 
        10         20         30         40         50         60  
ASLFGVGAPE ALVIGVVALL VFGPKGLAEV ARNLGKTLRT FQPTIRELQD VSRDFKSTLE  
 
        70         80         90        100        110        120  
REIGLDDIST PNVYNQNRTN PVQPPPPPPP PSVPSTEAPV TANDPNDSQS PKAYTSEDYL  
 
       130        140        150        160        170  
KFTEEQLKAL SPAESQTEDQ TQTQEPPQPT TVQTPTGESQ PNGTARETTA ASPPRQD  
 
 
TatB-core (A. thaliana) 
 
        10         20         30         40         50         60  
ASLFGVGAPE ALVIGVVALL VFGPKGLAEV ARNLGKTLRT FQPTIRELQD VSRDFKSTLE  
 
        70         80         90        100  
REIGLDDIST PNVYNQNRTN PVQPPPPPPP PSVPSTEAPV TANDPN  
 
 
TatB (P. sativum) 
 
        10         20         30         40         50         60  
ASLFGVGAPE ALVIGVVALL VFGPKGLAEV ARNLGKTLRE FQPTIREIQD VSREFKSTLE  
 
        70         80         90        100        110        120  
REIGIDDITN PLQSTYSSNV RNTTPTPSAT EITNNSQTAV DPNGKVDESK AYSSEEYLKI  
 
       130        140        150        160        170  
TEEQLKAVAA QQQEQTSSPK EDEIEQQIQP PANETAATVP PPQKPESESS LPSDL  
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TatB-core (P. sativum) 
 
        10         20         30         40         50         60  
ASLFGVGAPE ALVIGVVALL VFGPKGLAEV ARNLGKTLRE FQPTIREIQD VSREFKSTLE  
 
        70         80         90        100  
REIGIDDITN PLQSTYSSNV RNTTPTPSAT EITNNSQTAV DPN 

 
 
TatB-Antigen (P. sativum)  
 
        10         20         30         40         50         60  
MGPKGLAEVA RNLGKTLREF QPTIREIQDV SREFKSTLER EIGIDDITNP LQSTYSSNVR  
 
        70         80         90        100        110        120  
NTTPTPSATE ITNNSQTAVD PNGKVDESKA YSSEEYLKIT EEQLKAVAAQ QQEQTSSPKE  
 
       130        140        150        160  
DEIEQQIQPP ANETAATVPP PQKPESESSL PSDLLEHHHH HH  
 
 
TatAB (P. sativum)  
 
        10         20         30         40         50         60  
AFFGLGVPEL VVIAGVAALV FGPKGLAEVA RNLGKTLREF QPTIREIQDV SREFKSTLER  
 
        70         80         90        100        110        120  
EIGIDDITNP LQSTYSSNVR NTTPTPSATE ITNNSQTAVD PNGKVDESKA YSSEEYLKIT  
 
       130        140        150        160        170  
EEQLKAVAAQ QQEQTSSPKE DEIEQQIQPP ANETAATVPP PQKPESESSL PSDL 

 
 
TatBA (P. sativum) 
 
        10         20         30         40         50         60  
ASLFGVGAPE ALVIGVVALL VFGPKKLPEV GRSIGQTVKS FQQAAKEFET ELKKEPNPTE  
 
        70         80  
EISVASEQEK QDIKVSSTKD NV 
 
 
 
 
 
 
 


