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1 Einleitung

1.1 Eisen - ein essentielles Metall

Verschiedene Metalle sind an Stoffwechselvorgéngen beteiligt. Dazu gehoren u.a. Mo-
lybdéan (z.B. Nitrogenase), Magnesium (z.B. Chlorophyll), Kupfer (z.B. Plastocyanin)
und Eisen (z.B. Hém). Eisen als Spurenelement ist sowohl fiir Tiere als auch Pflanzen
essentiell. Es liegt unter anderem in Cofaktoren (z.B. Fe/S-Cluster, Him-Gruppen) vor
und ist daher mafigeblich an verschiedenen Stoffwechselvorgéngen beteiligt, beispiels-
weise an der Bindung von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid am Ham des Hamoglobins.
Fiir die biologische Nutzung steht Eisen nur begrenzt zur Verfiigung. Diese Limitierung
ist nicht auf die Haufigkeit des Metalls in der Erde zuriickzufiihren, sondern beruht auf
dessen Loslichkeitseigenschaften. Eisen kommt vor allem als Eisen(IIT) (Fe®T) vor. Dieses
ist im Gegensatz zu Eisen(II) (Fe*™) im physiologischen pH-Bereich nahezu unléslich.
Eisen(II) wird allerdings leicht zu Eisen(III) oxidiert und ist dann nicht mehr verfiigbar.
So betriigt die Konzentration an 16slichem Eisen(ITT) bei pH 7 nur 101" M (Theil (1987),
Hell & Stephan (2003)). Eine Pflanze benétigt fiir Normalwachstum bereits Eisen(I11)-
Konzentrationen im Bereich von 1074-10% M (Mori (1999)).

Um den Eisenbedarf zu decken, haben Pflanzen zwei Mechanismen zur Eisenaufnahme
entwickelt, welche als Strategie-I und Strategie-II bezeichnet werden (Rémheld & Mar-
schner (1986)). Alle hoheren Pflanzen (z.B. Arabidopsis thaliana, Tomate und Erbse)
mit Ausnahme der Graminaceae sind Strategie-I-Pflanzen, welche sich durch drei Merk-
male auszeichnen. Zum einen werden Protonen in die Rhizosphére abgegeben, wodurch
sich der pH erniedrigt und Eisen(III) besser 16slich wird. Die nun verfiigharen Fe(III)-
Ionen werden von membransténdigen Eisen(I1T)chelatreduktasen zu Fe(II) reduziert und
im Anschluss von spezifischen Eisentransportern der Plasmamembran in die Zellen auf-
genommen (Romheld & Marschner (1986), Briat & Lobréaux (1997), Hell & Stephan
(2003)). Gréser (z.B. Weizen, Gerste, Reis und Mais) gehoren zu den Strategie-11 Pflan-
zen, diese setzen chelatisierende Substanzen (Phytosiderophore, [PS]) frei. Phytosidero-
phore binden das im Boden vorkommende Eisen(III). Diese Fe*"-PS-Komplexe werden

anschlieBend von spezifischen Transportproteinen iiber die Plasmamembran transpor-
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tiert.

Neben den fiir Stoffwechselprozesse forderlichen Eigenschaften kann Eisen die Zelle auch
schiadigen. Diese Wirkung zeigt sich bei der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS,
reactive oxygen species), welche sowohl DNA | Lipide als auch Proteine schidigen kénnen
(Briat & Lebrun (1999), Briat & Lobréaux (1997)). Bei der Reduktion von Sauerstoff
zu Wasser entsteht ein Superoxidanion als Zwischenprodukt, welches Fe(III) zu Fe(II)
reduzieren kann (Abb. 1.1). Im Anschluss reagiert das Fe(II) in der Fenton-Reaktion mit
Wasserstoffperoxid zu Fe(III) und zum hochreaktiven Hydroxylradikal (Abb. 1.1).

Fe3t +.:057 —— Fe2t+0, Oxidation vom Superoxidanion

Felt + HoOp ———> Fe3* + OH ++OH  Fenfon-Reaktion

‘O +H Oy ——» Op+OH +-OH Y Haber-Weiss-Reduktion

Abb. 1.1: Eisen-vermittelte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Die Abbildung zeigt eine
Auswahl an Reaktionen von Eisenionen mit Sauerstoffspezies (nach Staiger (2002)). Die Summe der
Eisen(III)-Reduktion von Superoxidanion und der Fentonreaktion resultiert in der Entstehung eines
Hydroxylradikals.

Folglich miissen ungebundene Eisenionen in lebenden Zellen vermieden werden. Dies
wird durch Eisen-speichernde Proteine erméglicht, welche iiberschiissige Eisenionen auf-

nehmen.

1.2 Eisen-speichernde Proteine

An der zellularen Eisenhomoostase sind die Eisen-speichernden Ferritine, Dps-Proteine
(DNA protection during starvation) und Frataxine beteiligt. Bevor auf die in dieser
Arbeit untersuchten Ferritine ndher eingegangen wird, sollen zunéchst Frataxine und

Dps-Proteine vorgestellt werden.

Frataxine sind in die mitochondrielle Eisenspeicherung involviert und bilden Eisen-
speichernde Komplexe, welche aus bis zu 48 Untereinheiten bestehen (Branda et al.
(1999), Adamec et al. (2000), Cavadini et al. (2002), Gakh et al. (2002), Park et al.
(2002)). Sie sind organismeniibergreifend konserviert (Bakterien, Sduger, Pflanzen) und
liegen in hoheren Organismen als kerncodierte Mitochondrienproteine vor (Babcock et al.
(1997), Koutnikova et al. (1997), Cavadini et al. (2000)). Mutationen im Frataxin-Gen
fithren beispielsweise beim Menschen zu einer degenerativen Erkrankung (Friedreichs
Atazia, Campuzano et al. (1996)). In Hefen wurde bei Frataxin-knockout Stammen mit-
tels Atomabsorptionsspektroskopie die Akkumulation von Eisen in Mitochondrien nach-
gewiesen (Babcock et al. (1997), Foury & Cazzalini (1997)). Des Weiteren sind Frataxine
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an der Synthese von Fe/S-Clustern, sowie Him-Guppen in Mitochondrien beteiligt (Lill
& Miihlenhoff (2005)). Bisherige Untersuchungen wurden vor allem mit Frataxin aus
Hefe und Mensch durchgefiihrt. Zur Situation in Pflanzen ist dagegen wenig bekannt. In
Arabidopsis thaliana wurde ein Gen identifiziert, welches fiir Frataxin codiert und das
Protein aus Hefe funktionell komplementieren kann (Busi et al. (2004)). Das Arabidop-
sis Frataxin wird vor allem in Bliiten und sich entwickelnden Embryos exprimiert (Busi
et al. (2004), Vazzola et al. (2007)). Arabidopsis T-DNA-Insertionslinien zeigten, dass
der Frataxin-knockout embryolethal ist (Busi et al. (2006), Vazzola et al. (2007)).

Dps-Proteine (DNA protection during starvation) wurden erstmals von Almirén et al.
(1992) in E. coli beschrieben. Bei Anzucht unter Néhrstoffmangel oder oxidativen Stress
schiitzen Dps-Proteine die DNA vor oxidativer Schiadigung (Almirén et al. (1992)). Ein
Teil der Dps-Proteine ist in der Lage an DNA Molekiile zu binden, dies trifft aller-
dings nicht auf alle Vertreter der Dps-Familie zu (Pena & Bullerjahn (1995), Tonello
et al. (1999), Papinutto et al. (2002)). Zudem zeigen Dps-Proteine Eigenschaften der
Ferritine, beispielsweise Oxidation und Aufnahme von Eisen (Ren et al. (2003)). Die
Verbindung zu Ferritin wurde durch die Isolierung des so genannten Listeria-Ferritins
entdeckt. Dabei wurde versucht, Ferritin aus Listeria innocua zu isolieren. Es zeigte sich
allerdings, dass das isolierte Protein deutlich kleiner als Ferritin war und anstelle der
24 nur 12 Untereinheiten besaB (Bozzi et al. (1997), Ilari et al. (2000)). Diese Kom-
plexzusammensetzung deutete auf Dps-Proteine hin, von welchen bekannt war, dass
sie aus 12 Untereinheiten aufgebaut sind (Grant et al. (1998)). Sequenzanalysen des
Listeria-Ferritins zeigten Homologie zu Dps-Proteinen und nicht zu Ferritinen (Bozzi
et al. (1997)). Dps-Proteine sind den Ferritinen funktionell &hnlich und werden daher

auch als Mini-Ferritine bezeichnet.

1.3 Ferritine

1.3.1 Die Anfinge der Ferritinforschung

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit den Eisen-speichernden Ferritinen. Die Anfange der
Ferritinforschung gehen bis auf die 1930iger Jahre zuriick. Zu dieser Zeit wurde die
Isolierung von Ferritin aus Pferdemilz beschrieben (Laufberger (1937)). Aufgrund des
hohen Eisengehaltes (20 % des Trockengewichts) wurde der Name Ferritin fiir dieses Pro-
tein gepriagt. Diese Arbeiten konnten von Kuhn et al. (1940) bestéitigt werden, wobei
diese vermuteten, dass Eisen von Ferritin eingelagert wird. Granick & Michaelis (1943)
zeigten, dass Eisen aus Ferritin entfernt werden kann. So war es moglich, das mit Eisen
beladene, braune Ferritin in ein eisenfreies, farbloses Apoferritin zu iiberfithren. Ers-

te Rontgenbeugungsanalysen von Ferritin und Apoferritin wurden bereits 1943 durch-
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gefiithrt und zeigten keine strukturellen Unterschiede zwischen beiden Molekiilen (Fan-
kuchen (1943)). Diese und andere Studien legten den Grundstein zum heutigen Wissen
iiber Ferritin (Granick (1942), Fankuchen (1943), Granick & Michaelis (1943), Granick
(1943), Greenberg et al. (1943), Hahn et al. (1943), Michaelis et al. (1943), Granick &
Hahn (1944), Granick (1946)).

1.3.2 Aufbau und Funktion von Ferritinen

Ferritine sind stark konservierte und weit verbreitete Proteine. Sie kommen in Bakterien,
Saugern und Pflanzen vor. Die einzige Ausnahme bildet dabei Hefe, welcher entsprechen-
de homologe Gene fehlen (Theil (2004)).

Allen Ferritinen ist die Fiahigkeit der Eisenspeicherung gemein und damit verbunden
der Schutz der Zellen vor Eisen-bedingtem oxidativem Stress (vgl. Abschnitt 1.1). Diese
Funktion wird von Ferritinkomplexen bewerkstelligt, welche aus 24 Ferritin-Unterein-
heiten aufgebaut sind und sowohl Homo- als auch Heteropolymere sein kénnen (Abb.
1.2). Diese werden auch als nano cage (Nanokéfig), spherical protein cage (kugeliger

Proteinkifig) oder hollow sphere (Hohlkérper) bezeichnet.

.

Abb. 1.2: Struktur der Ferritinkomplexe. Gezeigt ist der Blick auf die 3-fold (A) bzw. 4-fold
channel (B) des Ferritinkomplexes bestehend aus 24 Untereinheiten. Die porenbildenden Untereinheiten
sind in gelb dargestellt. Die Strukturaufnahmen stellen das humane H-Ketten-Ferritin dar (Protein Data
Bank [http://www.pdb.org], accession number: 2FHA). Die zugrunde liegenden Strukturdaten stammen
aus der Versffentlichung von Hempstead et al. (1997).

Innerhalb dieses Hohlkérpers, der ca. 120 A im Aufien- und ca. 80 A im Innendurchmes-
ser betréigt, wird Eisen eingelagert. Strukturuntersuchungen ergaben, dass eine Ferritin-
Untereinheit (GroBe ca. 20 kDa) insgesamt fiinf a-Helices ausbildet (Arosio et al. (1978)).



1 FEinleitung 5

. J

Abb. 1.3: Darstellung der Struktur von Ferritin-Untereinheiten. In (A) sind die fiinf Helices
(HelixA-E) einer Ferritin-Untereinheit dargestellt. Man erkennt, dass Helices A-D biindelartig angeord-
net sind. Die porenbildenden Ferritin-Untereinheiten wurden zur besseren Veranschaulichung in (B) drei
Untereinheiten (3-fold channel) und (C) vier Untereinheiten (4-fold channel) gezeigt. Weitere Details
siehe Abbildung 1.2

Die ersten vier Helices (Helix A-D) liegen als ,,Biindel“ nebeneinander. Die kleinste Helix
(E-Helix) ist zu diesem um 60° geneigt (Abb. 1.3, (A), Trikha et al. (1995), Hempstead
et al. (1997), Takagi et al. (1998)). Im assemblierten Ferritin-Komplex von ca. 450 kDa
entstehen an den Kontaktstellen zwischen drei bzw. vier Untereinheiten so genannte 3-
bzw. 4-fold channels (Abb. 1.2, A bzw. B und 1.3, B bzw. C). In jedem Ferritinkomplex
gibt es acht der 3-fold channels mit iiberwiegend hydrophilem Charakter und sechs der
4-fold channels, die vorwiegend aus hydrophoben Aminosdureresten bestehen (Harrison
& Arosio (1996)). Eisen wird sehr wahrscheinlich iiber die hydrophilen Poren der 3-fold
channels aufgenommen (Stefanini et al. (1989), Lawson et al. (1991), Hempstead et al.
(1997)). Diese Vermutung wird durch die experimentell nachgewiesene Metallionenbin-
dung gestiitzt (Wardeska et al. (1986), Lawson et al. (1991)).

Eisen wird als Fe(II) aufgenommen und vom Ferroxidase-Zentrum der Ferritin-Unter-
einheiten zu Fe(IIl) oxidiert (Levi et al. (1988), Levi et al. (1989), Levi et al. (1992),
Treffry et al. (1993), Treffry et al. (1995)). Der so gebildete mineralische Kern besteht
aus Eisen(IIT)-Hydroxid (Ferrihydrat) mit unterschiedlichen Mengen an Phosphat (Roh-
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rer et al. (1990), Chasteen & Harrison (1999)). Die theoretische, maximale Kapazitét
eines Ferritinkomplexes betrégt 4500 Eisen-Atome (in Form von Ferrihydrat). Von die-
ser weichen die experimentell ermittelten Werte ab und unterscheiden sich zwischen
verschiedenen Organismengruppen (Ubersicht siche Chasteen & Harrison (1999) und
Lewin et al. (2005)).

1.3.3 Bakterielles Ferritin

Bakterien besitzen neben den bereits erwdhnten Dps Proteinen auch Ferritin. Dabei
konnen zwei Arten unterschieden werden: bakterielles Ferritin und Bakterioferritin (BFR).
Beide bilden Ferritinkomplexe bestehend aus 24 Ferritin-Untereinheiten, welche fiir die
Eisenspeicherung verantwortlich sind. Das bakterielle Ferritin zeigt grofie Ahnlichkeit zu

tierischen bzw. humanen Ferritinen, dabei insbesondere zum humanen H-Ketten Ferritin.

Stiefel & Watt (1979) entdeckten das im Bakterienreich weit verbreitete Bakterioferritin,
dessen Besonderheit in der zusétzlichen Bindung von Ham-Gruppen liegt. So bindet bei-
spielsweise das E. coli BFR (EcBFR) bis zu 12 Protoporphyrin IX-Gruppen (Cheesman
et al. (1990), George et al. (1993), Frolow et al. (1994)).

1.3.4 Tierisches Ferritin

Die meisten Untersuchungen im Bereich der Ferritine liegen zu tierischen bzw. humanen
Vertretern vor. Es ist bekannt, dass die tierischen Ferritinkomplexe Heteropolymere sind,
die aus den H-Ketten- (heavy chain) und L-Ketten- (light chain) Ferritin-Untereinheiten
bestehen. Das Verhéltnis der H- und L-Ferritine im Komplex dndert sich gewebeabhéngig
(Arosio et al. (1978), Harrison & Arosio (1996)). H- und L-Ferritin sind sich strukturell
dhnlich, weisen aber funktionelle Unterschiede auf. Wahrend H-Ferritin das Ferroxidase-
Zentrum zur Oxidation von Fe(II) zu Fe(III) trigt (Lawson et al. (1991)), fehlt diese in
L-Ketten-Ferritin (Gallois et al. (1997)). Dagegen bildet L-Ferritin stabilere Komplexe
aus (Gallois et al. (1997)). Zudem weisen L-Ketten reiche Komplexe eine insgesamt
langsamere Oxidation von Fe(II) auf (Chasteen & Harrison (1999)).

Die Ferritine liegen gewohnlich im Cytosol vor, daneben wurden inzwischen auch humane
Ferritine in Mitochondrien identifiziert (Levi et al. (2001)). Zu diesen existieren Homo-
loge in Primaten, Ratte und Maus (Drysdale et al. (2002)). Das mitochondrielle Ferritin
ist kerncodiert und besitzt eine N-terminale Transportsequenz, welche den Import in
Mitochondrien vermittelt (Levi et al. (2001)). Im Vergleich zu den cytosolischen H- und
L-Ketten-Ferritinen weist das mitochondrielle die grofite Ahnlichkeit zu H-Ferritin auf
(Drysdale et al. (2002), Levi & Arosio (2004)). Die beobachtete Expression dieses Fer-

ritins beschrankt sich auf ausgewihlte Gewebe, wie z.B. Testis und Spermatiden (Levi &
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Arosio (2004)). Interessanterweise kann das humane mitochondrielle Ferritin Frataxin-
defiziente Hefen komplementieren (Campanella et al. (2004)). Dies zeigt auch, dass das

mitochondrielle Ferritin in Hefemitochondrien transportiert wird (vgl. Abschnitt 1.2).

Die Regulation der humanen, cytosolischen Ferritine ist gut untersucht und findet so-
wohl auf transkriptioneller als auch auf translationeller Ebene statt (Tsuji et al. (2000),
Eisenstein (2000), Torti & Torti (2002), Hentze et al. (2004), Hintze & Theil (2005)).

1.3.5 Pflanzliches Ferritin

In Pflanzen wurden Ferritine zunichst durch mikroskopische Untersuchungen identifi-
ziert (Hyde et al. (1963), Seckbach (1968), Seckbach (1972)). Spéter konnten Ferritine
u.a. aus Erbsen (Pisum sativum), Linsen (Lens esculenta), Mais (Zea mays) sowie Soja-
bohne (Glycine maz) isoliert werden (Crichton et al. (1978), Laulhere et al. (1988)). Des
Weiteren wurde pflanzliches Ferritin sowohl in Kuhbohne ( Vignia unguiculata, Wardrop
et al. (1999)) als auch in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana nachgewiesen (Gaymard
et al. (1996), Petit et al. (2001a)). Interessanterweise zeigte sich, dass die isolierten pflanz-
lichen Ferritine ein hoheres Molekulargewicht aufweisen als die entsprechenden tierischen
Ferritine. Dieser Groflenunterschied betraf sowohl die Untereinheiten als auch den Fer-
ritinkomplex (Crichton et al. (1978)). Vergleichende Sequenzanalysen pflanzlicher und
tierischer Ferritine zeigten, dass pflanzliche Ferritine Ahnlichkeiten zu Mammalia Ferriti-
nen aufweisen (Ragland et al. (1990), Spence et al. (1991), Proudhon et al. (1996)). Die
pflanzlichen Ferritine enthalten Figenschaften sowohl der H-Ketten- als auch L-Ketten-
Ferritine, wobei die groBte Homologie zum H-Ferritin besteht (Ragland et al. (1990)).
Dariiberhinaus tragen pflanzliche Ferritine am Aminoterminus einen zusétzlichen Se-
quenzabschnitt, welcher bei tierischen Ferritinen nicht vorhanden ist. Dieses extension
peptide (Extensionspeptid, EP) ist Teil des reifen Proteins und fiir den beobachteten
GroBenunterschied verantwortlich (Abb. 1.4, Ragland et al. (1990)).

4 N

fierische Ferritine

TP EP pflanzliche Ferritine

N J

Abb. 1.4: Vergleich von tierischem und pflanzlichem Ferritin. Gezeigt ist der schematische
Aufbau von tierischem und pflanzlichem Ferritin. Die fiinf o-Helices (A-E) sind blau unterlegt. Am
Aminoterminus pflanzlicher Ferritine befindet sich eine Verliangerung. Der erste Teil entspricht dem
Transitpeptid (TP) und der zweite Teil dem Extensionspeptid (EP, extension peptide), welches Teil der
reifen Proteine ist.
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Des Weiteren sind pflanzliche Ferritine kerncodiert und wahrscheinlich plastidar loka-
lisiert (van der Mark et al. (1983a), van der Mark et al. (1983b), van der Mark et al.
(1983c¢)). Daher tragen diese Proteine am Aminoterminus zusétzlich zum Extensionspep-
tid ein so genanntes Transitpeptid (TP), welches den Transport ins Organell vermittelt
(Abb. 1.4, Ragland et al. (1990)).

Ferritine aus Pflanzen kommen als Genfamilien vor. So wurden in Kuhbohne und So-
jabohne je fiinf Mitglieder (Wicks & Entsch (1993), Wardrop et al. (1999), Dong et al.
(2008)) und in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana je vier Vertreter identifiziert (Pe-
tit et al. (2001a)). Pflanzliche Ferritinkomplexe bestehen aus Ferritin-Untereinheiten
verschiedener Grofle (Laulhere et al. (1988), Laulhere et al. (1989)). Diese konnen zum
einen unterschiedliche Ferritine sein (Wardrop et al. (1999), Masuda et al. (2001), Dong
et al. (2007)) und zum andern durch proteolytische Spaltung von Ferritin-Untereinheiten
entstehen (Laulhere et al. (1989), Dong et al. (2007)). Die isolierten Ferritinkomple-
xe verschiedener Pflanzen liegen im Groflenbereich von 550-600 kDa (Sczekan & Joshi
(1987), Laulhere et al. (1988), Lescure et al. (1990), van Wuytswinkel et al. (1995), van
Wuytswinkel & Briat (1995), Masuda et al. (2007)) und sind damit deutlich grofier als
die entsprechenden tierischen Ferritinkomplexe (430-480kDa, Rothen (1944), Richter &
Walker (1967), Bjork & Fish (1971), Crichton et al. (1973)). Bislang liegen ausschliefilich
Strukturen von tierischen Ferritinkomplexen vor. Anhand des H-Ketten-Ferritins wur-
de die Struktur des Erbsenferritins mit den entsprechenden Verdnderungen modelliert
(Lobréaux et al. (1992b)). Der Aufbau beider Komplexe ist sehr &hnlich. Das Erbsen-
ferritin unterscheidet sich zum einen durch das zusitzliche Extensionspeptid, welches
vermutlich teilweise eine a-Helix ausbildet (P-Helix) und an der Oberfliche des Komple-
xes lokalisiert ist. Zum anderen ergeben sich Unterschiede beziiglich der 4-fold channels,
welche beim Erbsenferritin hydrophil und bei tierischen Ferritinen hydrophob vorliegen
(Lobréaux et al. (1992b)).

Die Transkript-Akkumulation pflanzlicher Ferritine ist eiseninduziert und wurde u.a. mit
Mais, Sojabohne, Tabak und Arabidopsis thaliana (AtFerl und AtFer3) gezeigt (Proud-
hon et al. (1989), Lescure et al. (1991), Lobréaux et al. (1992a), Lobréaux et al. (1995),
Gaymard et al. (1996), Petit et al. (2001b), Petit et al. (2001a), Jiang (2005)). In Mais
wurde das entsprechende Ferritin ebenfalls immunologisch nachgewiesen. Dabei zeigte
sich dass die mRNA Akkumulation mit der Ferritinsynthese korreliert (Lobréaux et al.
(1992a)). Die Expression der mRNA pflanzlicher Ferritine wurde in verschiedenen Gewe-
ben gezeigt und ist in Tabelle 1.1 als Ubersicht dargestellt. Eine systematische Untersu-
chung der Expression wurde fiir die vier Arabidopsis Ferritine durchgefiihrt (Petit et al.
(2001a)). Dabei zeigte sich eine Expression der einzelnen Vertreter in unterschiedlichen

Pflanzenorganen (siche Tab. 1.1).
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Tab. 1.1: Ubersicht der Expressionsanalysen pflanzlicher Ferritine.

Pflanze Ferritin Expressionsort Referenz
Erbse Bliiten, Schoten, Samen Lobréaux & Briat (1991)
Tabak NtFerl  Blatter, Wurzel Jiang (2005)

NtFer2  Blatter
A. thaliana  AtFerl  Bliite, vegetative Organe  Petit et al. (2001a)

Rosettenblatter
AtFer2 Samen, wihrend Keimung
AtFer3 Bliite, vegetative Organe,
Rosettenblatter

AtFer4 Bliite, vegetative Organe

Die Regulation der Ferritinexpression in Pflanzen ist weniger gut untersucht als bei
Saugern. Es konnte gezeigt werden, dass pflanzliche Ferritine anders als bei Tieren nur
auf Transkriptionsebene reguliert werden (Briat et al. (1999)). Umwelteinfliisse wie bei-
spielsweise Eisen oder Wasserstoffperoxid konnen die Ferritinexpression induzieren (Ar-
naud et al. (2006)). Die eisenabhéngige Expression beruht dabei wahrscheinlich auf eisen-
induziertem oxidativen Stress, da Antioxidantien eine eiseninduzierte Genexpression von
Mais-Ferritin inhibieren kénnen (ZmFerl, Lobréaux et al. (1995), Savino et al. (1997)).
Weiterhin férdern auch Oxidantien wie Wasserstoffperoxid die Ferritintranskriptakku-
mulation und wirken in Kombination mit Eisengabe additiv (Lobréaux et al. (1995),
Savino et al. (1997)). Eisen fiihrt zudem zur Bildung von Abscisinsdure (ABA), wel-
che zur Transkriptakkumulation bestimmter Ferritine beitragt (Lobréaux et al. (1993),
Fobis-Loisy et al. (1995), Petit et al. (2001a)). So wird in Mais die Genexpression von
ZmFer2, nicht aber ZmFerl, ABA-abhéngig induziert, zusétzlich sind beide Transkripte
eiseninduziert (Lobréaux et al. (1992a), Fobis-Loisy et al. (1995)). In Arabidopsis tha-
liana wird AtFerl, welches analog zu ZmFerl ist, ebenfalls nur durch Eisen reguliert
(Gaymard et al. (1996)). AtFer2, AtFer3 und AtFer4 werden hingegen unter Starklicht-
bedingungen verstérkt exprimiert (Tarantino et al. (2003)).

An der Regulation der Pflanzenferritine sind eisenabhéngige Promotorsequenzen betei-
ligt (Wei & Theil (2000), Petit et al. (2001b)). Bisher wurden zwei verschiedene Sequenz-
abschnitte identifiziert. Zum einen das FRE (iron regulatory element) im Ferritinpro-
motor der Sojabohne (Wei & Theil (2000)) und zum anderen das IDRS (iron-dependent
regulatory sequence) in Mais und Arabidopsis thaliana (Petit et al. (2001b)). Letzteres
reprimiert die Expression der ZmFerl- und AtFerl-Gene (Petit et al. (2001b)). Das IDRS
von AtFerl vermittelt zudem eine Expression des Gens in frithen Stadien der Seneszenz
(Tarantino et al. (2003)) und ist an der Stickstoffmonoxid induzierten Ferritinexpression
in Arabidopsis thaliana beteiligt (Murgia et al. (2002), Arnaud et al. (2006)).
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Wihrend tierische Ferritine auch auf translationeller Ebene durch das so genannte iron
response element (IRE) der Ferritin mRNA reguliert werden (Sierzputowska-Gracz et al.
(1995), Addess et al. (1997), Gdaniec et al. (1998), Ke et al. (2000)), fehlen diese Mecha-
nismen bei Pflanzen (Arnaud et al. (2007)). Zudem konnten keine homologen Proteine zu
den an die IRE-Bereiche bindenden Repressorproteinen (IRP1 und IRP2, iron regulatory
protein) identifiziert werden (Arnaud et al. (2007)).

1.4 Proteintransport in endosymbiontische

Organellen

Ferritine sind kerncodierte Proteine, welche im Cytosol (bakterielle und tierische Ferriti-
ne), in Mitochondrien (mitochondrielle, tierische Ferritine) und wahrscheinlich in Plas-
tiden (pflanzliche Ferritine) lokalisiert sind. Kerncodierte Organellproteine miissen nach
ihrer Synthese im Cytosol in das entsprechende Zellorganell transportiert werden (Abb.
1.5). Die Transportapparate der beiden endosymbiontischen Pflanzenorganellen, Mito-

chondrien und Chloroplasten, werden daher kurz vorgestellt.

In Pflanzenzellen entwickelten sich die Organellen in zwei aufeinanderfolgenden en-
dosymbiontischen Ereignissen. Zuerst wurde der Vorldufer der Mitochondrien, ein a-
Proteobakterium, aufgenommen (Gray (1999), Dyall et al. (2004)). In einem zweiten
Endosymbiosevorgang erfolgte die Aufnahme des Chloroplastenvorgéngers, bei welchem
es sich vermutlich um ein Cyanobakterium handelte (Cavalier-Smith (2000), Cavalier-
Smith (2002), Dyall et al. (2004)). Der im Laufe des Endosymbiosevorgangs erfolgte
umfangreiche Gentransfer fiithrte zu einer Verlagerung der Organellgene in den Zellkern.
Daher miissen die nun kerncodierten Proteine an ihren Wirkort transportiert werden.
Voraussetzung fiir einen solchen Transport ist zum einen die Generierung von organell-
spezifischen Transportsignalen und zum anderen die Entwicklung entsprechender Trans-
portkomplexe. Daher werden kerncodierte Organellproteine im Cytosol als Vorldufer-
proteine synthetisiert. Diese tragen am Aminoterminus ein Transportsignal, welches die
Information fiir die organell-vermittelte Erkennung enthélt. Die Transportkomplexe der
Mitochondrien werden als TOM- (translocon of the outer mitochondrial membrane) bzw.
TIM-Komplex (translocon of the inner mitochondrial membrane) und die Transportap-
parate der Plastiden als TOC- (translocon at the outer envelope membrane of chloro-
plasts) bzw. TIC-Komplex (translocon at the inner envelope membrane of chloroplasts)
bezeichnet (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Transport kerncodierter Organellproteine in Pflanzenzellen. Im Kern (N) co-
dierte Proteine der Mitochondrien bzw. Chloroplasten werden im Cytosol mit einer aminotermina-
len Verldngerung (TP, Transitpeptid) translatiert, diese ist fiir den Transport ins jeweilige Organell
verantwortlich. Mitochondrielle Vorlduferproteine werden iiber den TOM-/TIM-Komplex (translocon
of the outer/inner mitochondrial membrane) der duBeren bzw. inneren Mitochondrienmembran in die
Mitochondrien transportiert. Der TOC-/TIC-Komplex (translocon at the outer/inner envelope mem-
brane of chloroplasts) der dueren bzw. inneren Hiillmembran der Chloroplasten importiert plastidéire
Vorstufenproteine in die Plastiden.

Chloroplast

N

1.4.1 Proteintransportkomplexe der Mitochondrien und

Chloroplasten

Die Struktur der Transportkomplexe sowie der Importmechanismus der Mitochondrien
wurde zuerst an Hefen (Saccharomyces cerevisiae) aufgekléart. Der pflanzliche mitochon-
drielle Importapparat ist dagegen weniger gut untersucht und unterscheidet sich teilweise
stark vom Komplex aus Hefen und Tieren. So weist insbesondere der Aufbau des TOM-
Komplexes in Pflanzen grofiere Unterschiede auf (Macasev et al. (2000), Macasev et al.
(2004), Lister & Whelan (2006), Perry et al. (2006)). Dagegen sind die Komponenten
des TIM-Komplexes verschiedener Organismen konserviert (Lister et al. (2003), Lister
et al. (2004)). Im Folgenden werden die TOM- und TIM-Komplexe aus Hefe und Pflan-
zen vorgestellt. Dabei sollen vor allem die Unterschiede zwischen beiden herausgestellt

werden.



1 FEinleitung 12

Der TOM-Komplex besteht aus Rezeptorproteinen und dem TOM-core-Komplex, wel-
cher auch als general import pore (GIP) bezeichnet wird. Der TOM-core-Komplex aus
Hefe besteht aus den integralen Membranproteinen Tom40, Tom22, Tom7, Tom6 und
Tomb (Ahting et al. (1999)). Als Rezeptorproteine wurden Tom20 sowie Tom70 iden-
tifiziert (Dekker et al. (1998), Meisinger et al. (2001)). Die Erkennung mitochondriel-
ler Vorlauferproteine wird durch die cytosolischen Doménen beider Rezeptorproteine
(Tom20, Tom70) und Tom22 vermittelt (Sollner et al. (1990), Ramage et al. (1993),
Chan et al. (2006)). Im Anschluss daran werden die Proteine mit Hilfe des TOM-core-
Komplexes iiber die &uflere Membran transportiert. In Pflanzen wurden homologe Pro-
teine zu Tom40, Tom22 und Tom?7 gefunden (Perryman et al. (1995), Jénsch et al.
(1998), Macasev et al. (2000), Macasev et al. (2004)), sowie potentielle Tom6- und
Tomb-Vertreter (Abb. 1.6, Lister et al. (2003)). Dagegen konnten zu den Tom70- und
Tom20-Rezeptoren keine pflanzlichen Homologe identifiziert werden (Likic et al. (2005),
Chan et al. (2006), Perry et al. (2006)). Das zu Tom22 homologe, pflanzliche Protein
ist Tom9, welches aufgrund der fehlenden cis-Doméne stark verkiirzt vorliegt (Perry-
man et al. (1995), Jansch et al. (1998), Macasev et al. (2004)). In Pflanzen wurde ein
ca. 20kDa grofies Tom-Protein (Tom20) identifiziert, welches die gleiche Funktion wie
das tierische Tom20 iibernimmt, aber zu diesem nicht homolog ist (Heins & Schmitz
(1996), Werhahn et al. (2001), Perry et al. (2005), Perry et al. (2006)). Zum Tom?70-
Rezeptor scheinen keine pflanzlichen Homologe zu existieren (Perry et al. (2008)). Eine

dem Tom70-dhnliche Funktion wird fiir mtOM64 diskutiert (Chew et al. (2004)).

In Hefen wurden zwei TIM-Komplexe, der TIM23- und der TIM22-Komplex, nachge-
wiesen. Der TIM23-Komplex besteht aus den Proteinen Tim50, Tim44, Tim23, Tim?21,
Tim17 und Hsp70. Dieser ist fiir den Transport von Vorlauferproteinen mit abspaltbarer
Transportsequenz iiber die innere Membran verantwortlich (Berthold et al. (1995)). Die
Offnung der Importpore, bestehend aus Tim17 und Tim23, ist abhingig vom elektro-
chemischen Gradienten iiber die innere Mitochondrienmembran (Rassow et al. (1999)).
Des Weiteren arbeitet Tim44 zusammen mit mitochondriellem Hsp70 als Importmotor
(Schneider et al. (1994)). Dabei wird das Vorstufenprotein unter ATP-Verbrauch durch
die Importpore ,gezogen* (Neupert & Herrmann (2007)). Die Aufgabe von Tim50 ist
vermutlich die Weitergabe des im Intermembranraum ankommenden Vorstufenprote-
ins zum TIM23-Komplex. Das Tim21-Protein stellt das Bindeglied zwischen TOM- und
TIM23-Komplex dar und kann mit Tom22-Doménen interagieren (Neupert & Herrmann
(2007)). Die Insertion hydrophober Carrier-Proteine in die innere Membran wird vom
TIM22-Komplex bewerkstelligt (Kerscher et al. (1997), Koehler et al. (1998), Adam et al.
(1999)). Dieser besteht in Hefe aus Tim22, Timb4, Tim18, sowie peripher assoziierter
kleiner Tim-Proteine (Tim8, Tim9, Tim10, Tim12, Tim13, Gentle et al. (2007), Neupert
& Herrmann (2007)). In Pflanzen wurde ein TIM23-homologer Komplex nachgewiesen
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(Abb. 1.6). Zum TIM22-Komplex wurde dagegen nur ein dem Tim22 homologes Protein
im Genom von Arabidopsis thaliana gefunden, allerdings fehlen die am TIM22-Komplex
beteiligten Proteine Tim54, Tim18 und Tim12 (Murcha et al. (2005), Gentle et al.
(2007)). Dies deutet auf einen anderen Insertionsmechanismus von Carrier-Proteinen

in die innere Membran pflanzlicher Mitochondrien hin.

Das Oxal-Protein (ozidase assembly) stellt eine weitere Komponente der inneren Mem-
bran dar und ist fiir die Insertion von Membranproteinen in diese verantwortlich (Hell
et al. (1997)). Homologe dieses Proteins kommen sowohl in Hefen als auch Pflanzen vor
(Abb. 1.6, Hamel et al. (1997)).

Nach erfolgtem Transport in die Matrix wird das Transportsignal des Vorstufenprote-
ins abgespalten. Diese Prozessierung erfolgt durch die MPP (mitochondrielle Prozessie-
rungspeptidase). Die MPP aus Hefe und Tieren liegt 16slich in der Matrix vor. Im Gegen-
satz dazu ist die pflanzliche MPP in den membranstéindigen Cytochrom-bcl-Komplex
der Atmungskette integriert (Braun et al. (1992b), Braun et al. (1995), Glaser & Des-
si (1999)). In Mitochondrien existieren noch weitere Prozessierungspeptidasen, die IMP
(inner membrane protease) und die MIP (mitochondrial intermediate peptidase) (Schnei-

der et al. (1991), Kalousek et al. (1992)).

/
A o
Cytosol

3| Cytosol

GuBere
Membran

innere
Membran

Stroma

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der pflanzlichen Proteintransportkomplexe. In (A)
sind die Komponenten des mitochondriellen Transportapparates (TOM/TIM) und in (B) die plas-
tiddren Komplexe (TOC/TIC) gezeigt. Die Darstellung der TOM/TIM-Komplexe erfolgte nach Braun
& Schmitz (1999), Lister & Whelan (2006) und Perry et al. (2008). Nach Inaba & Schnell (2008) und
Jarvis (2008) wurde das Schema der TOC/TIC-Komplexe erstellt.

Die Proteintransportkomplexe der Chloroplasten, der TOC- bzw. TIC-Komplex, wur-
den erstmals aus Erbse isoliert (Hirsch et al. (1994), Kessler et al. (1994), Perry &
Keegstra (1994), Schnell et al. (1994), Wu et al. (1994), Tranel et al. (1995)). Der
TOC-Komplex der dufleren Hiillmembran besteht aus der Transportpore, Toc75, und
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den beiden Rezeptorproteinen Tocl59 und Toc34 (Hirsch et al. (1994), Kessler et al.
(1994), Perry & Keegstra (1994), Ma et al. (1996)), sowie dem Toc64 und dem Tocl2-
Protein (Becker et al. (2004), Qbadou et al. (2006), Qbadou et al. (2007)). Des Weiteren
wurden fiir einige Vorstufenproteine eine Interaktion mit dem guidance-Komplex, be-
stehend aus 14-3-3-Proteinen und Hsp70, nachgewiesen (May & Soll (2000)). In einem
ersten energieunabhéngigen Schritt erfolgt die Bindung der Vorstufenproteine an die
Toc-Rezeptorproteine (Perry & Keegstra (1994), Ma et al. (1996)). Im sich anschliefen-
den Schritt wird Energie (GTP, ATP) fiir die Translokation benétigt (Olsen et al. (1989),
Olsen & Keegstra (1992), Kouranov & Schnell (1997), Young et al. (1999)). Der weitere
Transport erfolgt iiber den TIC-Komplex, welcher mit dem TOC-Komplex interagiert
(Schnell & Blobel (1993), Akita et al. (1997), Becker et al. (2004)). Die am TIC-Komplex
beteiligten Proteine sind Tic110, Tic40, Tic55, Tic62, Tic32, Tic22 und Tic20. Es gibt
Hinweise darauf, dass sowohl Tic110 als auch Tic20 Teil des Translokationskanals sind
(Kouranov et al. (1998), Chen et al. (2002), Heins et al. (2002)). Als Co-Chaperone fun-
giert Tic40, ein integrales Membranprotein (Liibeck et al. (1996), Akita et al. (1997),
Chou et al. (2003)). Das 16sliche Tic22 befindet sich im Intermembranraum und ist am
Transportprozess beteiligt (Kouranov & Schnell (1997), Kouranov et al. (1998)). Die
mit dem TIC-Komplex assoziierten Proteine (Tic55, Tic62, Tic32) sind Redoxproteine.
Diese sind vermutlich an der Regulation des Proteintransports beteiligt (Caliebe et al.
(1997), Kiichler et al. (2002), Hormann et al. (2004), Kessler & Schnell (2006)). Auf der
stromalen Seite sind Hsp93 und Cpn60 gebunden, beide tragen unter ATP-Verbrauch
zur Translokation des Vorlduferproteins bei (Pain & Blobel (1987), Theg et al. (1989),
Olsen & Keegstra (1992), Akita et al. (1997), Nielsen et al. (1997)). Das Transport-
signal des Vorstufenproteins wird im Stroma von der stromalen Prozessierungspeptidase
(SPP) abgespalten, und das reife Protein entsteht (Richter & Lamppa (1998), Richter &
Lamppa (2003)). Der Transportprozess fiir stromale Proteine ist damit beendet. Dage-
gen miissen Thylakoidproteine zusétzlich in die Thylakoide transportiert werden. Dies
erfolgt auf einem von vier bekannten Wegen. Diese werden als SRP-, Sec-abhéngiger,
Tat-abhingiger bzw. spontaner Weg bezeichnet (Ubersicht in Gutensohn et al. (2006)
und Schiinemann (2007)).

1.4.2 Dwual targeting in Pflanzenzellen

Die Lokalisierung von Proteinen innerhalb der Zelle wird durch deren Proteinsequenz
festgelegt, welche Signale fiir den Transport zum Zielort enthalten kénnen. Die Mehr-
zahl der Proteine besitzt nur einen Zielort. Abweichend davon wurden Proteine mit
mehreren Zielorten bzw. Zielorganellen identifiziert. Man unterscheidet Proteine mit
mehr als zwei Zielorten (multiple targeting) und Proteine mit dualer Lokalisierung (du-

al targeting) (Small et al. (1998), Silva-Filho (2003), Millar et al. (2006)). Eine Form
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von dual targeting ist die Lokalisierung in beiden endosymbiontischen Organellen, den
Mitochondrien und Chloroplasten. Dual lokalisierte Proteine sind beispielsweise viele
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen oder an Organellreplikation bzw. -transkription beteilig-
te Proteine (Small et al. (1998), Duchéne et al. (2005)). Die duale Organelllokalisierung
wird entweder durch zusammengesetzte (twin) oder durch gemischte (ambiguous) Trans-
portsignale vermittelt. Zusammengesetzte Transportsignale bestehen aus nacheinander
angeordneten mitochondriellen und plastiddren Signalen (Peeters & Small (2001), Ma-
ckenzie (2005)). Durch alternative Transkription, alternatives splicing bzw. alternative
Translation konnen aus einem Gen zwei Proteine gebildet werden, welche unterschiedli-
che aminoterminale Transportsignale tragen (Peeters & Small (2001)). Dagegen wird bei
gemischten Transportsignalen nur ein Vorlduferprotein synthetisiert. Dessen Transport-
signal ist in der Lage, sowohl den Import in die Mitochondrien als auch den Import in die
Chloroplasten zu vermitteln (Small et al. (1998), Peeters & Small (2001)). Zur Funktions-
weise der gemischten Transportsignale wurden zwei Mechanismen vorgeschlagen (Peeters
& Small (2001)). Einerseits konnten diese Signale durch einen Rezeptor erkannt werden,
welcher in beiden Organellen vorhanden ist. Andererseits ist es moglich, dass gemisch-
te Transportsignale Eigenschaften von mitochondriellen und plastidéren Signalen tragen
und daher von den bekannten Importapparaten beider Organellen erkannt werden. Letz-
tere Merkmale konnten bereits in gemischten Transportsignalen gezeigt werden (Peeters
& Small (2001), Pujol et al. (2007)).
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1.5 Zielstellung

Zur Bestimmung des Zielortes kerncodierter Organellproteine konnen in organello Im-
portexperimente durchgefithrt werden. Fiir die Analyse der Lokalisierung pflanzlicher
Ferritine wurden solche Untersuchungen bislang kaum genutzt. Bisher wurde nur ein
Ferritin aus Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) in vitro in isolierte Chloroplasten impor-
tiert (van der Mark et al. (1983c)). Im Weiteren fehlen genauere Analysen beziiglich
der Lokalisierung der Ferritine innerhalb der Plastiden sowie die Untersuchung weiterer
pflanzlicher Ferritine auf deren Importverhalten in Plastiden. Daher sollte in der vorlie-
genden Arbeit eine umfassende Analyse des Transportverhaltens der vier Ferritine aus
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana durchgefithrt werden. Der Fokus lag hierbei auf
der Charakterisierung des Import- und Assemblierungsverhaltens dieser Proteine mittels
in vitro Importexperiment. Dabei sollte auch die innerplastidére Lokalisierung und das

Vorhandensein funktioneller Eisen-speichernder Ferritinkomplexe untersucht werden.

Wiéhrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden Daten publiziert, die erstmals auf eine
mitochondrielle Lokalisierung pflanzlicher Ferritine hinwiesen (Zancani et al. (2004)).
Es stellte sich daher die Frage, ob die pflanzlichen Vertreter analog dem humanen mito-
chondriellen Ferritin (Levi et al. (2001)) in Mitochondrien transportiert werden konnen.
Dazu sollten in organello Importexperimente der Arabidopsis Ferritine mit isolierten
Mitochondrien und Chloroplasten durchgefiihrt werden und diese in vitro Experimente
mittels transienter Expression geeigneter Reporterproteinfusionen der Ferritine in vivo

ergénzt werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Ferritine in Arabidopsis thaliana

Die Eisen-speichernden Ferritine sind weit verbreitete Proteine, welche sowohl in Pflan-
zen, als auch Bakterien, Tieren und Menschen vorkommen. Eine Besonderheit der pflanz-
lichen Ferritine ist das so genannte Extensionspeptid (EP-eztension peptide, Hintze &
Theil (2006)), welches bakteriellen und tierischen Ferritinen fehlt (Abb. 1.4). Pflanzliche
Ferritine sind als plastidér lokalisiert beschrieben und tragen am Aminoterminus ein so
genanntes Transitpeptid (TP, Ragland et al. (1990), Masuda et al. (2001)). Im Kern-
genom der Modellpflanze Arabidopsis thaliana finden sich vier Gene fiir Ferritin (Tab.
2.1, Gaymard et al. (1996), Petit et al. (2001a)). Die entsprechenden Proteine sollen

zunéchst kurz vorgestellt werden.

Tab. 2.1: Ubersicht der Ferritine aus Arabidopsis thaliana. Fiir jedes Ferritin ist die Gen- und
Proteinnummer, sowie die Proteinléinge und das Molekulargewicht angegeben.

Bezeichnung ‘ Gennummer ‘ Proteinnummer ‘ Lange ‘ MW

AtFerl At5g01600 Q39101 255 AS | 28,2kDa
AtFer2 At3g11050 QISRL5 253 AS | 28,4kDa
AtFer3 At3g56090 QILYN2 259 AS | 28,8kDa
AtFer4 At2g40300 Q9S756 259 AS | 29kDa

Betrachtet man nun im Detail den Aufbau der vier Arabidopsis Ferritine (Abb. 1.4
und 2.1), so wird deutlich, dass das Transitpeptid (TP) aller vier Ferritine in etwa gleich
lang ist (zwischen 45 und 49 Aminosduren). Die einzige Ausnahme bildet AtFer4, welches
eine um ca. 10 Aminosduren lingere Transportsequenz besitzt (Abb. 2.1). Das Extensi-
onspeptid der Arabidopsis Ferritine ist dagegen #hnlich grofS. Die nach Abspaltung der
Transitpeptide resultierenden, reifen Proteine sind zwischen 202 und 210 Aminoséur-
en lang. Die vergleichende Analyse der Proteinsequenzen mittels Alignment (ClustalW)
zeigt die Ahnlichkeit der vier Ferritine zueinander (Abb. 2.2). Sie weisen eine sehr starke
Konservierung auf, so dass sich die grofiten Sequenzunterschiede im aminoterminalen Be-
reich befinden, vor allem im Bereich des Transportsignals. Interessanterweise zeigt sich,
dass AtFer3 und AtFer4 im Transitpeptid stark homolog zueinander sind (Abb. 2.2).
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TP EP reifes Protein

AtFerl

S 210 AS
1 49‘50 88| 259 [IRUEE

5 202 AS
1 57 ‘ 58 90‘ 259 HREr
NG J

Abb. 2.1: Aufbau der Arabidopsis Ferritine. Fiir jedes der vier Ferritine ist schematisch der Ort
fiir das Transitpeptid (TP), das Extensionspeptid (EP) und den reifen Teil eingezeichnet. Die Kenn-
zeichnung erfolgte nach SwissProt-Datenbankeintrag (http://www.expasy.org/sprot/) bzw. TargetP-
Vorhersage. Zusétzlich sind die Groflien der reifen Proteine angegeben.

So sind beide Transportsignale zu 63 % identisch (Daten nicht gezeigt). Dagegen liegt
die Homologie der Transitpeptide in anderen Fillen unter 30 %. Die reifen Proteinan-
teile sind zu 70-80 % identisch, wobei erneut die hichste Ahnlichkeit zwischen AtFer3
und AtFer4 vorliegt (Tab. 2.2). Insgesamt weisen die Ferritine aus Arabidopsis thaliana
eine hohe Homologie zueinander auf, welche im Fall von AtFer3 und AtFer4 besonders
deutlich wird.

Tab. 2.2: Homologie der Ferritine aus Arabidopsis thaliana. Die angegebenen Werte stellen
die Aminosdureidentitdt der Ferritine dar und wurden fiir das in Abbildung 2.2 gezeigte Alignment
erhalten.

Vorldauferprotein reifer Teil
AtFer2 | AtFer3 | AtFer4 | AtFer2 | AtFer3 | AtFer4

AtFerl | 620% | 620% | 61,6% 720% | 696% | 71,0%
AtFer2 - 66,8% | 67,6% - 740% | 74,0%
AtFer3 - - 78,0 % - - 79,5 %
AtFer4 - - - - - -
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Abb. 2.2
teinsequenzen der Ferritine wurde mit dem Programm MegAlign (DNA Star, Lasergene Software) gene-

riert. Die a-Helices und die Aminosiduren des Ferroxidasezentrums (*) wurden nach Petit et al. (2001a)
markiert. Das Extensionspeptid (EP) und die Schnittstelle der Stromaprozessierungspeptidase (SPP,
schwarzer Pfeil) wurden analog zu Abbildung 2.1 eingezeichnet. Im Alignment sind identische Amin-

osdurereste grau unterlegt.
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2.2 Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine in

Chloroplasten

2.2.1 Transportverhalten der Ferritine in Chloroplasten

Seit vielen Jahren wird die Lokalisierung pflanzlicher Ferritine untersucht, beispielswei-
se mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen. Dabei gelang die Visualisierung nur,
wenn die Pflanzen unter hohen Eisenkonzentrationen angezogen wurden (Gartenbohne
[Phaseolus vulgaris], Seckbach (1968)). Weitere mikroskopische Untersuchungen wurden
z.B. mit Klette (Xanthium pensylvanicum, Seckbach (1972)), Erbse (Pisum sativum, Hy-
de et al. (1963)) und Kokosnusspalme (Cocos nucifera, Maramorosch & Hirumi (1973))
durchgefiihrt. Daraus ergaben sich Hinweise darauf, dass pflanzliche Ferritine wahr-
scheinlich plastidéar lokalisiert sind. Allerdings fehlen weitergehende Analysen beziiglich

der Lokalisierung beispielsweise mittels in vitro Importexperimenten.

Zunichst sollte im Rahmen dieser Arbeit die Lokalisierung pflanzlicher Ferritine ana-
lysiert werden. Dazu wurden die vier Ferritine der Modellpflanze Arabidopsis thaliana
in vitro synthetisiert, wobei die Proteine radioaktiv markiert wurden. Um eine effizi-
ente Translation im Retikulozytenlysat zu gewéhrleisten, wurde der pBAT-Vektor ver-
wendet (Annweiler et al. (1991)). Die radioaktiv markierten Vorlduferproteine konnten
dann direkt fiir in organello Importexperimente mit isolierten Chloroplasten verwendet
werden. Die Arabidopsis Ferritine wurden entweder innerhalb dieser Arbeit aus cDNA
amplifiziert (AtFerl, AtFer2) bzw. beim RIKEN Institut erworben (AtFer3, AtFer4;
http://www.brc.riken.jp/lab/epd/catalog/cdnaclone.html, Seki et al. (1998), Seki et al.
(2002), vgl. Abschnitt 5.2.1.1 und 5.1.10).

Das Transportverhalten pflanzlicher Ferritine in Organellen wurde bisher nur fiir ein
Ferritin aus Gartenbohne untersucht (van der Mark et al. (1983c)). Aufgrund der me-
thodischen Umsetzung dieser Transportuntersuchung sind die erhaltenen Signale nur
sehr schwach. So wurde u.a. Gesamt-RNA fiir die in wvitro Synthese des Vorlauferpro-
teins genutzt. Um die Ferritin-spezifischen Signale detektieren zu kénnen, musste im
Anschluss an den Import eine Co-Immunprézipitation durchgefithrt werden. Abgesehen
vom schwachen Ferritinsignal fehlt eine weitergehende Analyse der subplastiddren Lo-
kalisierung sowie die Untersuchung des Transportverhaltens weiterer Ferritine anderer

Pflanzenspezies.

Daher sollte in dieser Arbeit zundchst untersucht werden, ob die Ferritine aus Arabidopsis
thaliana in isolierte Chloroplasten importiert werden kénnen. Dazu wurden die radio-
aktiv markierten Vorlduferproteine mit isolierten Chloroplasten aus Erbse und Spinat

fiir 20 min im Licht inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Thermolysinbehandlung, um
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die aulen an die Organellen assoziierten Proteine abzubauen. Die importierten Proteine
sind dagegen vor der Protease geschiitzt und kénnen nicht abgebaut werden. Die Chloro-
plasten wurden anschliefend durch osmotischen Schock lysiert und durch Zentrifugation
in Stroma und Thylakoide fraktioniert. Ein Teil der Thylakoide wurde zuséitzlich mit
Thermolysin behandelt. Dies diente zur Unterscheidung zwischen Thylakoid-assoziierten

Proteinen und in die Thylakoide transportierten Proteinen.

AtFerl AtFer2 AtFer3 AtFer4
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Abb. 2.3: In organello Import der Ferritine in isolierte Spinat- bzw. Erbsenchloroplasten.
Dargestellt sind Expositionen von 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli (1970)). In vitro syn-
thetisierte, radioaktiv markierte Vorlduferproteine (t-Translation) wurden mit isolierten Chloroplasten
aus Erbse bzw. Spinat fiir 20 min bei 25 °C im Licht inkubiert. Anschlieflend erfolgte eine Thermolysinbe-
handlung, und die intakten Chloroplasten wurden mittels 35 %igen Percollkissen reisoliert. Im Anschluss
daran wurde eine Fraktionierung der Plastiden in Stroma (S) und Thylakoide durchgefiihrt. Es erfolgte
eine weitere Thermolysinbehandlung eines Teils der Thylakoide (T4 ), wihrend die andere Hélfte unbe-
handelt blieb (T-). Die Stroma- und Thylakoidfraktionen wurden in stdchiometrischen Mengen (jeweils
12,5 ug Chlorophyll entsprechend; mit 1l des zum Import eingesetzten Translationsansatzes) aufge-
tragen und mittels SDS-PAGE getrennt. Die Grofien des mitgefithrten Markers sind in kDa angegeben.
Die schwarze Pfeilspitze markiert das Vorlduferprotein (p-precursor), die weile Spitze das reife Protein
(m-mature).

Es zeigt sich, dass alle vier Vorlauferproteine der Ferritine ins Stroma der Plastiden
importiert und dort zum reifen Protein prozessiert werden (Abb. 2.3, weifle Pfeile). In-
teressanterweise zeigen die Ferritine auch eine Assoziation mit der Thylakoidmembran,
welche von der stromalen Seite aus erfolgt, da diese nach Thermolysinbehandlung nicht
mehr vorhanden ist (Abb. 2.3, T+ Spur). Einzig fiir AtFerl und AtFer3 wurden gerin-
ge Mengen proteaseresistenter Proteine in den Thermolysin-behandelten Thylakoiden
detektiert. Es ist zu sehen, dass die reifen Proteine nicht komplett proteolytisch abge-
baut werden konnten und vermutlich ein Teil der reifen AtFerl und AtFer3 Proteine
fiir die Protease nicht zugénglich war. Die Prozessierung der Ferritine im Stroma fiihrt
zu ungewohnlichen Bandenmustern. Bisher untersuchte plastidére Proteine werden nach
einem solchen in organello Import durch die Stromaprozessierungspeptidase (SPP) zu
einem reifen Protein prozessiert. Wahrend AtFerl und AtFer2 nur eine reife Protein-

bande von ca. 24 kDa aufweisen, zeigen AtFer3 und AtFer4 komplexere Bandenmuster
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im Bereich von ca. 23kDa bis 26 kDa. Nach dem Import ins Stroma der Chloroplasten
werden fiir AtFer3 zwei Banden detektiert, eine prominente und eine etwas schwéchere,
kleinere Bande. Im Fall von AtFer4 findet man sogar vier bis fiinf verschieden grofe
Banden in Spinatplastiden, von denen zwei im Bereich von 23-24 kDa sehr prominent
auftreten. Hingegen werden nach dem Import in Erbsenchloroplasten nur zwei stromale
Banden von AtFerd detektiert.

AtFer3 AtFer4 23 kDa
t SE 1 SE t SE

[kDal] ST-T+|4 25 S T- T+|4 25 [kDa] S T- T+ 4 25

29 O
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Abb. 2.4: Inkubation von Translationsprodukten mit Stromaextrakt im Vergleich zum in
organello Import. Dargestellt sind Expositionen von 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli
(1970)). Die Vorlduferproteine von AtFer3, AtFer4 und dem 23 kDa Protein wurden wie in Abb. 2.3
beschrieben in Spinatchloroplasten importiert. Die Vorstufenproteine wurden zudem fiir 20 min bei 4°C
(4) bzw. 25°C (25) mit isolierten Spinatstromaextrakt (SE-Stromaextrakt) inkubiert. Die schwarze
Pfeilspitze kennzeichnet das Vorstufenprotein, die weile Spitze das reife Protein und die graue Spitze
das Stromaintermediat (i-intermediate) des 23 kDa Proteins. Fiir weitere Details sieche Abbildung 2.3.

Um nun zu priifen, ob diese komplexen Bandenmuster von AtFer3 und AtFer4 alleinig
durch die SPP generiert werden, wurden die in wvitro Translationsprodukte mit isolier-
tem Stromaextrakt inkubiert (Abb. 2.4). Sowohl fiir AtFer3 als auch fiir AtFer4 wird nur
ein SPP-Spaltprodukt beobachtet. Die bei AtFer3 auftretende Bande korreliert mit der
intensiven Importbande bei 23 kDa (Abb. 2.4, weifler Pfeil), weshalb die kleinere Bande
wahrscheinlich durch eine weitere Spaltung hervorgerufen wird. Die nach dem Import
von AtFerd beobachtete kleinere prominente Bande entspricht dem Produkt der SPP-
Prozessierung (Abb. 2.4, weiler Pfeil). Da es sich bei den verbliebenen Banden zumeist
um grofere Produkte handelt, sind diese womoglich das Resultat anderer plastidirer Pro-
teasen. Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche SPP-Spaltung mittels Stromaextrakt wurde
die 23 kDa Untereinheit des Wasserspaltungsapparates genutzt, welche in den Thylakoi-
den lokalisiert ist (Abb. 2.4). Nach dem Transport ins Stroma erfolgte die SPP-Spaltung
zu einem Stromaintermediat (Abb. 2.4, grauer Pfeil) und anschliefend der Weitertrans-
port in die Thylakoide (Abb. 2.4, weiBer Pfeil). Dort findet eine zweite Spaltung durch
die Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP) zum reifen 23kDa Protein statt. Im Im-

portansatz ist das Stromaintermediat vom 23 kDa Protein nur schwach detektierbar, da
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ein sofortiger Weitertransport in die Thylakoide eine stirkere Akkumulation im Stroma

verhindert.

Es zeigt sich, dass es sich bei den vier Arabidopsis Ferritinen um plastiddare Proteine han-
delt, welche im Stroma der Chloroplasten lokalisiert sind und an die Thylakoidmembran
assoziieren konnen. Obwohl die Arabidopsis Ferritine sehr homolog zueinander sind, so
zeigen sich dennoch deutliche Unterschiede bei der Prozessierung der Vorlduferprotei-
ne im Stroma. Auffillig ist das komplexe Proteinbandenmuster der reifen AtFer3 und
AtFer4 Proteine, welche nicht allein durch die SPP gebildet werden, sondern vermutlich

durch andere Proteasen generiert werden.

2.2.2 Komplexassemblierung der Ferritine aus Arabidopsis

thaliana
2.2.2.1 Komplexe der Ferritine im Stroma

Nachdem das Transportverhalten der vier Arabidopsis Ferritine untersucht wurde, sollte
nun geklart werden, ob sie nach ihrem Import ins Stroma hohermolekulare Komplexe
bilden. Es ist bereits bekannt, dass Ferritine zu Komplexen bestehend aus 24 Ferritin-
Untereinheiten assemblieren (Lawson et al. (1991), Lobréaux et al. (1992b)). Im Inneren
dieser Komplexe werden die Eisenionen als Eisen(III)-Hydroxide gespeichert (Chasteen
& Harrison (1999), Jameson et al. (2002)). Im Folgenden sollte nun untersucht wer-
den, ob solche funktionellen Komplexe auch mit den frisch importierten Ferritinen aus

Arabidopsis thaliana beobachtet werden kénnen.

Zur Detektion loslicher Proteinkomplexe (fiir Stromaproben) wurde das Tris-Glycine-
Native Gelsystem (TGN) verwendet. Die TGN-PAGE stellt eine SDS-freie Variante des
Laemmli Gelsystems dar (Molik (2005)) und wurde fiir die elektrophoretische Trennung
der Stromaproteine verwendet. In Abbildung 2.5 (linke Seite) ist ein solches Coomassie
gefarbtes TGN-Gel zu sehen. Auffillig ist eine prominente Bande bei 440 kDa von der
bekannt ist, dass es sich um den im Stroma stark vertretenen Rubiscokomplex handelt.
Im Autoradiogramm (Abb. 2.5, rechte Seite) werden fiir alle Ferritine Komplexe bei ca.
670kDa detektiert (schwarzer Pfeil). Ansonsten unterscheidet sich das Bandenmuster
(Abb. 2.5, mit Stern gekennzeichnet) trotz der grofien Homologie der Proteine (Tab.
2.2) z.T. stark voneinander. AtFerl und AtFer3 besitzen beide einen ca. 100 kDa groBen
Komplex, unterscheiden sich aber in den verschieden grofien Komplexen unter 100 kDa.
AtFer2 bildet einen grofleren Komplex von etwa 140kDa, sowie zwei kleinere von ca.
130kDa bzw. 80kDa. Ein ginzlich anderes Bild weist AtFer4 auf. Fiir dieses Ferritin
wird ein eher ,leiterartiges“ Bandenmuster detektiert. Zudem zeigen sich bei AtFer4

Probleme beim Ubergang ins Trenngel, wodurch moglicherweise der zu beobachtende
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Abb. 2.5: Assemblierung der Ferritine zu stromalen Komplexen. Es ist die Exposition eines
5-13,5 %igen Tris-Glycine-Native (TGN) Gels (rechts) und das entsprechend Coomassie gefirbte Gel
(links) dargestellt. Das Stroma aus Spinatplastiden (Menge entsprechend 25 pig Chlorophyll) wurde nach
dem Import der Ferritine unter nativen Bedingungen aufgetrennt. Im gefiirbten Gel wird eine Bande bei
440kDa detektiert, dabei handelt es sich um den Rubiscokomplex. Fiir weitere Details siehe Abbildung
2.3.

»ochmier” entsteht.

Die gebildeten Ferritinkomplexe von ca. 670 kDa Grofle stellen wahrscheinlich funktio-
nelle Komplexe dar, demnach sollten die importierten Ferritine in der Lage sein, Eisen zu
speichern und bei Bedarf abzugeben (z.B. zur Synthese von Fe/S-Clustern). Bei den klei-
neren Ferritinkomplexen im Stroma koénnte es sich um im Auf- bzw. Abbau befindliche

Komplexe handeln.

2.2.2.2 2D-Analyse der stromalen Komplexe von AtFer3 und AtFer4

Die stromalen Ferritinkomplexe von AtFer3 und AtFer4, nicht aber AtFerl und At-
Fer2, wurden weiter analysiert, da AtFer3 und AtFer4 im in organello Import (Abb.
2.3) ein komplexes Bandenmuster aufwiesen, welches nicht allein auf die SPP-Spaltung
zuriickzufithren ist (Abb. 2.4). Daraus ergab sich die Fragestellung, ob alle beobachteten
Prozessierungsprodukte in die funktionellen Ferritinkomplexe eingebaut werden (Abb.
2.5), oder ob nur die durch SPP Prozessierung generierten Banden die aktiven AtFer3
bzw. AtFer4 Proteine darstellen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden ausge-
schnittene Gelstreifen entsprechender nativer Gele von AtFer3 und AtFerd (Abb. 2.5)
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unter denaturierenden Bedingungen in der zweiten Dimension aufgetrennt (Abb. 2.6 und
2.7).
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Abb. 2.6: 2D-Analyse der stromalen Komplexe von AtFer3. Nach Import von AtFer3 in Spinat-
chloroplasten und anschlieBender TGN-PAGE des Stromas wurde der entsprechende Gelstreifen einer
zweiten denaturierenden Elektrophorese unterzogen. Dargestellt ist die Silberfarbung (links) und die
Exposition (rechts) des 15 %igen SDS-Polyacrylamidgels (Laemmli (1970)). Fiir weitere Details siehe
Abbildungen 2.3 und 2.5.

Im silbergefdarbten SDS-Gel ist die Trennung der nativen Komplexe in die einzelnen
Proteine zu beobachten (Abb. 2.6 und 2.7). Die am stdrksten gefirbten Proteinspots
stellen die beiden Untereinheiten des Rubisco-Komplexes dar, welcher im TGN-Gel et-
wa 440kDa grof} ist (Abb. 2.5). Neben diesen dominanten Spots kénnen noch weitere

stromale Proteine detektiert werden.

Nach 2D-PAGE zeigt sich, dass die aufgetrennten Ferritinkomplexe von AtFer3 aus zwei
Banden bestehen (Abb. 2.6). In den Ferritinkomplexen ist sowohl die von der SPP ge-
nerierte Bande als auch die etwas kleinere Bande enthalten. Insbesondere der 670 kDa
Komplex (Abb. 2.6, a), welcher den eigentlichen funktionellen Ferritinkomplex darstellt,
ist aus beiden Prozessierungsprodukten aufgebaut. Dies lisst den Schluss zu, dass nicht
nur das von der SPP prozessierte AtFer3 (Abb. 2.4, weifler Pfeil), sondern auch das
kleinere AtFer3 Protein zur Funktion des AtFer3-Komplexes beitragt. Welche Aufgabe
die kleineren Ferritinkomplexe iibernehmen ist noch nicht geklart, moglicherweise sind
dies Zwischenstufen des 670 kDa-Komplexes (Abb. 2.6, b, ¢).

Auch im Falle von AtFer4 finden sich zwei Banden im Ferritinkomplex (Abb. 2.7, a).
Diese entsprechen den beiden prominenten Importbanden von AtFer4 (Abb. 2.3 und
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Abb. 2.7: 2D-Analyse der stromalen Komplexe von AtFer4. Nach Import von AtFer4 in Spinat-
chloroplasten und anschlieBender TGN-PAGE des Stromas wurde der entsprechende Gelstreifen einer
zweiten denaturierenden Elektrophorese unterzogen. Dargestellt ist die Silberfarbung (links) und die
Exposition (rechts) des 15 %igen SDS-Polyacrylamidgels (Laemmli (1970)). Fiir weitere Details siehe
Abbildungen 2.3, 2.5 und 2.6.

2.4). Ebenso enthalten auch die kleineren Komplexe meist beide reifen Proteinanteile
(Abb. 2.7, b, ¢, d). Dies passt zu den Ergebnissen der 2D-Analyse von AtFer3. Es wird
deutlich, dass beide Banden, die SPP prozessierte und die alternativ prozessierte Bande,
von AtFer3 und AtFer4 im Stroma tatséchlich in die Komplexe eingebaut werden. Daher
kommt ihnen wahrscheinlich eine funktionelle Bedeutung zu. Die 670 kDa grofien Kom-
plexe konnten Homomere eines Ferritins darstellen, welche aus unterschiedlich prozes-
sierten AtFer3 bzw. AtFerd Proteinen bestehen. Andererseits kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die frisch importierten AtFer3 und AtFer4 Proteine mit in den Plastiden

vorhandenen Ferritinuntereinheiten heteropolymere Komplexe eingehen.

2.2.2.3 Komplexe der Ferritine an der Thylakoidmembran

Im vorherigen Abschnitt wurden die stromalen Komplexe der Arabidopsis Ferritine un-
tersucht. Im plastiddren Import zeigte sich bereits die Tendenz der Ferritine, an die
Thylakoidmembran zu binden. Somit kénnten funktionelle Komplexe auch an den Thy-
lakoiden beobachtet werden. Zur Untersuchung dieser wurden die Ferritine in isolierte
Spinatchloroplasten importiert und die Thylakoide aus diesen isoliert. Um die Prote-
inkomplexe der Thylakoide zu analysieren, wurden diese mittels Digitonin solubilisiert.
Anschlielend wurden die solubilisierten Komplexe mit Coomassie G250 versetzt und im
Blue Native Gel (BN) aufgetrennt. Dieses spezielle Elektrophoreseverfahren ist insbe-
sondere fiir membranstandige Proteinkomplexe geeignet (Schigger & von Jagow (1991),
Berghofer & Klosgen (1999)).
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Abb. 2.8: Ferritinkomplexe an der Thylakoidmembran. Dargestellt sind Expositionen von
5-13,5 %igen Blue Native (BN-) Gelen. Die Thylakoide wurden nach Import der vier Ferritine in Spi-
natchloroplasten isoliert und vor dem Gellauf mit Digitonin solubilisiert. AnschlieBend wurden die
Thylakoide (Menge entsprechend 25 pg Chlorophyll) unter nativen Bedingungen aufgetrennt. Im BN-
Gel sind folgende Photosynthesekomplexe der Thylakoidmembran erkennbar: Photosystem I (PSI),
ATP-Synthase (ATP-S), Photosystem II (PSII), Cytochrom bg/f Komplex (Cytbf) und der Lichtsam-
melkomplex von PSII (LHCII). Fiir weitere Details sieche Abbildung 2.3.

Nach erfolgter Elektrophorese sind folgende Komplexe der photosynthetischen Elektron-
entransportkette im BN-Gel erkennbar (Abb. 2.8, linke Seite): Photosystem I (PSI),
ATP-Synthase (ATP-S), Photosystem II (PSII), Cytochrom bg/f Komplex (Cytbf) und
der Lichtsammelkomplex von PS II (LHCII) (Schégger & von Jagow (1991), Berghdfer
& Klosgen (1999)). Im Autoradiogramm wurden die ca. 670kDa grofien Ferritinkom-
plexe detektiert, welche der Grofle nach den beobachteten funktionellen Ferritinkomple-
xen im Stroma entsprechen (Abb. 2.5). Auffillig ist, dass im BN-Gel keine kleineren
Ferritinkomplexe detektiert werden und bei AtFer4 ein eindeutiges Signal anstelle des
,Bandenschmiers® zu erkennen ist. Somit kénnten die Ferritine sowohl im Stroma als
auch an den Thylakoiden fiir die Eisenspeicherung verantwortlich sein. Da das Stro-
ma der Ort der Fe/S-Cluster-Synthese ist, sollte auch die Eisenbereitstellung eine Rolle
spielen (Ye et al. (2006), M. et al. (2007)). An der Thylakoidmembran kénnten die Fer-
ritine zum Schutz vor der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS-reactive ozygen
species) durch freie Eisenionen ihre Funktion als Eisenspeicherprotein ausiiben. ROS
konnten gebildet werden, wenn Thylakoidproteine (z.B. Rieske-Fe/S-Protein des photo-
synthetischen Cytochrom bg/f-Komplexes) als Folge einer Schidigung den enthaltenen
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Eisencofaktor freisetzen. Die wurde fiir Ferritin in Chlamydomonas reinhardtii gezeigt,
welchem eine schiitzende Funktion bei photo-oxidativem Stress zukommt (Busch et al.
(2008)).

2.2.2.4 Ferritinimport und Komplexassemblierung in Anwesenheit von
Eisen(II)

In den bisherigen Arbeiten wurde das Import- und Assemblierungsverhalten der Ferritine
aus Arabidopsis thaliana untersucht. In einem ersten Experiment sollte nun die Eisen-
speichernde Funktion der Ferritine weiter untersucht werden. Es ist bekannt, dass Fer-
ritinkomplexe Eisen(II) aufnehmen und mittels ihrer Ferroxidaseaktivitit zu Eisen(III)
oxidieren (Levi et al. (1988), Treffry et al. (1993)), welches innerhalb der Komplexe ge-
lagert wird. Aufgrund dessen wurde dem in organello Importansatz Eisen(II)chlorid in
verschiedenen Konzentrationen (0 M, 40 uM, 400 uM) zugesetzt und das Transport-
verhalten der Ferritine, sowie die Komplexassemblierung untersucht (Abb. 2.9). Das dem
Import zugesetzte Eisen(II) sollte von den Plastiden aufgenommen werden, da Shingles
et al. (2002) mittels stopped flow Spektrofluorometrie den Transport von Eisen(II)-Ionen
iiber die innere Chloroplastenmembran bereits gezeigt haben. Des Weiteren wurde ein
Protein der inneren Chloroplastenmembran (PIC1-permease in chloroplasts1), identifi-
ziert, welches wahrscheinlich den Transport von Eisenionen iiber diese Membran bewerk-
stelligt (Duy et al. (2007)).

Der Import der vier Arabidopsis Ferritine zeigt auch in Anwesenheit von Eisen(II) keine
Verénderung des Chloroplastentransports im Vergleich zum Standardimport (Abb. 2.9,
A). Folglich fiihrt die Eisen(II)-Zugabe weder zu einer Verstirkung noch zu einer Hem-
mung des Plastidenimports der Ferritine. Obwohl sich das Transportverhalten der Fer-
ritine in Anwesenheit von Eisen(II)-Ionen nicht veréndert, konnte die Komplexbildung
der Ferritine im Stroma beeinflusst sein. Daher wurde im Anschluss an das Importexpe-
riment das isolierte Stroma auch unter nicht-denaturierenden Bedingungen (TGN-Gel)

aufgetrennt.

Betrachtet man das Ergebnis der nativen Trennung, so ist zu erkennen, dass sich das Ban-
denmuster der Ferritinkomplexe in An- und Abwesenheit von Eisen(II) nicht verindert
(Abb. 2.9, B). Es ist daher vorstellbar, dass die Ferritinkomplexe entweder das Eisen(II)
nicht eingelagert haben oder dass ein Gréfenunterschied der 670 kDa Ferritinkomple-
xe durch die Eisen-Aufnahme mittels nativer Gelelektrophorese nicht sichtbar gemacht
werden kann. Auch eine méogliche Assemblierung der kleineren stromalen Komplexe zu
grofleren Komplexen ist nicht zu erkennen. Somit hat Eisen(II) unter den gewéhlten
Bedingungen weder einen Einfluss auf den Transport noch auf die Komplexbildung der

Ferritine. Zum einen konnten die eingesetzten Plastiden die Eisen(II)-Ionen nicht aufge-
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Abb. 2.9: Import und Komplexe in Anwesenheit verschiedener Eisen(II) Konzentratio-
nen. Dargestellt sind Expositionen 10-15 %iger SDS-Polyacrylamidgele (A, Laemmli (1970)) und einer
5-13,5 %igen TGN-PAGE von Stromafraktionen (B). Der in organello Import der Arabidopsis Ferritine
erfolgte in Anwesenheit von 0, 40 und 400 M Eisen(II)chlorid in Spinatchloroplasten. Die Importfrak-
tionen wurden mittels SDS-PAGE denaturierend (A) und das isolierte Stroma zusétzlich unter nativen
Bedingungen (B) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fiir weitere Details siehe Abbildungen 2.3 und 2.5.

nommen haben, und zum anderen wére es auch denkbar, dass langere Eisenexpositionen
der Plastiden bzw. die Anzucht der Pflanzen in Anwesenheit erhchter Eisenkonzentra-

tionen notig sind um Verdnderungen beobachten zu konnen.

2.3 Ferritin - dual targeting in pflanzliche

Organellen

2.3.1 In silico Analyse der subzelluliren Lokalisierung der

Ferritine

In der vorliegenden Arbeit wurde bisher der plastidéire Transport der vier Arabidopsis
Ferritine gezeigt (Abb. 2.3). In der Veroffentlichung von Zancani et al. (2004) gab es erste
Hinweise auf eine mogliche mitochondrielle Lokalisierung von pflanzlichem Ferritin. In
diesen Arbeiten wurden Mitochondrien-spezifische Ferritinsignale mittels Western Blot
und Immunogoldmarkierung isolierter Mitochondrien aus Erbse und Arabidopsis thalia-
na detektiert. Daher wurden in ersten Untersuchungen beziiglich einer mitochondriellen
Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine in silico Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurden

fiinf verschiedene Vorhersageprogramme verwendet. Diese erkennen entweder Proteine
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Tab. 2.3: Vorhersage der subzellulidren Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine. Die Prote-
insequenzen der vier Ferritine wurden unter Verwendung von fiinf verschiedenen Vorhersageprogram-
men beziiglich ihrer Organell-lokalisierung analysiert. Programme: TargetP!, Predotar?, MitoProtII?,
iPSORT* und PSORT®. Verwendete Abkiirzung: IMM-Innere Mitochondrienmembran und IMS-

Intermembranraum.

‘ TargetP ‘ Predotar ‘ MitoProtll ‘ iPSORT ‘ PSORT

AtFerl | C (0,875) | C(0,985) C | C Stroma (0,963)
M (0,051) | M (0,020) C Thyl.membr. (0,744)
C Thyl.lumen (0,744)
M Matrix (0,360)

AtFer2 | C(0,915) | C (0,976) C Vakuole (0,412)
M (0,204) | M (0,013) outside (0,370)
ER Membr. (0,100)
ER Lumen (0,100)

AtFer3 | C (0,960) | C (0,898) | M (0,0266) C Stroma (0,850)
M (0,019) | M (0,081) C Thyl.membr. (0,399)
C Thyl.lumen (0,399)
M Matrix (0,100)

AtFerd4 | C(0,920) | C (0,014) C Stroma (0,831)
M (0,026)
M IMM (0,380)
M IMS (0,380)
I http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/, 2 http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html,

3 http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.html, 4 http://biocaml.org/ipsort/iPSORT/

5 http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html

eines Organells (MitoProtIl) oder kénnen mindestens zwischen Plastiden und Mitochon-
drien unterscheiden (TargetP, Predotar, iPSORT, PSORT) (Claros & Vincens (1996),
Emanuelsson et al. (2000), Bannai et al. (2002), Small et al. (2004)).

Es stellte sich heraus, dass TargetP alle vier Ferritine als plastiddr erkennt und PSORT
diese, mit Ausnahme von AtFer2, im Stroma der Plastiden lokalisiert (Tab. 2.3). Fir
AtFer2 gibt PSORT mit einem geringen Wert eine vakuoldre Lokalisierung an, so dass
dieses Programm keine eindeutige Aussage zu AtFer2 treffen kann. Als weitere mogliche
subzelluldre Lokalisierung von AtFerl und AtFer3 werden sowohl die Thylakoidmem-
bran als auch das Thylakoidlumen von PSORT angegeben. Im Fall von AtFer4 scheint
die Lokalisierung sowohl in den Plastiden, als auch in Mitochondrien denkbar, da Tar-
getP und Predotar hohe Werte fiir Chloroplasten bzw. Mitochondrien ausgeben. Zudem
liegen die erhaltenen PSORT-Werte fiir beide Organellen sehr nah beieinander. Predo-
tar erkennt jeweils drei Ferritine als plastiddr und ein Ferritin als mitochondriell (Tab.
2.3). AtFer2 und AtFer4 werden von MitoProtIl als mitochondriell vorhergesagt. Fiir
AtFer3 kann MitoProtII keine mitochondrielle Lokalisierung vorhersagen. Dagegen kénn-
te AtFerl moglicherweise in Mitochondrien lokalisiert werden, aber anhand des geringen

Wertes ist dies nicht unbedingt zu erwarten. Interessanterweise unterscheiden sich die
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Vorhersagen fiir AtFer3 und AtFer4 deutlich, obwohl ihre Transitpeptide zu 63 % iden-
tisch sind (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise sind die am Aminoterminus von AtFer4

zusétzlich vorhandenen Aminosduren dafiir verantwortlich (Abb. 2.2).

Die verwendeten Vorhersageprogramme erkennen die Ferritine aus Arabidopsis thaliana
vor allem als plastiddre Proteine (Tab. 2.3). Wie bereits gezeigt, werden die Ferritine
in die Chloroplasten transportiert (Abb. 2.3), dennoch schliefit dies nicht aus, dass die

Ferritine auch in anderen Organellen lokalisiert sein kénnen.

Innerhalb der Arbeitsgruppe wird der Plastidenimport standardméssig eingesetzt. Zu-
dem wurde die Isolierung von Mitochondrien und der Import in diese etabliert (Rodiger
(2003)), so dass damit die Moglichkeit zur Untersuchung eines Mitochondrienimports
der Ferritine besteht.

2.3.2 Reinheit der Organellen aus Erbse und Spinat

2.3.2.1 Praparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus

Pflanzenmaterial

Zunéachst wird die Préaparation der Organellen aus Pisum sativum (Erbse) und Spinacia
oleracea (Spinat) kurz erldutert. Die aus der Literatur bekannten Protokolle sind zur
Isolierung eines der beiden Organellen (Mitochondrien oder Chloroplasten) beschrieben.
In der Arbeitsgruppe wurden nun die Isolierungsprotokolle kombiniert, um so aus einem
Pflanzengewebe beide Organellen préparieren zu konnen. Als Grundlage diente dabei
das Protokoll zur Isolierung von Mitochondrien, bei welchem im ersten Zentrifugati-
onsschritt die Plastiden sedimentiert werden. Die weitere Isolierung erfolgte analog der
Einzelprotokolle. In beiden wird zur Reinigung und Isolierung der intakten Organel-
len ein Percollgradient genutzt, auf dem die grob angereicherten Mitochondrien- bzw.
Chloroplastenfraktionen aufgetragen und anschliefend zentrifugiert werden. Beispiele
solcher typischer Percollgradienten sind in Abbildung 2.10 dargestellt. Die angereicher-
ten Organellen werden aus der entsprechenden Percollschicht entnommen und mehrmals

gewaschen.

Anhand der gezeigten Percollgradienten wird deutlich, dass fiir die Isolierung der Or-
ganellen verschiedener Pflanzenspezies unterschiedliche Percollstufen verwendet werden
(Abb. 2.10). Die Mitochondrienpriaparation aus Erbse weist eine saubere, milchig weifle
Schicht zwischen 23 % und 40 % Percoll auf. Eine analoge Anreicherung der Mitochon-
drien aus Spinat ist ebenfalls zu erkennen (Abb. 2.10, A). Allerdings ist diese Bande
leicht griinlich gefarbt, was auf Plastiden- bzw. Thylakoidpartikel in dieser hindeutet.
Die intakten Chloroplasten aus Erbse und Spinat kénnen mittels Percollstufen von den
bereits zerstorten Plastiden getrennt werden (Abb. 2.10, B).
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Abb. 2.10: Percollgradienten der Mitochondrien und Chloroplasten. Dargestellt sind die
Mitochondrien- (A) und Chloroplastengradienten (B) der Parallelpriparation nach entsprechender Zen-
trifugation. Es sind sowohl Erbsen- als auch Spinatgradienten gezeigt, bei denen die eingesetzten Per-
collkonzentrationen eingezeichnet sind.

2.3.2.2 Immunologische Analyse der Reinheit der isolierten Organellen

Der Isolierung beider Organellen aus Erbse und Spinat folgte die Untersuchung zur
Reinheit. Dazu wurden Western Analysen mit Antikorpern gegen Mitochondrien- und
Plastidenproteine durchgefiihrt. In der Arbeitsgruppe waren bereits Antikorper gegen
chloroplastidire Proteine vorhanden. Um Mitochondrienproteine nachzuweisen, wurden
entsprechende Antikérper kommerziell erworben. Dabei wurde darauf geachtet, dass
diese sowohl gegen membranstidndige als auch 16sliche Mitochondrienproteine gerichtet
sind. Nach Trennung der Organellproben auf SDS-Minigelen und Transfer auf PVDF-
Membranen mittels semi-dry Verfahren wurden die Membranen mit Antikérpern gegen
Proteine der Mitochondrienmatrix, der inneren und der dufleren Mitochondrienmembran

entwickelt.

Die in der Matrix lokalisierte GDC-H (H-Untereinheit des Glycin Decarboxylase Kom-
plexes, Fujiwara et al. (1990)) wird im entsprechenden Western Blot in den Mitochon-
drienspuren aus Erbse und Spinat vom a-GDC-H Antikorper detektiert (Abb. 2.11).
Es fallt auf, dass die GDC-H aus Spinat kleiner ist als aus Erbse. Zusétzlich zur De-
tektion der GDC-H erfolgt ebenfalls eine Erkennung eines Proteins in den Spinatchlo-
roplasten. Diese Kreuzreaktivitdt wurde in geringerem Mafle auch mit Erbsenchloro-
plasten beobachtet. Aufgrund der unterschiedlichen Groflen der detektierten Proteine
kann eine Plastidenkontamination der Mitochondrien ausgeschlossen werden. Ein weite-
rer gegen ein Matrix-lokalisiertes Protein gerichteter Antikérper, kam zum Einsatz. Mit

dem Isocitratdehydrogenase (Idh)-Antikorper erhdlt man im Western Blot ausschlief3-
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Abb. 2.11: Nachweis der Organellen mit Mitochondrien spezifischen Antikérpern. Mitochon-
drien (M, 10 ug Protein entsprechend) und Chloroplasten (C, 2,5 ug Chlorophyll entsprechend) wurden
auf einem 15 %igen SDS-Minigel (Laemmli (1970)) elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend auf
eine PVDF Membran transferiert. Diese wurde einer Western Blot Analyse mit den entsprechenden
Antikoérpern unterzogen und mittels ECL-Reaktion detektiert. Es wurden Antikérper gegen GDC-H
(H-Untereinheit des Glycin Decarboxylase Komplexes), Idh (Isocitratdehydrogenase), VDACI1 ( Voltage-
dependent anion-selective channel proteinl) und CoxII (Cytochrom Oxidase Untereinheit IT) eingesetzt.
Die schwarzen Pfeile markieren jeweils das detektierte Protein und der weifle Pfeil das Dimer der Iso-
citratdehydrogenase.

lich Signale in den Mitochondrien. Es werden in beiden Pflanzenspezies drei Banden
detektiert: das Idh-Monomer bei ca. 40 kDa in Form einer Doppelbande und das Dimer
bei ca. 90 kDa. Die beobachtete Doppelbande kénnte von zwei Isoformen der Idh stam-
men. Solche Isoformen unterschiedlicher Grofie wurden fiir Isocitratdehydrogenasen aus
Arabidopsis bereits beobachtet (Behal & Oliver (1998)). Ebenso ist die Fahigkeit zur
Dimerbildung dieser Hydrogenasen bekannt (Gélvez et al. (1994)). Der Western Blot
gegen das VDACL1 (Voltage-dependent anion-selective channel proteinl, Clausen et al.
(2004), Hoogenboom et al. (2007)), einem Protein der d&uleren Mitochondrienmembran,
detektiert ausschliellich Proteine der Mitochondrien. Wéhrend in Erbse eine Bande bei
ca. 29 kDa nachweisbar ist, werden in Spinatmitochondrien zwei Proteine detektiert. Es
konnte sich dabei um Isoenzyme des VDAC1-Proteins handeln. Zusétzlich werden in ge-
ringen Mafle andere Proteine in Mitochondrien aus Spinat erkannt. Dariiber hinaus kam
der Antikorper gegen die Cytochrom Oxidase Untereinheit II (CoxII), Teil von Komplex
IV der mitochondriellen Atmungskette der inneren Hiillmembran, zum weiteren Nach-
weis eines membranstédndigen Proteins zum Einsatz (Eubel et al. (2003), Eubel et al.
(2004)). Im Western Blot wird ein Protein bei ca. 26 kDa in den Mitochondrienspuren
detektiert. Zusatzlich werden bei ca. 33 kDa (Erbse) bzw. 34 kDa (Spinat) weitere Prote-
ine erkannt. Es ist zu beobachten, dass Kreuzreaktionen mit plastiddren Erbsenproteinen

auftreten.

Die Western Analysen zeigen, dass intakte Mitochondrien isoliert wurden, da in allen
Fallen sowohl 16sliche als auch membransténdige Mitochondrienproteine erkannt wurden.

In zwei Fillen wurde eine Kreuzreaktion mit plastiddren Proteinen detektiert, welche
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keine Plastidenkontamination der Mitochondrien darstellen, da sich die durch die An-

tikorper erkannten Proteine in beiden Organellen beziiglich ihrer Grofie unterscheiden.

Ein schwerwiegenderes Problem stellt eine mogliche Kontamination der Mitochondrien
mit Plastiden dar, welche durch eine Western Analyse mit Antikorpern gegen plas-
tiddre Proteine untersucht werden sollte (Gutensohn et al. (2004)). Die verwendeten
Antikoérper waren gegen Ferredoxin-NADPH-Reduktase (FNR, Stroma) und gegen das
33kDa Protein des Wasserspaltungsapparates (33 kDa Protein, Thylakoide) gerichtet.
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Abb. 2.12: Nachweis der Organellen mit Plastiden spezifischen Antikérpern. Dargestellt
sind Western Analysen von 15 %igen Mini-SDS-Gelen (Laemmli (1970)). Zum Nachweis wurden Anti-
korper gegen die Ferredoxin-NADPH-Reduktase (FNR, Stroma) und gegen das 33kDa Protein des
Wasserspaltungsapparates (33kDa Protein, Thylakoide) eingesetzt. Die detektierten Proteine sind mit
einem schwarzen Pfeil gekennzeichnet. Fiir weitere Details siche Abbildung 2.11

Beide Antikorper weisen die entsprechenden Proteine in den Chloroplasten aus Erbse
und Spinat nach. Die Western Analyse des 33 kDa Proteins zeigt, dass die Erbsenmito-
chondrien lediglich mit geringen Mengen an Thylakoiden kontaminiert sind (Abb. 2.12,
links). Im Gegensatz dazu ist der Anteil der Thylakoidkontamination der Mitochondrien
aus Spinat vergleichsweise erhoht (Abb. 2.12). Da hier auch das Signal des stromalen
Proteins (FNR) in der Western Analyse detektiert wurde, kann daraus geschlossen wer-
den, dass geringe Mengen intakter Plastiden in den Spinatmitochondrien vorliegen (Abb.
2.12, rechts). Zusammenfassend zeigen die Western Analysen, dass sowohl Mitochon-
drien als auch Chloroplasten aus beiden Pflanzenspezies erfolgreich préapariert werden
konnen und nur geringfiigige Kontaminationen der Mitochondrien mit Plastiden bzw.

Thylakoiden vorliegen.

2.3.3 In wvitro Organelltransport der Ferritine
2.3.3.1 Einzelorganellimport der Arabidopsis Ferritine

Im Anschluss an die immunologischen Nachweise der Organellen, wurde das Transport-
verhalten der Ferritine in beide Organellen untersucht. Dazu wurden die isolierten Mito-

chondrien und Chloroplasten in in organello Importexperimenten eingesetzt.
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Fiir eine bessere Vergleichbarkeit sind in Abbildung 2.13 die Mitochondrien- und Chlo-
roplastenimporte nebeneinander aufgetragen. Analog zu den Plastidenimporten (Abb.
2.3) erfolgten diese Importversuche mit Organellen aus Erbse und Spinat. Wie bereits
gezeigt werden die Arabidopsis Ferritine sowohl in Chloroplasten aus Erbse als auch
aus Spinat importiert (Abb. 2.13). Des Weiteren werden alle vier Ferritine ebenso in
Erbsenmitochondrien transportiert. Folglich liegt eine duale Lokalisierung dieser Protei-
ne vor. In Spinatmitochondrien werden dagegen nur drei Ferritine eindeutig importiert.

Somit sind die Arabidopsis Ferritine Kandidaten fiir das als dual targeting bezeichnete

Phéanomen.
Eibse AtFerl AtFer2 AtFer3 AtFerd
i M €

[kDa] -+ -+
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Abb. 2.13: In organello Importe der Ferritine in Mitochondrien und Chloroplasten. Dar-
gestellt sind Expositionen von 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli (1970)). In vitro syn-
thetisierte, radioaktiv markierte Vorlduferproteine (t-Translation) wurden mit isolierten Mitochondrien
(M) bzw. Chloroplasten (C) aus Erbse oder Spinat fiir 30 min bei 25 °C im Licht inkubiert. Anschlie-
Bend wurde ein Teil der Organellen mit Thermolysin behandelt (M4, C+) und der andere Teil blieb
unbehandelt (M-, C-). Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ein SDS-Gel geladen und nach ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt. Es wurden folgende Mengen aufgetragen: fiir Mitochondrien jeweils 50 pg
Protein und fiir Plastiden je 12,5 ug Chlorophyll, sowie 1 ul des zum Import eingesetzten Translations-
ansatzes. Die Groflen der mitgefithrten Marker sind in kDa angegeben. Die schwarze Pfeilspitze markiert
das Vorlduferprotein (p-precursor), die weile Spitze das reife Protein (m-mature).
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Betrachtet man nun den Import der Ferritine im Einzelnen, so zeigt AtFerl eine deutli-
che Préferenz fiir Plastiden, abgesehen davon finden sich auch signifikante Mengen des
reifen Proteins in den Mitochondrien (Abb. 2.13). Das reife AtFerl weist zudem in bei-
den Organellen die gleiche Grofle auf, so dass anzunehmen ist, dass die Prozessierung in
beiden Organellen an einer dhnlichen Position im Molekiil erfolgt. Es gibt dabei keinen
Unterschied, ob Organellen aus Erbse oder Spinat fiir den Import verwendet wurden.
Auch das Transportverhalten von AtFer2 und AtFer3 weist Ahnlichkeiten zu dem von
AtFerl auf. So treten keine Unterschiede im Importverhalten zwischen den Organellen
aus Erbse und Spinat auf. Es erfolgt wiederum ein préferentiell starkerer Chloroplas-
tenimport und in beiden Organellen sind gleich grofle Prozessierungsprodukte bzw. reife
Proteine vorhanden. Dagegen fillt auf, dass bei AtFer2 im Vergleich zu den anderen drei
Ferritinen in den proteasebehandelten Mitochondrien erhebliche Mengen des Vorlaufer-
proteins vorhanden sind (Abb. 2.13, M+). Dieses liegt anscheinend vor Proteaseabbau
geschiitzt vor. Beide Proteine, AtFer3 und AtFer4, weisen auch im Import in Mitochon-
drien zwei Prozessierungsprodukte auf, welche schon im Plastidenimport zu beobachten
waren (Abb. 2.3). Der Import von AtFer4 in Mitochondrien wird nur mit Erbse beob-
achtet. Dagegen erfolgte ein Chloroplastenimport sowohl mit Erbse als auch mit Spinat
(Abb. 2.13). Jedoch konnte kein Import von AtFerd unter Verwendung von Spinatmi-
tochondrien detektiert werden. AtFerd besitzt zusétzlich zu den beiden Importbanden
weitere Banden. Diese zusétzlichen Banden erschweren die Unterscheidung zu den von
der mitochondriellen Prozessierungspeptidase (MPP) generierten reifen Proteinen. Die
Auspriagung dieser zusétzlichen Banden schwankte zwischen verschiedenen Importversu-
chen und ist beispielsweise beim Vergleich von Erbse- und Spinatimport gut zu erkennen
(Abb. 2.13). Diese Banden wurden immer beobachtet und erschwerten die Importana-
lyse von AtFer4. Die meisten Banden von AtFerd werden nach Thermolysinbehandlung
generiert und stellen spezifische proteolytische Abbauprodukte des Vorlduferproteins im
Bereich von 20-29kDa dar (Abb. 2.13 und 2.14).

Die zusatzlich durchgefiithrte Proteasebehandlung der Vorstufenproteine der Ferritine
fithrt zu unterschiedlichen Abbauprodukten. Bei AtFerl und AtFer2 entstehen bei 19-
21kDa jeweils Doppelbanden, wiahrend AtFer3 im selben Grofienbereich nur ein Ab-
bauprodukt aufweist (Abb. 2.14). Dagegen werden fiir AtFer4 viele Banden detektiert,
welche spezifische Abbauprodukte darstellen und auch nach Organellimport und Pro-
teasebehandlung auftraten. Die proteolytischen Produkte der Ferritine liegen nicht auf
Hohe der Importbanden der reifen Proteine bei ca. 24 kDa. Dies zeigten parallel dazu
aufgetrennte Importproben (Daten nicht gezeigt). Damit konnte der erfolgte Organell-

transport der Ferritine bestétigt werden.

In diesem Abschnitt konnte fiir alle vier Ferritine der Organelltransport in Erbse und

fiir drei Ferritine in Spinat gezeigt werden. Diese duale Lokalisierung in Mitochondrien
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Abb. 2.14: Thermolysinbehandlung der in vitro synthetisierten Vorlduferproteine. Darge-
stellt sind Expositionen von 10-15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)). Die Translationen wurden mit
150 pg/ml Thermolysin inkubiert, mit EDTA gestoppt und anschliefend auf einem SDS-Gel elektropho-
retisch aufgetrennt. Aufgetragen wurden die unbehandelten (t-) und die mit Thermolysin behandelten
Vorlduferproteine (t4). Die Banden der Vorlduferproteine sind mit einer schwarzen Pfeilspitze markiert.

und Chloroplasten wird auch als dual targeting bezeichnet. Die folgenden Importexpe-
rimente wurden ausschlieSlich mit Erbsenorganellen durchgefiihrt, da hier sowohl eine
reinere Préparation der Organellen gelingt (Abschnitt 2.3.2.2), als auch fiir alle Ferritine
eindeutige Transportergebnisse zu beobachten sind (Abb. 2.13). Obwohl ein Transport
in die Organellen beider Pflanzenspezies die Moglichkeit eines potentiellen Fehltrans-
ports reduziert, muss der Mitochondrien- und Plastidentransport der Ferritine weiter
untersucht werden, da nur so ein dual targeting Verhalten der Ferritine bewiesen werden

kann.

2.3.3.2 Dual targeting der Ferritine im gemischten Importansatz

In den gezeigten Einzelorganellimportanséitzen wurden fiir alle vier Arabidopsis Ferriti-
ne ein Transport in Mitochondrien und Chloroplasten aus Erbse beobachtet. Um die
Moéglichkeit auszuschliefen, dass der beobachtete Import in beide Organellen nur auf-
grund des Fehlens des jeweils anderen Organells erfolgt, sollte ein gemischter Organell-
importversuch der Ferritine erfolgen. Dieser wurde von Rudhe et al. (2002a) entwickelt
und ermoglicht es, den Import in Anwesenheit beider Organellen durchzufithren und
im Anschluss daran die Mitochondrien und Chloroplasten wieder zu trennen. Mit Hil-
fe dieses Ansatzes kommt man der in wvivo Situation in einer Pflanzenzelle ndher und
eventuelles Fehltargeting sollte verhindert werden. Zunéachst wird kurz das Prinzip des

gemischten Organelltransports vorgestellt (Abb. 2.15).
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Abb. 2.15: Schema eines gemischten Organellimports. Der gemischte Importansatz ist im Ver-
gleich mit den Einzelimporten dargestellt. In allen drei Importanséitzen wird das radioaktiv markier-
te Vorlduferprotein mit den Organellen inkubiert. Im Anschluss wird eine Hilfte des Importes mit
Thermolysin inkubiert und somit nicht importiertes Protein abgebaut. Im gemischten Ansatz erfolgt
anschliefend die Trennung der Organellen mittels Percollkissen.
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Abb. 2.16: Vergleich des Einzelimports mit dem gemischten Importansatz. Es sind Expo-
sitionen von 10-15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)) abgebildet. Der Import wurde mit Erbsenorga-
nellen durchgefiihrt und erfolgte analog zu den Einzelimporten (sieche Abb. 2.13). Die Organellen des
gemischten Importansatzes (Mg und Cg) werden im Anschluss an den Proteaseverdau mittels 4 %igen
Percollkissen wieder getrennt. Fiir weitere Details siehe Abbildung 2.13.

Simultan mit dem gemischten Ansatz werden zum besseren Vergleich zudem die Ein-
zelorganellimporte durchgefiihrt. Fiir den gemischten Importansatz werden die isolier-
ten Organellen zusammengegeben und mit dem @n vitro synthetisierten Vorlauferpro-
tein analog zum Einzelimport im Licht inkubiert. Anschliefend werden die Ansétze in
zwel Fraktionen (ohne und mit Proteasebehandlung) unterteilt. Nach Inkubation mit
Thermolysin werden die Organellen in einem Zentrifugationsschritt mittels Percollkis-

sen reisoliert. Die Plastiden befinden sich am Boden des Reaktionsgefiisses, wihrend die
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Abb. 2.17: Helical wheel der Transitpeptide der Ferritine. Die Helixréider (helical wheel) wurden
mit Hilfe eines Programms (http://cti.itc.virginia.edu/ cmg/Demo/wheel /wheel App.html) generiert. Es
erfolgte eine farbliche Markierung der Aminoséiuren nach nichtpolaren (orange), polaren bzw. ungela-
denen (griin), sauren (rosa) und basischen (blau) Resten. Dargestellt sind die Helixréder der jeweils
ersten 18 Aminosiduren der Transitpeptide der Ferritine.

Mitochondrien weiterhin auf dem Percollkissen liegen.

Das Importverhalten der vier Arabidopsis Ferritine unterscheidet sich zwischen Einzel-
ansatz und gemischten Ansatz kaum. Es werden alle Ferritine ungefihr in gleichem Mafle
in beide Organellen transportiert wie im Einzelimport (Abb. 2.16). Auch wenn z.T. leich-
te Schwankungen des Transports zu beobachten sind, unterscheidet sich der gemischte
Import nicht signifikant von dem des Einzelorganellimportes. Allerdings féllt auf, dass
die Mitochondrien des gemischten Importansatzes von AtFer2 nicht vollig proteasestabil
sind, da sowohl das Signal des Vorlauferproteins als auch das des reifen Proteins ab-
nimmt. Trotz geringfiigiger Unterschiede fithrt der gemischte in vitro Import zum selben
Ergebnis wie die Einzelimporte: alle vier Ferritine aus Arabidopsis thaliana zeigen dual

targeting Verhalten.

Die duale Lokalisierung der Ferritine warf nun die Frage auf, ob diese Proteine bzw. deren
Transitpeptide auch Eigenschaften mitochondrieller Transportsignale z.B. eine amphi-
pathische a-Helix aufweisen (von Heijne (1986)). In Abbildung 2.17 ist zu erkennen, dass
die Transitpeptide der vier Ferritine die Moglichkeit zur Ausbildung von amphipathi-

schen a-Helices haben. Eine Helixseite besteht vorwiegend aus nichtpolaren, die andere
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aus polaren oder geladenen Aminosduren. Fiir AtFer3 ldsst sich nur eine Hélfte eines
Helixrades erstellen (Abb. 2.17, von Methionin 1 bis Alanin 6). Von Glutaminsidure 17
bis Threonin 8 weist die Helix von AtFer3 eine eher heterogene Verteilung der Ami-
noséurereste auf. Insgesamt scheinen die Transportsignale der Arabidopsis Ferritine zur
Ausbildung amphipathischer a-Helices befahigt zu sein. Dies kénnte den beobachteten

Transport der Ferritine in die Mitochondrien erkléren.

2.3.4 Variationen des Ferritintransports in pflanzliche

Organellen
2.3.4.1 Zeitabhéngigkeit des Organellimports der Ferritine

In diesem Abschnitt soll das Transportverhalten der Ferritine in zeitabhidngigen Import-
experimenten weiterfithrend untersucht werden. Daher wurde zunéchst eine Kinetik des

Mitochondrien- und Chloroplastenimportes der Ferritine durchgefiihrt.

Fiir alle vier Ferritine kann eine Zunahme des reifen Proteins in Abhéngigkeit der Im-
portzeit beobachtet werden (Abb. 2.18). Der Plastidenimport ist bereits nach 20 Mi-
nuten nahezu geséttigt, da die Ferritine anscheinend schnell erkannt und entsprechend
effizient in die Chloroplasten transportiert werden. Folglich lassen sich kaum Intensitéts-
unterschiede zu den 40 bzw. 60 miniitigen Zeitpunkten erkennen. Dennoch scheinen die
Plastiden weiterhin die Ferritine zu importieren, da die an der dufleren Hiillmembran

gebundenen Vorstufenproteine mit der Zeit abnehmen.

Die Kinetik von AtFerl zeigt eine deutliche Zunahme des reifen Proteins im Mitochon-
drientransport nach einer Stunde Inkubation (Abb. 2.18). Diese Akkumulation bestatigt
den Import von AtFerl in die Mitochondrien. Das mit guter Effizienz in die Mitochondri-
en importierte AtFer2 akkumuliert ebenfalls mit der Zeit in diesen. Hier fillt erneut auf,
dass das gebundene Vorstufenprotein durch die Zugabe von Thermolysin kaum abgebaut
wird. Es scheint vor einem proteolytischen Angriff geschiitzt vorzuliegen. Diese Protease-
stabilitit des Vorlauferproteins wird nur beim Mitochondrienimport von AtFer2 beob-
achtet und tritt bei den anderen drei Ferritinen nicht auf. AtFer3 wird im Organellimport
immer zu zwei reifen Proteinen prozessiert (Abb. 2.3, 2.13 und 2.16). Diese beiden Im-
portbanden reichern sich in der Kinetik in den Mitochondrien an, so dass ein klarer
Transport von AtFer3 in diese gezeigt werden kann. Das letzte Ferritin, AtFer4, wel-
ches aufgrund der verstirkt auftretenden Abbaubanden (Abb. 2.13, AtFerd, M+ Spur)
nur bedingt untersucht werden konnte, weist in der Zeitreihe eine signifikante Zunahme
des reifen Proteins auf. Nach einer Stunde Inkubation sind nun auch die reifen Prote-
ine in den Mitochondrien gut zu erkennen. Im Fall von AtFerl befindet sich bereits in

der Translationsspur eine Bande auf Hohe des reifen Proteins. Anhand dieses Versuches
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Abb. 2.18: Zeitabhingiger Organelltransport der Ferritine. Dargestellt sind Expositionen von
10-15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)). Die Importreaktionen fanden unter Standardbedingungen
statt und unterschieden sich lediglich hinsichtlich der Inkubationszeit (5-60 min) im Licht. Fiir weitere
Details siehe Abbildung 2.13.

kann fiir AtFerl gezeigt werden, dass ein Import in die Mitochondrien vorliegt, da von
einem nur bindenden Translationsprodukt keine Zunahme des Signals in der Zeitreihe

7zUu erwarten ware.

Mit Hilfe des zeitabhéngigen Imports konnte fiir alle Ferritine gezeigt werden, dass die
reifen Proteine in den Mitochondrien akkumulieren. Nach einer Stunde Inkubation ist
ein deutlicher Transport der schwach importierenden Ferritine (AtFer3 und AtFer4)
ersichtlich. Im Vergleich mit den Mitochondrien scheint der Plastidenimport der Ferritine

effizienter zu sein.

2.3.4.2 Stabilitidt der importierten Ferritine in den Organellen

Der kontinuierliche Transport der Ferritine in die Organellen (Abb. 2.18) fithrt zu der
Fragestellung der Stabilitdt der Ferritine innerhalb dieser Organellen. Man kann bei-
spielsweise davon ausgehen, dass bei einem Fehltransport des Proteins, das Organell
dieses als falsch lokalisiert erkennt und daher abbaut. Liegt kein Fehltargeting der Pro-
teine vor, sollten die importierten Proteine {iber einen léngeren Zeitraum im Organell
stabil sein. Um dies zu untersuchen wurden die Organellen nach erfolgtem Import gewa-

schen und eine Hélfte jedes Imports zur Entfernung der verbliebenen Vorlauferproteine
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Abb. 2.19: Stabilitidt der importierten Ferritine innerhalb der Organellen. Dargestellt sind
die Expositionen von 10-15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)). Der Import erfolgte unter Standard-
bedingungen (sieche Abb. 2.13). Im Anschlufl an den Import und die Proteasebehandlung wurde der
Zeitpunkt null gesetzt und die Organellen bei 25 °C bis zu 2 Stunden im Licht inkubiert. Fiir weitere
Details siehe Abbildung 2.13.

mit Protease behandelt. AnschlieBend wurden die Organellen bis zu zwei Stunden unter
Importbedingungen (Licht, 25 °C) inkubiert.

Nach einer solchen Zeitreihe zeigt sich, dass die Ferritine sowohl in den Mitochondrien
als auch in den Chloroplasten stabil sind (Abb. 2.19). Insbesondere die Signale in den
Mitochondrien verzeichnen keine Ab- oder Zunahme der Proteine, folglich werden die
bereits importierten Ferritine weder abgebaut, noch scheinen die von auflen gebundenen
Vorlauferproteine in nennenswertem Umfang in die Organellen transportiert zu werden.
Auch in den Plastiden sind die Arabidopsis Ferritine iiber mehrere Stunden stabil. Inter-
essanterweise scheint die Menge plastidiar gebundener Vorstufenproteine bei allen vier
Ferritinen mit der Zeit abzunehmen, wihrend bei den Mitochondrien keine Verringe-
rung zu beobachten ist. Die reifen Ferritine in den Plastiden sind zwar {iberwiegend
stabil, allerdings sind nach zwei Stunden Inkubation geringe Abnahmen der Signalin-
tensitéten zu verzeichnen (Abb. 2.19). Eine mogliche Ursache wére, dass ein kleiner Teil
der Chloroplasten wihrend der Inkubation zerstort wurde und dies zur Freisetzung von
Stroma fiithrte. Dadurch ist dann eine Abnahme der stromal lokalisierten Ferritine zu
beobachten. Nach dem Import in Mitochondrien und Chloroplasten sind alle vier Fer-

ritine iiber einen gréfleren Zeitraum in beiden Organellen stabil und werden nicht als
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falsch lokalisiert erkannt und abgebaut.

2.3.4.3 Einfluss des Pflanzenalters auf den Import der Ferritine

Die bisherigen Daten zeigen, dass die vier Arabidopsis Ferritine in beiden Organellen
lokalisiert sind und dort vermutlich als Eisenspeicher fungieren konnen. Moglicherweise
haben auch physiologische Verianderungen einen Einfluss auf das Importverhalten der
Ferritine, da in verschiedenen Altersstufen unterschiedliche Anforderungen an die Pflan-

zenzelle bzw. die Zellorganellen gestellt werden.

Fiir diesen Ansatz wurden Organellen aus Erbsenpflanzen unterschiedlichen Pflanzenal-
ters isoliert. Zum einen wurden junge Pflanzen mit vorwiegend geschlossenen Blattern
verwendet (8 Tage alt) und zum anderen Erbsenpflanzen mit vollkommen entfalteten
Bldttern (13 Tage alt). Obwohl ein Altersunterschied von fiinf Tagen gering erscheint,
befinden sich die Pflanzen zu diesen Zeitpunkten in unterschiedlichen Entwicklungsstu-
fen (Abb. 2.20). In den bisher gezeigten Importen wurden Organellen verwendet, welche
von Erbsenpflanzen mit zumeist geschlossenen Bldattern stammten. Dabei ist der Anteil
an Organellen aus Blattgewebe im Vergleich zu den 13 Tage alten Pflanzen deutlich
verringert (Abb. 2.20).

8 Tage alte Erbsenpflanzen

Abb. 2.20: Erbsenpflanzen unterschiedlichen Alters. Es sind 8 und 13 Tage alte Pflanzen gezeigt.
Die jungen Erbsen haben zumeist noch geschlossene Blétter, wihrend die dlteren Pflanzen vollkommen
entfaltete Blitter aufweisen.

Verwendet man nun parallel priaparierte Organellen aus diesen unterschiedlich alten
Pflanzen in einem Einzelorganellansatz, so lassen sich sowohl beim Chloroplasten- als
auch beim Mitochondrienimport Unterschiede erkennen (Abb. 2.21). Es ist allen Fer-
ritinen gemein, dass der Plastidenimport mit steigendem Alter leicht abnimmt. Eine
mogliche Erkldrung ist, dass der allgemeine Bedarf an neu importierten Proteinen in
die Plastiden bei adulten Blattgewebe reduziert sein kénnte, so dass insgesamt weniger
Import stattfindet. Mit Ausnahme von AtFer2 kann im Mitochondrienimport (AtFerl,
AtFer3 und AtFer4) mit steigendem Alter ebenfalls eine Abnahme der Signalintensitidten
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Abb. 2.21: Import der Ferritine in Organellen aus verschieden alten Pflanzen. Dargestellt
sind Expositionen von 10-15 %igen SDS-Gelen. Der Einzelimport wurde mit Organellen durchgefiihrt,
welche aus 8 bzw. 13 Tage alten Erbsenpflanzen isoliert wurden. Die Importreaktion erfolgte unter
Standardbedingungen. Fiir weitere Details siehe Abbildung 2.13.

der reifen Proteine beobachtet werden. Einzig bei AtFer2 ist der Import in Mitochondrien

aus élteren Pflanzen gleich bzw. leicht erhoht.

Die gezeigten Daten geben Hinweise darauf, dass auch das Alter der isolierten Organellen
einen Einfluss auf den Transport der Ferritine hat. Als Ursache kommen physiologische
Faktoren in Frage. So kénnte es sein, dass Organellen aus &lteren Pflanzen z.B. einen
erniedrigten Bedarf an frisch importierten Proteinen haben. Des Weiteren konnten Orga-
nellen verschiedenen Pflanzenalters einen Bedarf an unterschiedlichen Proteinen haben.
Moglicherweise haben weitere Faktoren, z.B. unterschiedliche Lichtbedingungen oder
Néhrstoffverfiigbarkeit, einen Einfluss auf den Transport von Proteinen. Im Fall von
dual targeting Proteinen konnte je nach Bedarf der Import zu Gunsten eines der beiden

Organellen verschoben werden.

2.4 Lokalisierung und Assemblierung der Ferritine

in beiden Organellen

2.4.1 Analyse der Fraktionierung der Organellen

In den vorangegangenen Abschnitten konnte eine duale Lokalisierung der Ferritine in
Mitochondrien und Chloroplasten mittels in vitro Importexperimenten gezeigt werden.
Im Anschluss daran ist es von besonderem Interesse die Lokalisierung innerhalb der
Organellen zu bestimmen. Fiir den Aufschluss der Chloroplasten lag bereits ein eta-
bliertes Protokoll vor, welches in der vorliegenden Arbeit erfolgreich angewendet wurde
(Abb. 2.3). Fiir die Fraktionierung der Mitochondrien in Matrix, Intermembranraum,
innere und duBlere Membran fehlte ein entsprechendes Protokoll. Zur Anwendung der
Mitochondrienfraktionierung im Anschluss an ein in organello Importexperiment wurde

die Fraktionierung weiter vereinfacht. Dabei werden die sedimentierten Mitochondrien
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in Pufferlésung aufgenommen und anschlieSend mittels Gefrier-/Tau-Zyklen aufgeschlos-
sen. Im néchsten Schritt erfolgt mittels Zentrifugation eine Trennung der Membranen
(Membranfraktion) von den l6slichen Bestandteilen (Intermembranraum, Matrix) (Abb.
2.22, A). Der Grofiteil der mitochondriellen Proteine ist zum einen in der inneren Mit-
ochondrienmembran (z.B. als Teil der Atmungskette) und zum anderen in der Matrix
lokalisiert. Daher besteht die Membranfraktion (MF) hauptséchlich aus Proteinen der
inneren Membran und die 16sliche Fraktion (SF) aus Proteinen der mitochondriellen Ma-~
trix. In Abbildung 2.22 (A) ist neben der Fraktionierung der Mitochondrien auch die Lyse
und Trennung der Chloroplasten dargestellt. Der Aufschluss der Plastidenhiillmembra-
nen wird durch einen osmotischen Schock in hypotonischen Puffer erreicht. AnschlieSend

werden die Thylakoide in einem Zentrifugationsschritt vom Stroma getrennt.
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Abb. 2.22: Darstellung der Organellfraktionierung. Diese Abbildung zeigt: das Schema der Frak-
tionierung von Mitochondrien und Chloroplasten (A), ein 10-15 %iges SDS-Gel (Laemmli (1970)) der
Mitochondrienproben (B) und ein 15 %iges Mini-SDS-Gel (Laemmli (1970)) mit den Fraktionen bei-
der Organellen (C). Beide SDS-Polyacrylamidgele wurden Coomassie Colloidal gefirbt. In (C) sind
eindeutig zugeordnete Banden mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Bei den Mitochondrienproben wur-
den jeweils 10 ug Protein und bei den Chloroplastenproben 2,5 ug Chlorophyll entsprechende Mengen
aufgetragen. Die Spuren sind folgendermaflen bezeichnet: M-Mitochondrien, SF-16sliche Fraktion, MF-
Membranfraktion, C-Chloroplasten, S-Stroma und T-Thylakoide.

Um einen ersten Eindruck der Fraktionierung der ORganellen zu erhalten wurden die

isolierten Proben aus Mitochondrien und Chloroplasten unter denaturierenden Bedin-
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gungen aufgetrennt. Im Mini-SDS-Gel ist zu erkennen, dass die l6slichen Fraktionen
und Membranfraktionen der Mitochondrien bzw. Plastiden gut separiert werden kénnen
(Abb. 2.22; C). Zur besseren Auftrennung der erhaltenen Mitochondrienproben wurden
diese zusitzlich mittels SDS-Gradientengel aufgetrennt, so dass nun die losliche Frakti-
on eindeutig von der Membranfraktion zu unterscheiden ist (Abb. 2.22; B, mit Stern [*]
markierte Banden). Es wird sichtbar, dass einzelne Banden in der Mitochondrienspur
(M) entweder der l6slichen oder der Membranfraktion zugeordnet werden kénnen. Diese
erste gelelektrophoretische Untersuchung zur erfolgreichen Trennung beider Mitochon-

drienfraktionen wurde mit immunologischen Methoden ergénzt.
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Abb. 2.23: Western Analyse der fraktionierten Organellen. SDS-Minigele (entsprechend Abb.
2.22 (C), Laemmli (1970)) wurden auf PVDF-Membranen geblottet und einer Western Analyse mit den
entsprechenden Antikérpern unterzogen (siehe Abb. 2.11). Beladung und Bezeichnung der Gelspuren
siehe Abbildung 2.22.

Dazu wurden die fraktionierten Organellen und Organellproben mittels SDS-Minigelen
aufgetrennt (Abb. 2.22, B). AnschlieBend erfolgte der Western Transfer auf PVDEF-
Membranen durch die semi-dry Methode. Die Entwicklung der Western Blots erfolgte
mit den bereits in Abschnitt 2.3.2.2 verwendeten Antikérpern gegen mitochondrielle
Proteine. Die Antikérper gegen die H-Untereinheit des Glycindecarboxylasekomplexes
(GDC-H, Fujiwara et al. (1990), Oliver (1994)) und die Isocitratdehydrogenase (Idh,
Gélvez et al. (1998), Gray et al. (2004)) sollten Aufschluss dariiber geben, ob in der
16slichen Fraktion (SF) tatséchlich Matrix vorhanden war und wie gut diese von den
Mitochondrienmembranen abgetrennt wurden. Das GDC-H-Protein wird ausschliellich
in der 16slichen Fraktion nachgewiesen (Abb. 2.23, schwarzer Pfeil). Das schwache Signal

in der Thylakoidspur (weiler Pfeil) ist auf eine geringe Kreuzreaktivitit des Antikorpers
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zuriickzufithren. Im Gegensatz dazu erkennt der Idh-Antikorper in allen drei Mitochon-
drienproben (M, SF, MF) das Monomer und zusétzlich das Dimer aufer in der Membran-
fraktion. Weiterhin scheint das Idh-Monomer eine erhchte Affinitdt zu den Mitochon-
drienmembranen zu besitzen. Dies wurde bereits von Behal & Oliver (1998) beobachtet.
Ungeachtet dieser Membranassoziation des Monomers, bestétigt die ausschlieSlich 16sli-
che Lokalisierung des Dimers der Idh eine erfolgreiche Trennung von Matrix und Mem-
branfraktion. Des Weiteren wurden die Antikérper gegen VDAC1 (Voltage-dependent
anion-selective channel proteinl) und CoxII (Cytochrom Oxidase Untereinheit II) als
Vertreter der dufleren bzw. inneren Mitochondrienmembran zur Analyse der erhalte-
nen Membranfraktion eingesetzt. Das VDAC1 wird nur in den Mitochondrien und den
Membranen nachgewiesen (Abb. 2.23). Bereits in Abschnitt 2.3.2.2 wurden mit dem
Antikoérper gegen das CoxII-Protein Kreuzreaktivitdten mit plastiddren Proteinen be-
obachtet. Betrachtet man alleinig das CoxII Antigen (Abb. 2.23, schwarzer Pfeil), so
ist eine ausschlieflliche Lokalisierung in der Membranfraktion zu erkennen. Sowohl die
Proteine der duferen (VDACI) als auch der inneren Membran (CoxII) sind in der er-
warteten Membranfraktion (MF) enthalten. Demnach kann das erarbeitete Protokoll
erfolgreich fiir die Fraktionierung der Mitochondrien in 16sliche und Membranfraktion
verwendet werden. Zur Vollstdndigkeit wurde auch der etablierte Plastidenaufschluss

mit Antikérpernachweis iiberpriift.
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Abb. 2.24: Western Analyse der fraktionierten Organellen. SDS-Minigele (entsprechend Abb.
2.22 (C), Laemmli (1970)) wurden auf Membranen geblottet und mittels Western Analyse mit den
entsprechenden Antikérpern detektiert (kleine Untereinheit der Rubisco [SSU], 33 kDa Protein [33kDal).
Fiir weitere Details siche Abbildung 2.23.

Das Stroma der Plastiden wurde mit einem Antikérper gegen die kleine Untereinheit
der Rubisco (SSU-small subunit of Rubisco) untersucht (Gutensohn et al. (2004)). Der
grofite Teil der SSU befindet sich wie erwartet im Stroma (Abb. 2.24), ein geringer
Teil ist auch in den Thylakoiden nachweisbar. Dies beruht wahrscheinlich darauf, dass
die Rubisco ein sehr prominentes Stromaprotein ist und mit der Thylakoidmembran
assoziiert. Die Thylakoide wurden mit einem Antikorper gegen das 33 kDa Protein des

Wasserspaltungsapparates detektiert (Abb. 2.24). Es werden ausschliefllich Signale in
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den Thylakoiden nicht aber in der Stromafraktion (S) sichtbar. Folglich wurden die

Thylakoide erwartungsgeméafl vom Stroma getrennt.

2.4.2 Lokalisierung der Ferritine innerhalb der Organellen

Das Fraktionierungsprotokoll wurde entwickelt um die Lokalisierung der Ferritine in-
nerhalb der Mitochondrien bestimmen zu kénnen. Daher wurde die Fraktionierung der
Organellen im Anschluss an ein in organello Importexperiment durchgefiihrt. Als Kon-
trolle fiir die erfolgreiche Mitochondrienfraktionierung wurde das Protein Cytochrom c1
(Cytcl) verwendet (Rodiger (2003)), dieses ist Bestandteil des mitochondriellen Cytochrom-
bel-Komplexes und in der inneren Mitochondrienmembran verankert. In Abbildung 2.25
ist ein Import dieses Proteins in isolierte Mitochondrien dargestellt. Das Cytochrom cl
wurde in die Mitochondrien importiert und dort zum reifen Protein prozessiert. Ahnlich
wie bei AtFer2 ist ein Grofiteil des Vorstufenproteins im Mitochondrienimport protease-
geschiitzt (M+). Nach der Fraktionierung der Mitochondrien wird das Cytochrom cl
erwartungsgeméfl nur in der Membranfraktion detektiert. Dies zeigt, dass die Fraktio-

nierung auch fiir die Verwendung im Anschluss an Importexperimente geeignet ist.

AtFerl AtFer2 Cytel
t M C t M G t M
+ SF MF -+ ST - + SF MF

29
24
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Abb. 2.25: Lokalisierung der Ferritine innerhalb der Organellen. Es sind Expositionen von
10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen gezeigt (Laemmli (1970)). Es wurden Einzelimportexperimente
(Details siehe Abb. 2.13) der Ferritine und des mitochondriellen Kontrollproteins Cytochrom ¢l (Cytcl)
durchgefiihrt. Zusétzlich wurden im Anschluss an den Transport und die Thermolysinbehandlung die
Organellen in losliche (SF, S) und Membranfraktion (MF, T) getrennt (weitere Details siche Abb.
2.22).

Die Bestimmung der suborganellen Lokalisierung der Ferritine wurde zum besseren Ver-

gleich mit Mitochondrien und Chloroplasten parallel durchgefiihrt. Es ist der Aufschluss
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der Plastiden gezeigt, allerdings wurde auf die zusétzliche Proteasebehandlung der Thy-
lakoide verzichtet. Alle vier Ferritine sind in den Plastiden, im Stroma und zu einem
geringeren Teil in der Thylakoidfraktion lokalisiert (Abb. 2.25, vgl. Abb. 2.3). Innerhalb
der Mitochondrien ist eine eindeutige Zuordnung der Ferritine nicht moglich. AtFerl,
AtFer2 und AtFer3 verteilen sich in etwa gleichen Mengen auf die 16sliche und die Mem-
branfraktion. Das reife AtFer2 zeigt eine leichte Préferenz fiir die 16sliche Fraktion und
der verbleibende Vorldufer ist vor allem in der Membranfraktion lokalisiert. Das rei-
fe AtFerd ist, wie sein Vorlaufer, vor allem in den Membranen der Mitochondrien zu
finden. Daraus ergeben sich zwei Lokalisierungen fiir die Arabidopsis Ferritine in den
Mitochondrien: a) Gleichverteilung zwischen SF und MF (AtFerl, AtFer2, AtFer3) und
b) Lokalisierung an den Membranen (AtFer4).

2.4.3 Ferritinkomplexe in Mitochondrien & Chloroplasten?

Die Fraktionierung und die entsprechende Lokalisierung der Ferritine in den Organel-
len wurde im vorherigen Abschnitt gezeigt. Da die Arabidopsis Ferritine im Plastiden
hochmolekulare Komplexe bilden, soll nun untersucht werden, ob in den Mitochondri-
en ebenfalls solche funktionellen Komplexe zur Eisenspeicherung ausgebildet werden

konnen.

Fiir diese Untersuchungen wurden die Proben nach Import und Fraktionierung in einer
nativen Gelelektrophorese aufgetrennt. Zum besseren Vergleich wurden sowohl die 16sli-
chen als auch die Membranproben auf einem BN-Gel (Blue Native) analysiert (vgl. Abb.
2.8). Dieses Gelsystem wurde fiir die native Elektrophorese membransténdiger Protein-
komplexe entwickelt. Dennoch sollte eine gute Auftrennung der 16slichen Proben méglich
sein, da sich das BN-System vom CN-System (Colorless Native, fiir 16sliche Proteine)
nur in der Zugabe eines Detergenz und der Verwendung von Coomassie G250 im Katho-
denpuffer unterscheidet. Ansonsten ist die Gel- und Pufferzusammensetzung von CN-
und BN-PAGE identisch. Dem BN-Gel wurde kein Detergenz zugesetzt und lediglich
die entsprechenden Membranproben mit Dodecylmaltosid (Mitochondrien) bzw. Digito-
nin (Chloroplasten) solubilisiert. Nach einem Import der Ferritine sollte es moglich sein

sowohl Mitochondrien- als auch Plastidenkomplexe miteinander vergleichen zu koénnen.

In Abbildung 2.26 (A) ist ein Coomassie Colloidal gefarbtes BN-Gel der Mitochondrien-
fraktionen dargestellt. Es werden verschiedene Komplexe detektiert, welche mit in der
Literatur vorhandenen Daten (Jdnsch et al. (1996), Giegé et al. (2003), Eubel et al.
(2004), Zsigmond et al. (2008), Meyer et al. (2008),) verglichen und den entsprechenden
Komplexen zugeordnet wurden. So konnten Komplex I (CI), Hsp60 Komplex (Hsp60),
Komplex V (CV), Komplex III (CIII), Komplex IV (CIV) und die Formiatdehydro-
genase (FDH) im BN-Gel identifiziert werden. Die genannten Komplexe befinden sich
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Abb. 2.26: BN-PAGE der Proteinkomplexe der fraktionierten Organellen. In (A) ist ein
Coomassie Colloidal gefiirbtes BN-Gel (Abb. 2.8) der fraktionierten Mitochondrien und in (B) eine
Coomassie gefirbte BN-PAGE mit Organellproben eines Importexperiments zu sehen. Die mitochon-
driellen Komplexe sind Komplex I (CI), Hsp60 Komplex (Hsp60), Komplex V (CV), Komplex III (CIII),
Komplex IV (CIV) und Formiatdehydrogenase (FDH).

iiberwiegend in der Membranfraktion. Im Gegensatz zu den grofleren Komplexen der
Membranfraktion weist die 16sliche Fraktion vor allem kleinere Komplexe auf. Abbil-
dung 2.26 (A) zeigt, dass die abgewandelte BN-PAGE eine gute Auftrennung sowohl der
Membran- als auch der 16slichen Fraktion der Mitochondrien ermdoglicht und daher zur

Analyse von Ferritinkomplexen eingesetzt werden kann.

Fiir vergleichende Analysen von Mitochondrien- und Chloroplastenfraktionen war es
ebenfalls notwendig die Eignung der verdnderten BN-PAGE fiir die Trennung des Stro-
mas und der Thylakoide zu testen. Abbildung 2.26 (B) zeigt das Laufverhalten von
Mitochondrien- und Plastidenproben nach erfolgtem in organello Import mit anschlie-
Bender Fraktionierung in einem solchen Gelsystem. Die Mitochondrien weisen nach Im-
port und BN-PAGE das gleiche Bandenmuster wie in Abbildung 2.26 (A) auf. Die pho-
tosynthetischen Proteinkomplexe der Chloroplasten werden in der Thylakoidfraktion gut
sichtbar voneinander getrennt (vgl. Abb 2.8). Ebenso ist eine klare Unterscheidung in
Stroma und Thylakoide moglich, welche insbesondere anhand der prominenten Rubis-
co Bande bei ca. 440kDa zu erkennen ist (vgl. Abb 2.5). Die abgewandelte BN-PAGE
eignet sich sowohl zur Trennung von 16slichen als auch von Membranproteinkomplexen

beider Organellen, so dass eine vergleichende Analyse der Proben moglich ist.
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Abb. 2.27: 2D-Analyse der mitochondriellen Proteinkomplexe. Es sind Coomassie Colloidal
gefiarbte 15 %ige SDS-Polyacrylamidgele (Laemmli (1970)) gezeigt. Auf die denaturierenden SDS-Gele
wurden jeweils Gelstreifen einer BN-PAGE (siche Abb. 2.26, A) geladen. Mit roten bzw. schwarzen Stern
wurden die in der 16slichen Fraktion bzw. Membranfraktion detektierten Proteinspots der Mitochondrien
markiert. Zusétzlich wurden die Proteinkomplexe gekennzeichnet. Weitere Details siehe Abbildung 2.26.

Die in der ersten Dimension getrennten Proteinkomplexe der Mitochondrien (Abb. 2.26)
wurden im Anschluss daran in der zweiten Dimension aufgetrennt. Dies diente zur wei-
teren Untersuchung der fraktionierten Mitochondrien und um einen Eindruck {iber das
Mitochondrienproteom zu erhalten. Dazu wurden BN-Gelstreifen der Mitochondrien, der
loslichen Fraktion sowie der Membranfraktion auf einem 15 %igen SDS-Gel aufgetrennt.
Die mittels Coomassie Colloidal gefarbten Gele sind in Abbildung 2.27 gezeigt. So wur-
den die Komplexe der 1D-BN-PAGE auch in der zweiten Dimension beobachtet. Die
Untereinheiten dieser Komplexe wurden nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch
aufgetrennt. Diese konnten anhand bekannter 2D-Gele aus der Literatur und der Prote-
inkomplexe der BN-PAGE entsprechend zugeordnet werden (Jéansch et al. (1996), Eubel
et al. (2003), Giegé et al. (2003), Eubel et al. (2004), Meyer et al. (2008)). Die Proteins-
pots der Mitochondrien (M) sind iiber den gesamten Gelbereich verteilt. Dagegen zeigt
die 16sliche Fraktion (SF) vor allem Proteinspots im oberen rechten Bereich des Gels.
Dies ist zum einen auf die Grofle der Komplexe der BN-PAGE zuriickzufithren und zum
anderen enthalten diese vor allem Proteine grofler als 30 kDa. In der Membranfraktion
(MF) sind wie erwartet vor allem die Atmungskettenkomplexe zu erkennen. Es werden

zudem noch andere Proteine von Komplexen kleiner als 220 kDa detektiert.

Die angewendeten Methoden zeigen, dass die durchgefiihrte Trennung der Mitochondrien

in 16sliche und Membranfraktion zu guten Ergebnissen fiihrt.

Im Anschluss an die fiir 16sliche und Membranproteine abgewandelte BN-PAGE sollte
die Fahigkeit der Ferritine untersucht werden in Mitochondrien funktionelle Komplexe
zu bilden. In Plastiden wurden bereits Ferritinkomplexe gezeigt (Abb. 2.5 und 2.8),

so dass diese zum Vergleich mit mdéglichen mitochondriellen Ferritinkomplexen genutzt
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werden konnten.
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Abb. 2.28: Komplexe der Ferritine in Mitochondrien und Chloroplasten. In dieser Abbil-
dung sind Expositionen von 5-13,5 %igen BN-Gelen gezeigt. Eine entsprechende Coomassie gefiirbte
BN-PAGE ist in Abbildung 2.26 (B) zu sehen. Nach Einzelorganellimport der Ferritine mit angeschlos-
sener Fraktionierung (Abb. 2.22) wurden die erhaltenen Fraktionen auf einem BN-Gel aufgetrennt. Die
detektierten Komplexe von ca. 670 kDa sind mit einer Klammer markiert. Weitere Details siche Abb.
2.26.

Die vier Ferritine werden nach in organello Import, Fraktionierung und BN-PAGE in
die funktionellen Komplexe der Plastiden von ca. 670 kDa eingebaut und liegen in allen
Kompartimenten der Chloroplasten vor (C, S, T; Abb. 2.28). Allerdings kann im BN-
Gel keiner der im TGN-Gel gezeigten kleineren Komplexe detektiert werden (Abb. 2.5).
Einerseits lédsst sich dies durch das unterschiedliche Gelsystem erkldren, andererseits
kénnte der Coomassie G250-Farbstoff einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt der
kleineren Komplexe im Gel haben. Ersteres hat vermutlich einen geringeren Einfluss,
da bei Stromaproben der Ferritine (AtFer3 und AtFer4) auch im CN-Gel die kleine-
ren Komplexe detektiert wurden (Daten nicht gezeigt). Daher beruht das Fehlen dieser
kleineren Ferritinkomplexe im BN-Gel vermutlich auf der Anwesenheit des Farbstoffes.
In den Mitochondrien sind fiir AtFerl und AtFer3 ebenfalls Komplexe bei 670 kDa zu
beobachten (Abb. 2.28). Beide Ferritine weisen in allen Mitochondrienfraktionen Signale
auf, welche vergleichbar zu den plastidiaren Ferritinkomplexen sind. AtFerl und AtFer3
kénnen in beiden Pflanzenorganellen Ferritinkomplexe bilden, welche daher vermutlich
voll funktionsfihig sind. Die Ferritine AtFer2 und AtFer4 zeigen dagegen ausschliellich
in Plastiden die 670 kDa Komplexe. Bei AtFer2 wird in der l6slichen Fraktion eine Bande
detektiert, allerdings liegt diese nicht in der Mitochondrienprobe vor. Des Weiteren wer-
den solche Signale auch in den loslichen Fraktionen von AtFerl und AtFer3 detektiert,
weshalb dieses Signal vermutlich eine unspezifische Bande darstellt (Abb. 2.28).
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Die native Gelelektrophorese zeigte, dass zwei der vier Ferritine in beiden Organellen,
Mitochondrien und Chloroplasten, zu den beschriebenen Ferritinkomplexen von 670 kDa
assemblieren kénnen. Diese sind wahrscheinlich auch funktionell aktiv und kénnen als
Eisenspeicherproteine dieser Organellen dienen. AtFer2 und AtFerd zeigen dagegen nur
in Plastiden diese Komplexbanden und scheinen in Mitochondrien nicht befidhigt zu sein,
zu diesen zu assemblieren. Dies deutet darauf hin, dass auch bei einem Transport der Fer-
ritine ins Organell, es nicht automatisch bzw. spontan zur Bildung der Ferritinkomplexe

kommt.

2.5 Bestitigung des Organellimports der Ferritine

2.5.1 In vitro Analyse des Organellimports

Die bisherigen Ergebnisse weisen auf eine duale Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine
in Mitochondrien und Chloroplasten hin. In diesem Abschnitt soll untersucht werden,
ob tatséichlich ein aktiver Transport in beide Organellen vorliegt. Dazu wurden Unter-
schiede der Transportmechanismen der Mitochondrien und Chloroplasten genutzt. So
benotigt der Chloroplast fiir den Import Energie in Form von ATP, welches durch die
lichtabhéngige Photosynthese gewonnen wird. Wahrenddessen sind Mitochondrien auf

den elektrochemischen Gradienten iiber der inneren Mitochondrienmembran angewiesen.

2.5.1.1 Vergleich des Imports mit und ohne Lichtquelle

Zunéchst sollten die in organello Importexperimente in An- und Abwesenheit einer Licht-
quelle durchgefiihrt werden. Dabei wird die Abhéngigkeit des plastiddren Proteinimports
von ATP ausgenutzt. Der Chloroplastenimport sollte im Dunkeln aufgrund der gerin-
geren ATP-Synthese beeintréichtigt sein. Dahingegen sollte der Transport der Ferritine

in die Mitochondrien bei beiden Lichtverhiltnissen keine Unterschiede aufweisen.

In Abbildung 2.29 ist fiir alle Ferritine sichtbar, dass im Dunkeln sowohl nach 5 min als
auch nach 15 min Import weniger reifes Protein in den Chloroplasten vorliegt als beim
Import im Licht. Zusétzlich zur Verringerung der reifen Proteine kommt es zur Akku-
mulation der Vorstufenproteine an den dunkelinkubierten Plastiden. Vergleicht man die
Mitochondrienproben aus dem Licht- bzw. Dunkelansatz miteinander, so sind keine Un-
terschiede der Signalintensitéiten der Vorlduferproteine und der reifen Ferritine zu erken-
nen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Ferritinsignale in den Mitochon-
drienproben auf einen tatsdchlichen Mitochondrienimport der Proteine zuriickzufiihren

sind.
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Abb. 2.29: Organelltransport der Ferritine in Abhingigkeit einer Lichtquelle. Die Abbildung
zeigt Expositionen von 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli (1970)). Die Einzelorganellim-
porte wurden 5 bzw. 15 min inkubiert. Zu jedem Zeitpunkt wurde die Inkubation sowohl im Licht (L)
als auch im Dunkeln (D) durchgefiihrt. Weitere Details sieche Abb. 2.13.

2.5.1.2 Inhibition des Imports mit Valinomycin

Zur weiteren Analyse eines Mitochondrientransportes der Ferritine, wurden Importexpe-
rimente mit beiden Organellen in Anwesenheit von Valinomycin durchgefiihrt. Valinomy-
cin ist ein lonophor und zerstort den fiir den Mitochondrienimport benotigten elektroche-
mischen Gradienten (Abb. 2.30). Da dieser als Energiequelle dient, sollte ein Transport
in die Mitochondrien in Anwesenheit von Valinomycin gechemmt werden. Dieses Ionophor
wurde fiir den Nachweis eines Mitochondrienimportes von Vorstufenproteinen mehrfach
eingesetzt (Geissler et al. (2001), Dessi et al. (2003)). Auf den Plastidenimport sollte
Valinomycin dagegen keinen Einfluss haben, da dieser ATP als Energiequelle benétigt.
Somit sollte eine Unterscheidung des Mitochondrien- vom Plastidenimport der Ferritine

moglich sein.

Die Importe in Abbildung 2.31 zeigen keine eindeutigen Ergebnisse beziiglich der Ver-
wendung von Valinomycin. Es ist zwar fiir alle Ferritine eine Inhibierung des Mitochon-
drienimports zu erkennen, allerdings tritt diese auch in geringeren Mafle beim Import
in Chloroplasten auf. Allem Anschein nach kann Valinomycin nicht nur den Mitochon-
drienimport hemmen, sondern auch den Chloroplastentransport beeinflussen. Ein direk-
ter Vergleich der Inhibierungsexperimente bei Mitochondrien und Chloroplasten zeigt,

dass Valinomycin den Mitochondrientransport stiarker hemmt.



2 Ergebnisse 95

e )
o
L &\
S 2l [
O NH HN, . .
pug vai ok #Valinomycin
O\ﬂ‘o alinomycin 0 .
"ITIH H?,bo \
0" 0 H O~y
O N ST \
gL I-°
K+
Membran
Mitochondrium
zerstort AW
N\ J

Abb. 2.30: Schematische Darstellung von Valinomycin und dessen Wirkung auf den Pro-
teinimport in Mitochondrien. Valinomycin ist ein Ionophor, welches Kaliumionen iiber Membranen
transportiert und dadurch einen an der Membran vorhandenen elektrochemischen Gradienten (AW)
zerstort (A). Dieser Gradient wird fiir den Proteinimport in die Mitochondrien benétigt. Valinomycin-
zugabe inhibiert daher den Transport von Vorlduferproteinen in die Mitochondrien (B).

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass mittels Valinomycin der Transport der Arabi-
dopsis Ferritine in beide Organellen nicht eindeutig zu unterscheiden ist. Des Weiteren
konnte in den zuvor gezeigten Western- und 2D-Analysen (Abb. 2.11, 2.12, 2.23, 2.24,
und 2.27) dokumentiert werden, dass sehr reine Organellen prapariert wurden. Daher
scheint es ausgeschlossen, dass die Inhibierung des Plastidenimports auf eine Kontamina-
tion mit Mitochondrien in diesen Importansétzen zuriickzufithren ist. Da Valinomycin
den Mitochondrienimport stdrker hemmt als den Chloroplastentransport, liegt wahr-

scheinlich tatséchlich ein Mitochondrienimport der Ferritine vor.
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Abb. 2.31: Einzelorganellimport der Ferritine in Anwesenheit von Valinomycin. Die dar-
gestellten Expositionen von 10-15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)) zeigen die Importergebnisse der
Ferritine in Anwesenheit (+Val) und Abwesenheit (-Val) von 1 pM Valinomycin. Die Ansétze ohne
Valinomycin (-Val) wurden zur Kontrolle mit der entsprechenden Menge des Losungsmittels (Ethanol)
versetzt. Die Banden der reifen Proteine (Spur: M- & C-) wurden mit dem Programm ImageJ 1.37v
quantifiziert und die Organellimporte ohne Valinomycin als 100 % gesetzt. Insgesamt wurden zwei (At-
Ferl, AtFer3, AtFer4) bzw. drei (AtFer2) unabhingige Importexperimente ausgewertet. Weitere Details
siehe Abbildung 2.13.

2.5.1.3 Kompetitionsexperimente des Organellimports der Ferritine

Die bisherigen in wvitro Experimente zum Nachweis des Proteintransports der Ferritine
in die Organellen lieferten keine eindeutigen Ergebnisse. Daher wurden im Folgenden
Kompetitionsexperimente mit dem plastiddren 33 kDa Protein durchgefiihrt. Das 33 kDa
Protein wird ausschliellich in die Chloroplasten importiert und in iiberexprimierter Form
dem Standardimportansatz zugesetzt. Fiir eine entsprechende Mitochondrienkompeti-

tion standen keine Mitochondrienproteine zur Verfiigung.

In Abbildung 2.32 ist schematisch ein Standardplastidenimport (A) und ein Kompeti-

tionsansatz (B) dargestellt. Wird das zu untersuchende Protein und der Kompetitor in
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Abb. 2.32: Schematische Darstellung eines Kompetitionsexperiments. In (A) ist ein Stan-
dardimport in den Chloroplasten (Einzelorganellimport siehe Abb. 2.13) und in (B) der entsprechende
Import in Anwesenheit des plastiddren Kompetitorproteins (KP) gezeigt. Grau ist das zu untersuchen-
de radioaktiv markierte Vorliuferprotein und in griin das im UberschuB zugegebene Kompetitorprotein
dargestellt.

dasselbe Organell (hier der Plastid) transportiert, so konkurrieren beide um die Trans-
lokase. Der im Uberschuss vorliegende Kompetitor wird verstdrkt importiert, so dass
das radioaktiv markierte Protein in geringerem Umfang transportiert wird und dessen

Signal abnimmt.

Ebenso wie die Inhibitionsexperimente mit Valinomycin fiihrt die Kompetition mit dem
33kDa Protein nicht immer zu eindeutigen Ergebnissen. Wie erwartet wird der Plasti-
denimport der vier Ferritine durch die Anwesenheit des Kompetitorproteins verringert
(Abb. 2.33). AtFer2 zeigt eine eindeutige Kompetition des Plastiden-, nicht aber des Mit-
ochondrienimports. Dies bestétigt einen Mitochondrienimport fiir dieses Protein. Uner-
warteterweise wird bei AtFerl und AtFer3 auch der Mitochondrienimport kompetiert.
Aufgrund der gezeigten Reinheit der Organellpriparation kann eine Kontamination der
Mitochondrien mit Chloroplasten ausgeschlossen werden. Die Beeintrachtigung des Mit-
ochondrienimports von AtFerl und AtFer3 sollte also direkt auf der Anwesenheit des
Kompetitorproteins beruhen. Folglich sind diese Ergebnisse nicht einfach zu deuten. Bei
AtFer4 ist aufgrund des komplexen Bandenmusters in den Mitochondrien eine Auswer-
tung eher schwierig. Es kann daher nur der Plastidenimport betrachtet werden, welcher
sichtbar durch das Kompetitorprotein verringert wird. Die Kompetitionsversuche zeigen,
dass AtFer2 in beide Organellen transportiert wird. Fiir AtFerl, AtFer3 und AtFer4 kann

dagegen nur der Transport in die Plastiden nachgewiesen werden.

Die durchgefiihrten in vitro Versuche zur Klarung der Organelllokalisierung (Abb. 2.29,
2.31 und 2.33) zeigen, dass alle vier Ferritine in die Chloroplasten importiert werden.
Beziiglich der Mitochondrien gibt es Hinweise auf einen Transport der Ferritine in diese

Organellen (Abb. 2.29 und 2.31). Betrachtet man nur den Transport der Ferritine in eines
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Abb. 2.33: Kompetition des Organellimports der Ferritine. Es sind Expositionen von 10-
15 %igen SDS-Gelen (Laemmli (1970)) dargestellt. Der Import in die Organellen erfolgte in Anwesenheit
(+KP) und Abwesenheit (-KP) des Kompetitorproteins. Als Kompetitor wurde das iiberexprimier-
te 33kDa Protein des Wasserspaltungsapparates (1 uM) eingesetzt. Die Kontrolle (-KP) enthielt die
entsprechende Menge Harnstoff.

der beiden Organellen, so scheinen eindeutige Ergebnisse vorzuliegen (z.B. Inhibierung
des Mitochondrienimports durch Valinomycin). Andererseits muss auch der Transport
in das jeweils andere Organell in die Betrachtung mit einbezogen werden. In diesem
Fall wird z.B. auch der Plastidenimport durch Valinomycin inhibiert (Abb. 2.31). Daher
ist es schwierig beide Organellimporte der Ferritine zu unterscheiden. Zusammenfassend
lassen die Experimente dieses Abschnitts zusammen mit dem gemischten Importansatz
(Abb. 2.16), sowie den Western- und Gelelektrophoreseuntersuchungen zur Reinheit der

Organellen den Schluf} zu, dass die Arabidopsis Ferritine dual targeting in vitro zeigen.

2.5.2 In vivo Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine
2.5.2.1 Die Reporterproteinfusionen von AtFerl und AtFer2

In Abschnitt 2.5.1 wurde der Mitochondrien- und Plastidenimport der Ferritine in wvitro
analysiert. Des Weiteren sollte der Transport der Arabidopsis Ferritine im Blattgewebe
untersucht werden. Fiir die in vivo Analyse wurden zwei Ferritine ausgesucht: AtFerl
und AtFer2. AtFerl wurde aufgrund der Komplexbildung in beiden Organellen und
des Mitochondrienimportes mit guter Effizienz ausgewéhlt (Abb. 2.13 und 2.28). Das
zweite Ferritin (AtFer2) zeigt dagegen als einziges keine Kompetition des Mitochondri-
entransports mit plastidirem Kompetitorprotein (Abb. 2.33). Daher ist AtFer2 ein guter
Kandidat fiir einen Mitochondrienimport in vivo. AtFer3 und AtFer4 werden im in orga-
nello Import eher schwach in die Mitochondrien transportiert und wurden deshalb nicht
zusétzlich in vivo untersucht (Abb. 2.13).
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Abb. 2.34: Aminosiduresequenz von AtFerl und AtFer2. Die fiir die Transitpeptidfusionen ver-
wendeten Aminosduren sind rot gekennzeichnet. Zu den eigentlichen Transitpeptiden (TP) wurden 13
bzw. 15 Aminosduren des reifen Proteins zugefiigt. Des Weiteren wurden Fusionen der ersten 100 Ami-
nosiuren (1-100) und der gesamten Proteinsequenz (fl-full lenght) von AtFerl und AtFer2 mit einem
Reporterprotein erstellt.

Zunéachst wurden verschiedene Reporterproteinfusionen von AtFerl und AtFer2 erstellt.
Dazu wurden jeweils drei Bereiche der Proteine verwendet das Transitpeptid, die ersten
100 Aminoséauren und das gesamte Vorlauferprotein. Die Transitpeptidfusionen enthiel-
ten zusétzlich 13 bzw. 15 Aminosédurereste der reifen Proteinanteile um eventuell im
reifen Teil liegende Erkennungsstellen fiir die Importrezeptoren bzw. Prozessierungspep-
tidasen nicht zu zerstéren (Abb. 2.34 und 2.35). Die Fusion mit den ersten 100 Ami-
nosduren stellt eine Zwischenform der Transportsignal- und der Volllingenfusion dar.
Auch hier werden reife Proteinanteile von AtFerl und AtFer2 mit dem Reporterprote-
in fusioniert. Damit sind weitere Einfliisse der reifen Proteinanteile auf den Transport
abgedeckt. Die Transportsignale kerncodierter Plastiden- bzw. Mitochondrienproteine
variieren in ihrer Lénge und sind durchschnittlich 40 Aminoséduren (mitochondrielle
Transportsignale) bzw. 50 Aminoséuren (plastiddre Transportsignale) lang (von Hei-
jne et al. (1989), Glaser et al. (1998)). Diese Fusion erméglicht daher den Vergleich
sehr unterschiedlicher Proteine beziiglich ihres Organelltransports. Fiir die dritte Fusion
wurde das gesamte Vorstufenprotein (Volllange-full length [fl]) mit dem Reporterprotein
fusioniert (Abb. 2.34 und 2.35).
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Abb. 2.35: Darstellung der Reporterproteinfusionen von AtFerl und AtFer2. Die in Abbil-
dung 2.34 dargestellten Sequenzabschnitte von AtFerl und AtFer2 wurden C-terminal mit EYFP zu
den gezeigten chiméren Proteinen fusioniert. Eine zufillig generierte Variante der Transitpeptidfusion
von AtFerl wurde als EGFP-Fusion erstellt. Diese besitzt an Position 8 eine Punktmutation, welche
einen Austausch von Serin zu Prolin darstellt (AtFerl1TPmut-EGFP).

Als Reporterprotein wurde EYFP eingesetzt, so dass die in Abbildung 2.35 illustrierten
Ferritinfusionen generiert wurden. Zusétzlich zur AtFerl TP-EYFP-Fusion wurde auch
eine zufillig entstandene Punktmutation gebildet. Dabei handelt es sich um einen Ami-
noséureaustausch von Serin zu Prolin an Position 8. Diese als AtFer1TPmut bezeichnete
Version wurde als einzige mit EGFP zu AtFer1 TPmut-EGFP verkniipft.

2.5.2.2 Lokalisierung der Reporterproteinfusionen von AtFerl in vitro und
in vivo

Vor der in vivo Expression der Ferritinfusionsproteine wurden die erstellten Konstrukte
im in organello Importexperiment auf ihre Transportkompetenz getestet. Diese Ver-
suche sind notwendig, um bereits im Importexperiment Effekte des Reporterproteins
auf den Transport untersuchen zu konnen. Die erstellten Fusionsproteine wurden in
zwei Vektoren kloniert. Zur in vitro Analyse wurde der pBAT-Vektor (Annweiler et al.
(1991)) und zur in vivo Analyse ein geeigneter Pflanzenexpressionsvektor verwendet
(pRT-©2/Not/Asc [pRT100-Variante], Topfer et al. (1987), Uberlacker et al. (1996)).

Der in organello Import des authentischen AtFerl und der erstellten Fusionen ist in
Abbildung 2.36 dargestellt. Das authentische AtFerl wird in beide Organellen impor-
tiert. Die Transitpeptidfusion (AtFerl1TP-EYFP) zeigt ebenfalls einen Transport in Mit-
ochondrien und Chloroplasten. Innerhalb der Organellen wird AtFerlTP-EYFP zum
reifen Protein prozessiert. Auf dhnlicher Hohe ist bereits in der Translationsspur ei-
ne Bande zu erkennen. Diese stellt wahrscheinlich EYFP dar und ist etwas kleiner als
das prozessierte Fusionsprotein (Abb. 2.36, weier Pfeil). Die Variante mit der Punkt-
mutation (AtFerlTPmut-EGFP) wird dagegen nicht in die Organellen importiert, be-
trachtet man dieses Protein genauer, so ist es deutlich kleiner als AtFerl1TP-EYFP.
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Abb. 2.36: In organello Import der AtFerl-Fusionsproteine. Dargestellt sind Expositionen von
10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli (1970)). Die erstellten Fusionen wurden zusammen mit
dem authentischen AtFerl in einem in organello Importexperiment eingesetzt. Zum Teil wurden die
Vorlduferproteine zusétzlich einer Thermolysinbehandlung (t+) unterzogen. Fiir weitere Details siehe
Abbildung 2.13 und 2.14.

Es ist daher moglich, dass aufgrund der Punktmutation bei der in wvitro Transkription
bzw. Translation erst an einem spéteren Startcodon bzw. AUG die Ablesung erfolg-
te. Mogliche alternative Startcodons (AUG, Methionreste) sind an Position 57 und 59
des Transportsignals vorhanden (Abb. 2.34). Des Weiteren kénnte das entsprechende
Start-AUG des EGFP genutzt werden. Demzufolge stellt das in wvitro Translationspro-
dukt wahrscheinlich EGFP ohne das Transportsignal dar. Dennoch wurde diese Fusion
auch zur in vivo Lokalisierung eingesetzt. Die beiden letzten Reporterfusionen, AtFerl-
100-EYFP und AtFerlfl-EYFP, zeigen dasselbe Importverhalten wie das authentische
AtFerl, den Transport in Mitochondrien und Chloroplasten. Es zeigt sich, dass sich das
in vitro Importverhalten der Reporterfusionen im Vergleich zum authentischen AtFerl
nicht verdndert. Daher hat das Reporterprotein in vitro keinen Einfluss.

Um das in vivo targeting der Ferritine (AtFerl, AtFer2) zu untersuchen wurden diese
mittels biolistischer Transformation transient in Erbsenblattern exprimiert. Dafiir wur-
den zunichst die Plasmide der Fusionsproteine (im Pflanzenexpressionsvektor vorlie-
gend) an Goldpartikel gebunden (Préazipitationsschritt). Diese Plasmid-beladenen Gold-
partikel wurden nun auf einen Tréager gegeben und in die Schussapparatur eingesetzt
(Abb. 2.37). Danach erfolgte die Positionierung der zu transformierenden Blétter, auf
einer Agaroseplatte liegend, in der Schussapparatur. Der eigentliche Schiessvorgang der
Blatter mit den préaparierten Goldpartikeln wurde im Vakuum durchgefiihrt. Mittels
Heliumdruckes wurden die Partikel beschleunigt. Im Anschluss daran erfolgte die Dun-
kelinkubation tiber Nacht (Abb. 2.37). Die transformierten Blétter wurden am Folgetag
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Zunéchst wurde die erfolgreiche Expression der
Fusionsproteine getestet. Dazu wurde das Blattgewebe mittels Epifluoreszenzmikrosko-
pie untersucht. Die hier gezeigten mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem kon-

fokalen Laser-Mikroskop (CLSM-confocal laser scanning microscope) erstellt.
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Abb. 2.37: Schema der biolistischen Transformation von Blattgewebe. Die entsprechende
Nukleotidsequenz der Proteinfusionen, vorliegend in einem geeigneten Pflanzenexpressionsvektor (pRT-
Q/Not/Asc [pRT100-Variante], Tépfer et al. (1987), Uberlacker et al. (1996)), wird im ersten Schritt
an Goldpartikel gebunden, welche auf einen Triger aufgebracht und in die Schussapparatur (particle
gun) eingesetzt werden. Im Vakuum werden die Goldpartikel mittels Heliumdrucks in das positionierte
Blattgewebe geschossen. Die so transformierten Blétter werden iiber Nacht im Dunkeln inkubiert und
am Folgetag fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Die schematisch dargestellte Pflanzenzelle zeigt die
Fragestellung zur Lokalisierung der Ferritinreporterproteine in lebenden Zellen.

AtFer1TP-EYFP

In Abbildung 2.38 ist die einzige mit AtFerl1TP-EYFP beobachtete transformierte Zelle
dargestellt. Diese Fusion wurde insgesamt viermal fiir eine biolistische Transformation
eingesetzt, allerdings wurde nur diese eine transformierte Zelle tatséchlich beobachtet.
Daher ist diese Fusion entweder fiir eine biolistische Transformation wenig geeignet oder
die Expression selbst ist fiir die Zellen nicht vertraglich. Die Daten beziiglich der Loka-
lisierung von AtFerlTP-EYFP sind somit nur bedingt aussagekréftig.

Das Fluoreszenzsignal markiert nach der Expression der Transportsignalfusion von AtFerl
folgende Bereiche der Zelle: die Plastiden (P) und das Cytosol (C). Das Transportsignal
ist also in der Lage den Transport von EYFP in die Plastiden zu vermitteln. Die EYFP-
und die Chlorophyllfluoreszenz wiesen eine Co-Lokalisierung auf, folglich handelt es sich
um eine plastiddre Lokalisierung. Des Weiteren sind auch Stromuli zu beobachten (Abb.
2.38, S), deshalb kann auf eine Lokalisierung im Stroma der Plastiden geschlossen wer-
den. Stromuli sind so genannte stroma filled tubules (stromules), dies sind mit Stroma
gefiillte Ausstiilpungen der Plastiden (Arimura et al. (2001), Kwok & Hanson (2004),
Gunning (2005)). Eine interessante Beobachtung sind sich bewegende Plastiden (P*),
diese Organellen haben sich zwischen der Aufnahme des YFP- und des Chlorophyll-

kanals bewegt. Deshalb co-lokalisieren die Fluoreszenzsignale nicht mehr und liegen in
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Abb. 2.38: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFerlTP-EYFP bzw. AtFer1 TPmut-EGFP. Die biolistische Transformation
von Erbsenbléittern erfolgte wie in Abbildung 2.37 dargestellt. Es sind verschiedene Kanile und deren
Uberlagerungen dargestellt: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl), YFP-Kanal (YFP) und
GFP-Kanal (GFP). Es wurden folgende Strukturen mit einem Pfeil markiert: Plastiden (P), sich
bewegende Plastiden (P*), Cytosol (C), Stromuli (S) und der Kern (N). Die Aufnahmen wurden
mit einem konfokalen Laser-Mikroskop (CLSM) generiert. Der eingezeichnete Grolenbalken entspricht
20 pm. Erklarungen siehe Text.

der Uberlagerung (YFP/Chl) direkt nebeneinander. Dies zeigt, dass zum Zeitpunkt der

Aufnahme lebendes Gewebe analysiert wurde.

Ein sehr dhnliches Fluoreszenzbild ist zu beobachten, wenn Erbsenblatter mit der Tran-
sitpeptidvariante mit der Punktmutation (AtFerl1TPmut-EGFP) transformiert wurden.
Zur beobachteten Lokalisierung in den Plastiden und im Cytosol (AtFerlTP-EYFP) ist
zusétzlich eine Kernlokalisierung des GFP-Signals zu sehen (Abb. 2.38). Die Fluoreszenz-
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verteilung scheint eine Mischung aus EGFP ohne und mit Transitpeptid zu sein. Wird
EGFP exprimiert, so ist dieses sowohl im Cytosol als auch im Kern zu beobachten (Hase-
loff & Amos (1995), Haseloff et al. (1997), Marques et al. (2004)). Da zusétzlich auch eine
Anfirbung der Plastiden erfolgte, werden vermutlich zwei Varianten von AtFer1TPmut-
EGFP in der Zelle synthetisiert: einmal das gesamte Fusionsprotein und einmal nur der
EGFP-Part. Dies wiirde die beobachteten drei Lokalisierungen der EGFP-Fluoreszenz
erklaren. Es zeigt sich eine Ubereinstimmung mit den in vitro Daten bei dem bereits
vermutet wurde, dass nur EGFP synthetisiert wurde (Abb. 2.36). Insgesamt betrach-
tet ist sowohl die Transitpeptidfusion als auch deren Aminosiureaustauschvariante von
AtFerl in der Lage das Reporterprotein in die Plastiden zu dirigieren. Im Gegensatz
zum in vitro Import von AtFerl und AtFerlTP-EYFP wurden keine Fluoreszenzsignale

in den Mitochondrien beobachtet.

AtFer1-100-EYFP

Nach Transformation mit AtFer1l-100-EYFP (Abb. 2.39) sind im YFP-Kanal punktformi-
ge Sigale zu sehen. Diese korrelieren mit den Signalen der Chlorophyllfluoreszenz. Es
handelt sich daher um Plastiden (P). Erneut wurde ein sich bewegender Plastid (P*) in
der YFP/Chl-Uberlagerung gefunden, der darauf hinweist, dass die betrachtete trans-
formierte Zelle vital ist. Ein weiterer Hinweis auf eine plastidire, genauer eine stromale
Lokalisierung ist die Beobachtung von Stromuli (S), welche u.a. in der zweiten Zel-
le (unterer Bildbereich) ausgebildet sind. Interessanterweise ist bei der transformierten
Epidermiszelle (oberer Bildbereich) im Durchlichtmodus (DIC) der Zellkern (N) sicht-
bar, in dessen Nachbarschaft sich viele Plastiden befinden. Auch die EYFP-Fusion der
ersten 100 Aminoséduren weist nur eine plastidédre nicht aber eine mitochondrielle Loka-

lisierung von AtFerl in vivo auf.

AtFer1fl-EYFP

Die Volllangenfusion von AtFerl (AtFerlfl-EYFP) zeigt zwei verschiedene Arten der
Lokalisierung. In Abbildung 2.40 markiert das YFP-Signal die Plastiden (P) der Epider-
miszelle (Zelle im oberen Bildbereich). Diese Fluoreszenz co-lokalisiert mit der Chloro-
phyllfluoreszenz, daher wird dieses Fusionsprotein in vivo in die Plastiden transportiert.
Betrachtet man nun die transformierte Schliesszelle (unterer Bildbereich) so sind bereits
im Durchlichtmodus (DIC) die Plastiden erkennbar. Das YFP-Signal lokalisiert mit die-
sen Plastiden und der Chlorophyllfluoreszenz. Innerhalb der Plastiden der Stomata ist
die YFP-Fluoreszenz nicht homogen verteilt, sondern es kommt zu einer Art innerer
Strukturierung. Diese Strukturierung oder Akkumulation von EYFP koénnte auf einer
Bindung des AtFerl an thylakoiddhnliche oder vesikulére Strukturen resultieren, da im

in vitro Import von AtFerl eine Assoziation mit der Thylakoidmembran zu beobachten
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Abb. 2.39: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer1-100-EYFP. Es wurden verschiedene Kanile und deren Uberlagerungen
verwendet: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Mit einem Pfeil
wurden folgende Zellstrukturen markiert: Plastiden (P), sich bewegende Plastiden (P*), Stromuli (S)
und Kern (N). Es sind zwei transformierte Epidermiszellen gezeigt (oberer bzw. unterer Bildbereich).
Fiir weitere Details siche Abbildung 2.38.

war (Abb. 2.3).

Die zweite Lokalisierungsart des AtFer1fl-EYFP ist ebenfalls in den Plastiden (Abb. 2.41,
P), allerdings befindet sich nur eine geringe Menge des YFP-Signals in diesen. Der tiber-
wiegende Teil ist in stark fluoreszierenden punktformigen Strukturen zu detektieren (K).
In der VergroBerung wird deutlich, dass es eine schwache Farbung der Plastiden gibt und
das die leuchtenden Strukturen nur in unmittelbarer Ndhe zu bzw. an den Plastiden vor-
kommen. Abschlielend kann nicht geklidrt um welche Strukturen es sich handelt. Diese
wurden innerhalb der Arbeitsgruppe mit Volllingenfusionen anderer Proteine ebenfalls
beobachtet. Es konnte sich um ein Gréflenproblem der Fusionsproteine handeln, so das

bei der Expression verstirkt Aggregate gebildet werden bzw. diese erst kurz vor dem
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Abb. 2.40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer1fl-EYFP. Es wurden folgende Kanile und deren Uberlagerungen verwendet:
Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Plastiden (P) wurden mit
einem Pfeil markiert. Im oberen Bildbereich ist eine transformierte Epidermiszelle und im unteren
Bildbereich ist eine transformierte Schliesszelle zu sehen. Fiir weitere Details siehe Abbildung 2.38.

Import direkt am Plastiden auftreten. Die verbliebenen bzw. spéter synthetisierten Fu-
sionsproteine wiirden nun am Plastiden miteinander aggregieren. Dies konnte bei einem
Ferritin, welches natiirlicherweise Proteinkomplexe mit anderen Ferritinmolekiilen ein-
geht verstiarkend hinzukommen. Trotz der zwei Arten der Lokalisierung ist klar, dass es
sich in beiden Féllen um eine Lokalisierung in bzw. an den Plastiden handelt. Auch mit
der Volllangenfusion von AtFerl konnten keine Fluoreszenzsignale in den Mitochondrien

beobachtet werden.

Somit ist allen vier Fusionen von AtFerl die Lokalisierung in den Plastiden gemein.
Eine mitochondrielle Lokalisierung war dagegen nicht zu detektieren, hierfiir gibt es
drei mogliche Erklarungen. Die einfachste davon ist, dass AtFerl in vivo nicht in beide
Organellen transportiert wird. Des Weiteren kénnten auch gewebespezifische Faktoren
eine Rolle spielen, so dass in der oberen Blattepidermis kein Ferritin in Mitochondrien
benotigt wird und daher auch kein Transport von AtFerl in diese zu beobachten ist. Als

letzte Variante ist denkbar, dass ein Mitochondrienimport der YFP-Fusionen stattfin-
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Abb. 2.41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer1fl-EYFP. Es wurden folgende Kanile und deren Uberlagerungen verwendet:
Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Die Plastiden (P) und die punktformigen Fluores-
zenzsignale (K) wurden mit einem Pfeil markiert. Auf der rechten Bildseite ist eine Vergroflerung eines
Bildbereiches (5 um) gezeigt. Fiir weitere Details siche Abbildung 2.38.

det, diese aber nicht detektierbar sind. Eine Md&glichkeit ist ein sehr schwacher Transport
und damit einhergehend eine YFP-Fluoreszenz unterhalb des Detektionslimits. Dies ist
analog den n vitro Importen mit deutlich schwécheren Mitochondrientransport im Ver-
gleich zu dem plastiddren denkbar. Es konnte sich auch um Probleme bei der Faltung
des EYFP handeln, so dass kein fluoreszierendes EYFP in den Mitochondrien gebildet

wurde.

2.5.2.3 Lokalisierung der Reporterproteinfusionen von AtFer2 in vitro und
in vivo
Die transiente Expression der AtFerl-Fusionsproteine zeigte nur eine plastiddre und
keine mitochondrielle Lokalisierung dieses Ferritins, moglicherweise sind nicht alle vier
Arabidopsis Ferritine in vivo in beiden Organellen lokalisiert. AtFer2 kénnte auch in vivo
in beide Organellen transportiert werden, da dieses Ferritin als einziges keine Kompetiti-
on des Mitochondrientransportes durch das 33 kDa Protein aufwies (Abb. 2.33). Analog
der Fusionen von AtFerl wurden die Reporterproteinkonstrukte von AtFer2 zunéchst

im in vitro Ansatz auf ihre Importkompetenz untersucht.
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Abb. 2.42: In organello Import der AtFer2-Fusionsproteine. Dargestellt sind Expositionen
von 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen. Die erstellten AtFer2-Fusionsproteine wurden in einem in
organello Importexperiment analysiert und zum Teil zusdtzlich mit Thermolysin inkubiert (t+). Fiir
weitere Details sieche Abb. 2.13 und 2.14.

Die Fusionen und das authentische AtFer2 wurden im Einzelorganellimport untersucht.
Dabei ergab sich folgendes Bild, das authentische Protein zeigt Import in beide Organel-
len, Mitochondrien und Chloroplasten. Dagegen wird die Transitpeptidfusion (Fer2TP-
EYFP) in keines der beiden Organellen importiert. Ein dem authentischen AtFer2 ent-
sprechendes Importverhalten wird mit den Vorstufenproteinen AtFer2-100-EYFP und
AtFer2fl-EYFP beobachtet. Beide Fusionen werden in beide Organellen transportiert,
weisen allerdings eine vergleichsweise geringe Importeffizienz auf. Insgesamt werden die
Fusionen von AtFer2 schlechter als das authentische Protein in Mitochondrien und Chlo-
roplasten transportiert, so dass fiir AtFer2TP-EYFP kein Import in die Organellen nach-
weisbar ist. Auch die Fusionen von AtFer2 wurden im Anschluss zur biolistischen Trans-

formation von Erbsenbléttern eingesetzt.

AtFer2TP-EYFP

In Abbildung 2.43 sind zwei mit AtFer2TP-EYFP transformierte Zellen abgebildet. Mit
diesem Fusionsprotein wurden auffillig viele Schliesszellen, dagegen verhéltnisméBig we-
nige Epidermiszellen transformiert. Auch wenn keine statistische Analyse erfolgte, so
wurde die Vielzahl der transformierten Stomata augenscheinlich nur mit dieser Fusion
beobachtet. Eine pflanzenspezifische Ursache kann aufgrund einer parallelen Durchfiihr-
ung der Transformation mit unterschiedlichen Reporterfusionen ausgeschlossen werden,
da hier keine erhohte Anzahl an transformierten Stomata beobachtet wurde. Zudem ist
die verstarkte Expression dieser Fusion in Schliesszellen kein einmaliges Ereignis, son-
dern wurde in unabhéngigen Transformationsversuchen beobachtet. Es erscheint ausge-
schlossen, dass iiberdurchschnittlich viele Schliesszellen von den Goldpartikeln getroffen
und biolistisch transformiert wurden. Es kénnte daher der Fall sein, dass die Schliess-

zellen mit dieser Fusion besser kompatibel sind als normale Epidermiszellen. So dass
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die Epidermiszellen zwar von den Goldpartikeln erreicht werden, eine Expression von
AtFer2TP-EYFP aufgrund einer Inkompatibilitét eher selten ist.

Die YFP-Fluoreszenz von AtFer2TP-EYFP wird in den Plastiden detektiert (Abb. 2.43),
da die entsprechenden Chlorophyllsignale mit diesen iibereinstimmen. Zudem werden die
bereits erwidhnten Stromuli (S) beobachtet. Damit ist auf eine stromale Lokalisierung von
AtFer2TP-EYFP zu schliessen. In der abgebildeten Schliesszelle werden ebenfalls aus-
schliefllich YFP-Fluoreszenzsignale in den Plastiden detektiert. Auch wenn diese Zellen
vermutlich mit der Transportsignalfusion besser als die Epidermiszellen kompatibel sind,
kénnen keine Unterschiede beziiglich der Lokalisierung von AtFer2TP-EYFP beobach-
tet werden. In beiden Zelltypen ist eine ausschliellich plastidédre Lokalisierung zu sehen.

Erneut wurden keine Signale in den Mitochondrien detektiert.

AtFer2-100-EYFP

Die Fusion mit den ersten 100 Aminoséduren von AtFer2 wurde in Erbsenblattgewebe
mittels biolistischer Transformation transferiert (Abb. 2.44). Im mikroskopischen Bild
ist eine transformierte Epidermis- und eine transformierte Schliesszelle zu sehen. Das
YFP-Signal befindet sich in den Plastiden, da es zusammen mit der Chlorophyllfluores-
zenz lokalisiert. Die Plastiden der Epidermiszelle bilden zudem Stromuli (S) aus, folglich
kann auf eine stromale Lokalisierung geschlossen werden. Auch in der Schliezelle wird
die YFP-Fluoreszenz eindeutig den Plastiden zugeordnet. Die 100 Aminoséduren-Fusion
von AtFer2 wird in vivo in Plastiden transportiert. Es gibt keine Hinweise auf Fluores-
zenzsignale in anderen Zellkompartimenten. Nach Expression des Fusionsproteins kann
der in vitro beobachtete Mitochondrienimport nicht in vivo gezeigt werden. In den Epi-

dermiszellen von Blattgewebe scheint daher kein Mitochondrientransport von AtFer2-
100-EYFP stattzufinden.

AtFer2fl-EYFP

Die Volllangenfusion von AtFer2 zeigt ebenso wie die entsprechende Fusion von AtFerl
(Abb. 2.40 und 2.41) zwei verschiedene Arten der Fluoreszenzverteilung. Die in Abbil-
dung 2.45 gezeigte transformierte Zelle dhnelt sehr stark den YFP-Signalen von AtFer1fl-
EYFP (Abb. 2.41). Bei beiden Proteinen wird YFP-Fluoreszenz in punktférmigen Struk-
turen detektiert, welche sich in unmittelbarer Néhe zu Plastiden befinden. Im Gegensatz
zu AtFerlfl-EYFP kann bei AtFer2fl-EYFP kein YFP-Signal in den Plastiden nachge-
wiesen werden. In der Vergréerung dieser punktformigen Strukturen wird deutlich, dass
sie sich direkt an bzw. neben den Plastiden befinden. Es konnte sich um aggregierte Fusi-
onsproteine handeln, welche vor dem Import in die Plastiden miteinander aggregieren, so
dass die Proteine nicht in die Plastiden transportiert werden konnten. Beide Volllingen-
fusionen (AtFerlfl-EYFP und AtFer2fl-EYFP) scheinen fiir die transformierten Zellen
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Abb. 2.43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer2-TP-EYFP. Es wurden folgende Kaniile und deren Uberlagerungen ver-
wendet: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Plastiden (P) und
Stromuli (S) wurden mit einem Pfeil gekennzeichnet. Im oberen Bildbereich ist eine Epidermiszelle und
im unteren Bereich eine transformierte Schliesszelle gezeigt. Fiir weitere Details sieche Abbildung 2.38.
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Abb. 2.44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer2-100-EYFP. Es wurden folgende Kanile und deren Uberlagerungen ver-
wendet: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Plastiden (P) und
Stromuli (S) wurden mit einem Pfeil markiert. Im oberen Bildabschnitt sind mikroskopische Aufnah-
men einer Epidermiszelle und im unteren Bereich eine transformierte Schliesszelle gezeigt. Fiir weitere
Details siehe Abbildung 2.38.

problematisch zu sein.

Dies wird insbesondere bei der zweiten Form der Lokalisierung von transformierten Zel-
len deutlich. Hier wird ein massiver Einfluss der Reporterfusion (AtFer2fl-EYFP) auf die
Zellvitalitét festgestellt (Abb. 2.46). Bereits im Durchlichtmodus (DIC) ist im Zellinne-
ren eine Anhédufung von Zellmaterial zu erkennen. Diese enthilt YFP-Fluoreszenz und
kann daher mit der Expression der Reporterfusion in Verbindung gebracht werden. Des
Weiteren fehlen innere Strukturen der Zelle, so ist im Chlorophyllkanal keine Chloro-

phyllfluoreszenz dieser Zellen nachweisbar. Nur die Nachbarzellen weisen Chlorophyllsi-
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Abb. 2.45: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer2fl-EYFP. Es wurden folgende Kanile und deren Uberlagerungen verwen-
det: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Die Plastiden (P) und
punktformigen Fluoreszenzsignale (K) wurden mit einem Pfeil markiert. Auf der rechten Seite ist ein
vergroferter Bildausschnitt (2 um) zu sehen. Fiir weitere Details siehe Abbildung 2.38.

gnale der Plastiden auf. Daher ist die mit AtFer2fl-EYFP transformierte Zelle vermutlich
bereits tot. Diese Fusion stort anscheinend derart stark den Zellstoffwechsel, dass diese
Zellen sterben. Eventuell wird in diesem Fall das Fusionsprotein sehr stark exprimiert, so
dass es zur Aggregation kommt, welche dann entweder der Zelle direkt schadet oder mit
anderen Zellstrukturen bzw. -proteinen interferiert. Mit diesem Volllangenkonstrukt ist

daher eine Untersuchung des Organelltransports nur in vitro nicht aber in vivo mdoglich.

Ubersicht

In Tabelle 2.4 ist eine Zusammenfassung der beobachteten Lokalisierungen der authen-
tischen und der Fusionsproteine von AtFerl und AtFer2 dargestellt. Es ist zu erkennen,
dass die Fusionsproteine von AtFerl und AtFer2 ein &hnliches in vivo Transportverhalten
zeigen. Alle Reporterproteinkonstrukte sind in der Lage EYFP in oder an die Plastiden

zu dirigieren. Die Transitpeptidfusionen und die Fusionen der ersten 100 Aminoséuren
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Abb. 2.46: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Epidermiszellen nach transienter
Expression von AtFer2fl-EYFP. Es wurden folgende Kanile und deren Uberlagerungen verwen-
det: Durchlichtbild (DIC), Chlorophyllkanal (Chl) und YFP-Kanal (YFP). Es sind zwei verschiedene
Epidermiszellen (oberer und unterer Bildabschnitt) zu sehen. Fiir weitere Details sieche Abbildung 2.38.

von AtFerl und AtFer2 dirigieren EYFP in die Plastiden. Wobei bei AtFerlTP-EYFP
auch ein gewisser Anteil an cytosolischem EYFP zu erkennen war, dieses liegt entwe-
der tatséichlich im Cytosol vor oder wurde noch nicht ins Organell transportiert. Die
Volllangenfusionen beider Ferritine verursachen den Zellen Schwierigkeiten. So kénnen
in den Volllingenfusionen von AtFerl und AtFer2 jeweils zwei Formen von Fluoreszenz-
signalen beobachtet werden. Zum einen plastidire (AtFer1fl-EYFP) Fluoreszenzsignale
bzw. tote transformierte Epidermiszellen (AtFer2fl-EYFP) und zum anderen die Loka-
lisierung in stark fluoreszierenden punktférmigen Strukturen, welche in unmittelbarer
Néhe zu Plastiden zu beobachten sind (AtFerlfl-EYFP und AtFer2fl-EYFP). Nur bei
AtFer1fl-EYFP ist neben dem stark leuchtenden Signal auch in den Plastiden eine schwa-

che YFP-Fluoreszenz zu detektieren.



2 Ergebnisse 74

Tab. 2.4: Zusammenfassung der Lokalisierung von AtFerl und AtFer2. Es sind die Ergebnisse
des in witro Importverhaltens und der in vivo Lokalisierung der authentischen Proteine und deren
Reporterproteinfusionen zusammengestellt.

Lokalisierung
in vitro ‘ in vivo
AtFerl dual
AtFer1TP-EYFP dual Plastiden, Cytosol
AtFer1TPmut-EYFP - Plastiden, Cytosol, Kern
AtFer1-100-EYFP dual Plastiden
AtFer1fl-EYFP dual a) nur Plastiden
b) schwache Fluoreszenz in den Plastiden
daneben punktformige Strukturen
AtFer2 dual
AtFer2TP-EYFP - Plastiden
AtFer2-100-EYFP dual Plastiden
AtFer2fi-EYFP dual a) tote Zellen
b) in lebenden Zellen:
punktférmige Strukturen an den Plastiden

Anhand der hier gezeigten Ergebnisse scheinen die ersten 100 Aminoséuren fusioniert mit
EYFP fiir die biolistische Transformation am besten geeignet, da die Transportsignal-
fusion von AtFerl nur zu einer transformierten Zelle fithrte und die Volllingenfusionen
allgemein schwer vertraglich fiir die Zellen sind, so dass sogar ein Teil der transformierten

Zellen aufgrund der Expression des Fusionsproteins stirbt.

Es wird zudem ersichtlich, dass weder AtFerl noch AtFer2 in lebenden Zellen in Mito-
chondrien transportiert werden, sondern im Stroma der Plastiden lokalisiert sind. Die
in vitro beobachtete duale Lokalisierung konnte fiir diese Ferritine somit nicht in vivo
gezeigt werden. Dies wirft die Frage auf, ob dies nur an der Auswahl der in vivo analy-
sierten Ferritine liegt, oder ob keines der vier Arabidopsis Ferritine in lebenden Gewebe
mitochondriell vorliegt. Eine weitere Moglichkeit ist eine gewebespezifische Lokalisie-
rung der Ferritine, so dass in epidermalem Gewebe nur eine plastiddare Lokalisierung zu
beobachten ist, dagegen in anderen Zellen vielleicht auch eine mitochondrielle Lokali-
sierung moglich ist. Zudem werden Proteine aus Arabidopsis thaliana in Erbsenblédttern
transformiert und daher nicht im gleichen Organismus exprimiert, so dass auch dadurch
Unterschiede entstehen konnten. Andererseits wurden die in vitro Daten mit Erbsen-
bzw. zum Teil Spinatorganellen generiert und diese waren in der Lage Arabidopsis Pro-

teine zu importieren.

Ein Teil dieser Fragen konnte durch eine nachtréaglich erfolgte biolistische Transformation
von Blattgewebe aus Spinat und aus Arabidopsis thaliana mit den Fusionen der ersten

100 Aminosduren von AtFerl und AtFer2 beantwortet werden (Daten nicht gezeigt).
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Die YFP-Signale wurden in beiden Spezies ausschlieflich in Plastiden und nicht in Mit-
ochondrien detektiert. Im Spinatblattgewebe wurden zudem transformierte Palisaden-
parenchymzellen beobachtet. Die Lokalisierung in diesen Zellen wies keine Unterschiede
zu Epidermis- bzw. Schliesszellen auf. Somit konnten keine Unterschiede in der Lokali-
sierung von AtFerl-100-EYFP und AtFer2-100-EYFP zwischen den drei Pflanzenspezies

festgestellt werden.

Alle vier Ferritine aus Arabidopsis thaliana sind in der Lage in in organello Experimenten
in Mitochondrien und Chloroplasten zu importieren. Die transiente Expression der Re-
porterproteinfusionen von zwei Ferritinen (AtFerl und AtFer2) zeigte eine ausschliellich
plastiddare Lokalisierung in Blattgewebe. Das dual targeting der Ferritine wurde somit

nur in vitro nicht aber in vivo beobachtet.
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3 Diskussion

3.1 Konservierung der Ferritine aus Arabidopsis

thaliana

Ferritine sind Eisen-speichernde Proteine, welche an der Eisenhomdoostase in Zellen be-
teiligt sind. In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden vier Gene fiir Ferritin
identifiziert (Petit et al. (2001a)). Der Vergleich der Proteinsequenzen zeigt, dass die vier
Ferritine eine hohe Homologie zueinander aufweisen (ca. 70-80 % der reifen Proteinteile,
Tab. 2.2, Abb. 2.2). Solch hohe Ahnlichkeiten sind u.a. fiir zwei Ferritine aus Sojabohne
(SferH-1 und SferH-5) beschrieben. Beide Vorlduferproteine sind zu 96 % identisch und
unterscheiden sich in nur 10 Aminoséureresten (Dong et al. (2007)). Des Weiteren weisen
auch Ferritine verschiedener Pflanzenspezies (Sojabohne, Kuhbohne) Aminosidureiden-
titdten zwischen 90 % und 95 % auf (Masuda et al. (2007)). Folglich sind pflanzliche
Ferritine hoch homolog zueinander, so dass selbst Ferritine aus verschiedenen Pflanzen
bis zu 90 % identisch sein kénnen. Die fiir die Arabidopsis Ferritine erhaltenen Ahnlich-
keitswerte im Bereich von 70 % entsprechen publizierten Daten zur Homologie pflanzli-
cher Ferritine (Lobréaux et al. (1992a), Wicks & Entsch (1993), Wardrop et al. (1999)).
Eine grofere Anderungen der Aminosiuresequenz dieser Proteine scheint nicht moglich.
Diese Konservierung pflanzlicher Ferritine deutet auf eine Erhaltung der Funktion dieser
Proteine hin. Ferritine sind nicht nur innerhalb des Pflanzenreiches konserviert, sondern
sind selbst mit humanen Vertretern zu 40 % - 50 % identisch (Petit et al. (2001a)). Dies
spricht fiir eine funktionelle Konservierung sowohl der tierischen als auch der pflanzlichen
Ferritine. Die grofite Varianz der vier Arabidopsis Ferritine wird fiir den aminotermina-
len Bereich, dem Transitpeptid, beobachtet (Abb. 2.2). Die Homologie in diesem Bereich
liegt bei nur 19-36 % (Daten nicht gezeigt). Die einzige Ausnahme bilden AtFer3 und
AtFer4, bei diesen stimmen sogar im Transitpeptid 63 % der Aminosiuren iiberein. Ei-
ne groBere Ahnlichkeit findet sich bei den zwei nahezu identischen Sojabohnenferritinen
(SferH-1 und SferH-5), welche sich selbst im Transitpeptid nur in fiinf Aminosaureresten
unterscheiden (Dong et al. (2007)). Die {iberdurchschnittlich hohe Homologie im Bereich

der Transitpeptide von AtFer3 und AtFer4 zusammen mit der insgesamt sehr hohen Ho-
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mologie beider Proteine (80 % im reifen Protein, Tab. 2.2) lassen auf einen gemeinsamen
Ursprung schliessen. So konnten beide Ferritine in Folge eine Genduplikation entstanden

sein.

3.2 Import- und Assemblierungsverhalten der

Ferritine in isolierte Chloroplasten

3.2.1 Plastidire Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine

Zum Importverhalten pflanzlicher Ferritine liegen bislang nur wenige Daten vor. So wur-
de fiir ein Gartenbohnenferritin ( Phaseolus vulgaris) bereits ein Chloroplastenimport ge-
zeigt (van der Mark et al. (1983c)). Diese Arbeit ist allerdings nur bedingt aussagekriftig,
da aufgrund von Coimmunprézipitation des aus Gesamt-RNA synthetisierten Ferritins
nur sehr schwache Importsignale in den Chloroplasten detektiert wurden. Des Weite-
ren fehlt eine Analyse der Lokalisierung dieses Ferritins innerhalb der Plastiden. Alle
anderen bisherigen Arbeiten beruhen vor allem auf mikroskopischen Methoden durch
Beobachtung von Ferritin-Eisen-Partikeln oder Immunlokalisierung (Seckbach (1968),
Lescure et al. (1991)). Die Aussagen dieser Untersuchungen beschrénken sich dabei auf
eine plastiddare Lokalisierung. In der vorliegenden Arbeit konnte der Transport der vier
Ferritine aus Arabidopsis thaliana ins Stroma der Chloroplasten gezeigt werden (Abb.
2.3). Diese plastidire Lokalisierung deckt sich zum einen mit der TargetP-Vorhersage
(vgl. Tab. 2.3) und zum anderen mit bereitsverdffentlichten Daten (Hyde et al. (1963),
Sczekan & Joshi (1987), Lescure et al. (1991)). Mit Hilfe der in organello Versuche wurde
nicht nur eine stromale Lokalisierung, sondern auch eine Assoziation der importierten
und prozessierten Arabidopsis Ferritine an die Thylakoidmembranen nachgewiesen (Abb.
2.3). Zwei Ferritine (AtFerl und AtFer3) werden auch durch Proteasebehandlung der
Thylakoide nicht vollsténdig abgebaut und liegen vermutlich teilweise geschiitzt an der
Thylakoidmembran vor. Die Bindung der Ferritine an die Thylakoide ist besonders inter-
essant, da diese Membran vor allem Proteinkomplexe der Photosynthese beherbergt. Am
photosynthetischen Elektronentransport sind u.a. eisenhaltige Proteine wie beispielswei-
se das Rieske-Fe/S-Protein oder Ham tragende Cytochrome beteiligt (Iverson (2006)).
Werden diese Proteine beschédigt und verlieren ihre native Konformation, so werden
enthaltene Eisenionen freigesetzt. Es ist daher vorstellbar, dass der thylakoidassoziier-
te Anteil des plastiddren Ferritins die freiwerdenden Eisenionen aufnimmt. Dies wiirde
zum Schutz vor eisenbedingtem oxidativen Stress im Chloroplasten beitragen (Abb. 1.1,
Briat & Lebrun (1999)) und Schédigungen von Lipiden, Proteinen sowie der plastiddren
DNA minimieren. Eine solche Funktion wurde fiir Ferritine sowohl in Chlamydomonas

reinhardtii (Busch et al. (2008)) als auch in Arabidopsis thaliana gezeigt (Ravet et al.
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(2008)).

Dariiber hinaus konnte im Stroma der Chloroplasten neben der Speicherung auch die
Bereitstellung von Eisen durch Ferritin von Bedeutung sein. Die an der Fe/S-Cluster-
Synthese beteiligten Proteine sind in Pflanzen sowohl in Mitochondrien als auch in
Chloroplasten lokalisiert (Uberblick bei Balk & Lobréaux (2005)). Somit kénnten die
Ferritine das fiir die Fe/S-Cluster-Synthese im Stroma bendétigte Eisen zur Verfiigung

stellen. Hierfiir sind Interaktionen zwischen diesen Proteinen vorstellbar.

3.2.2 Funktionelle Ferritinkomplexe im Chloroplasten

Die Assemblierung der Ferritine in funktionelle Ferritinkomplexe ist Vorraussetzung, um
die vorgeschlagenen Funktionen der Eisenspeicherung und -bereitstellung iibernehmen
zu konnen. Die hochmolekularen Ferritinkomplexe bestehen aus 24 Ferritinuntereinhei-
ten in deren Inneren Eisen gelagert wird (Harrison & Arosio (1996)). Wihrend tieri-
sche Komplexe zwischen 430-480 kDa grof3 sind (Rothen (1944), Crichton et al. (1973)),
liegen pflanzliche Ferritinkomplexe im Bereich von 550 kDa bis 600 kDa (Sczekan & Joshi
(1987), van Wuytswinkel et al. (1995), Masuda et al. (2007)). Im Anschluss an in vitro
Importexperimente konnten mittels nativer Gelelektrophorese Komplexe aller vier Ara-
bidopsis Ferritine sowohl im Stroma (Abb. 2.5) als auch an den Thylakoiden detektiert
werden (Abb. 2.8). Diese sind ca. 670kDa groff und folglich etwas grofler als die be-
schriebenen pflanzlichen Ferritinkomplexe. Zum einen kénnten die verwendeten nativen
Gelsysteme fiir diesen Groflenunterschied verantwortlich sein, oder aber die Arabidop-
sis Ferritinekomplexe sind insgesamt etwas grofler. Zur abschliefenden Klarung dieses
Groflenunterschieds wird ein Vergleich der detektierten Komplexe der Arabidopsis Fer-
ritine zu bekannten pflanzlichen Ferritinkomplexen (z.B. Erbse, van Wuytswinkel et al.
(1995)) benotigt. Aufgrund der vergleichbaren Grofie der beobachteten Komplexe kann
davon ausgegangen werden, dass es sich um funktionelle Komplexe der Arabidopsis Fer-
ritine handelt, die aus je 24 Untereinheiten aufgebaut sind und zur Eisenspeicherung

bzw. Eisenbereitstellung im Stroma und an den Thylakoiden dienen (Abschnitt 3.2.1).

Im Stroma werden neben den funktionellen Ferritinkomplexen von ca. 670kDa auch
kleinere Proteinbanden detektiert (Abb. 2.5). Bei diesen konnte es sich um im Auf- oder
Abbau befindliche Ferritinkomplexe handeln. Solche kleineren Ferritinkomplexe wurden
bisher nicht beschrieben (Crichton et al. (1978), Sczekan & Joshi (1987), Lescure et al.
(1990), Masuda et al. (2001)) und wurden mdoglicherweise aufgrund der kurzen Inku-
bationszeit und der sensitiven Methode (Visualisierung radioaktiver Signale) sichtbar
gemacht. Auch wenn diese Komplexe Ferritin enthalten, kann zur tatséchlichen Natur
dieser Proteinbanden mit den verwendeten in vitro Methoden keine Aussage getroffen

werden. Es ist allerdings auffillig, dass die vier Arabidopsis Ferritine unterschiedliche
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Bandenmuster im niedermolekularen Bereich aufweisen, welche auf die etwas unter-
schiedlichen Proteinsequenzen zuriickzufithren sein konnten (Abb. 2.2). Die kleineren
Komplexsignale werden dagegen in der BN-PAGE der Thylakoide nicht detektiert (Abb.
2.8). Moglicherweise assoziieren die kleineren Komplexe im Gegensatz zum 670 kDa Fer-

ritinkomplex nicht mit der Thylakoidmembran.

3.2.3 Spezielle Prozessierung von AtFer3 und AtFer4

Die in die Plastiden importierten Ferritine zeigen verschiedene Prozessierungsmuster
(Abb. 2.3). Zum einen wird nur ein reifes Protein (AtFerl und AtFer2) gebildet und
zum anderen entstehen mindestens zwei reife Proteinbanden (AtFer3 und AtFer4). Im-
munologisch konnte bislang eine einzelne Bande in Arabidopsis thaliana (Gaymard et al.
(1996)) und in Reis nachgewiesen werden (Qu et al. (2005)). Diese Daten stimmen somit

mit den Ergebnissen der Importexperimente zu der AtFerl und AtFer2 Proteine iiberein.

AtFer3 und AtFer4 weisen dagegen mindestens eine Doppelbande nach Import in die
Chloroplasten auf. Interessanterweise zeigen nur diese beiden einander sehr &hnlichen
Arabidospsis Ferritine ein solches ungewohnliches Bandenmuster. Die Inkubation der
Vorlauferproteine von AtFer3 und AtFer4 mit Stromaextrakt fithrte nur zu einem Pro-
zessierungsprodukt (Abb. 2.4), so dass die beobachteten Banden nicht ausschlielich das
Produkt der SPP-Spaltung sein konnen. Daher muss im intakten Organell eine von der
SPP unabhéingige proteolytische Spaltung dieser Ferritine erfolgen. Das Auftreten sol-
cher Doppelbanden wurde bereits mehrfach fiir pflanzliche Ferritine beschrieben (Laul-
here et al. (1988), Proudhon et al. (1989), Laulhere et al. (1989), Dong et al. (2007)). In
diesen Arbeiten konnte u.a. beobachtet werden, dass das grofiere Ferritin (28kDa) bei-
spielsweise durch Inkubation mit Blattextrakt in die kleinere Form (26,5 kDa) tiberfiihrt
werden kann (Laulhere et al. (1989), Lobréaux & Briat (1991), Masuda et al. (2001),
Dong et al. (2007)). Zunéchst wurde vermutet, dass das pflanzenspezifische Extensi-
onspeptid (EP) vom Aminoterminus der Ferritine abgespalten wird (Abb. 1.4, Ragland
et al. (1990)). Inzwischen haben allerdings Masuda et al. (2001) gezeigt, dass bei So-
jabohnenferritin die carboxyterminalen 16 Aminosiuren abgespalten werden, wodurch
die E-Helix, welche an der Oberflache der Ferritinkomplexe liegt, fehlt (vgl. Abb. 1.3
und 2.2). Die Autoren vermuten daher, dass die Poren der J-fold channel vergrofiert
werden und konnten dies mit einer schnelleren Eisenabgabe aus Komplexen verkiirzter
Ferritinuntereinheiten belegen (Masuda et al. (2001)).

Fiir AtFer3 scheint eine solche zusétzliche Abspaltung der E-Helix vom C-Terminus vor-
stellbar, da das finale Produkt kleiner als die SPP-Prozessierungsbande ist (Abb. 2.4).
Folglich kénnte im Anschluss an Import und SPP-Prozessierung eine weitere proteolyti-

sche Spaltung des AtFer3 erfolgen. Im Gegensatz dazu ist die kleinere der beiden promi-
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nenten Prozessierungsbanden von AtFer4 (im Bereich von 23-24kDa) das SPP-Produkt
und die groflere der beiden Banden entsteht vermutlich durch eine weitere Protease.
Das groflere Prozessierungsprodukt von AtFer4 konnte am Aminoterminus gespalten
worden sein und somit die Prozessierung der SPP, z.B. durch die Zerstorung der Erken-
nungsstelle, behindern. Davon ausgehend wére dies eine Kompetition der unbekannten
Protease mit der SPP um die frisch importierten AtFer4 Proteine. Die zusétzlichen Pro-
zessierungsprodukte von AtFer3 und AtFer4 werden nur nach Import und nicht nach
Inkubation mit Stromaextrakt beobachtet, so dass es sich bei der Protease um ein mem-

branstdndiges Protein handeln konnte.

Ungeachtet der Tatsache, dass die Natur dieser beiden Banden nicht gekldrt werden
kann, kommt ihnen vermutlich eine Funktion zu, da bei AtFer3 und AtFer4 diese Dop-
pelbanden im Ferritinkomplex von ca. 670kDa enthalten sind (Abb. 2.6 und 2.7). Wel-
che Aufgaben den beiden Ferritinvarianten im Komplex zukommt und inwiefern diese
Ferritine verénderte Eigenschaften aufweisen, beispielsweise durch die moglicherweise
fehlende E-Helix, miisste mit weiteren Methoden analysiert werden. Als erstes muss die
Proteinsequenz der zusétzlichen Ferritinbanden geklart werden (z.B. mittels Massen-
spektrometrie), um im Anschluss den Einfluss dieser AtFer3 und AtFer4 Proteine auf

die Funktionalitdt der Ferritinkomplexe untersuchen zu kénnen.

3.3 Dwual targeting Verhalten der Ferritine in vitro

3.3.1 Import der Ferritine in Mitochondrien und Chloroplasten

Bisher wurde eine plastididre Lokalisierung der vier Ferritine gezeigt, allerdings gab es
erste Hinweise auf eine mogliche mitochondrielle Lokalisierung von Arabidopsis Ferritin
(Zancani et al. (2004)). Diese fithrten zur weiteren Untersuchung der Ferritine aus Arabi-
dopsis thaliana beziiglich ihres Organelltransports. Die zunéchst verwendeten Vorhersa-
geprogramme gaben zum Grof3teil die in Abschnitt 2.2 gezeigte plastidéire Lokalisierung
an (Tab. 2.3). Zuséatzlich wurden AtFerl, AtFer2 und AtFer3 teilweise und AtFer4 mehr-
fach von den Vorhersageprogrammen als mitochondrielle Proteine erkannt. Die in silico
Analyse wurde durch in vitro Importexperimente mit isolierten Chloroplasten und Mit-
ochondrien erweitert. Alle vier Ferritine werden in die Mitochondrien und Chloroplasten
transportiert und zu den reifen Proteinen prozessiert (Abb. 2.13). Diese ersten Ergeb-
nisse stiitzen die von Zancani et al. (2004) vermutete mitochondrielle Lokalisierung der
Arabidopsis Ferritine. Folglich sind nicht nur in tierischen Zellen (Drysdale et al. (2002)),

sondern auch in Pflanzenzellen Ferritine in den Mitochondrien lokalisiert.

Im Gegensatz zu den Ferritinsignalen in Plastiden sind die in den Mitochondrien de-

tektierten Signale deutlich schwécher (Abb. 2.13). Die beobachteten Prozessierungspro-
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dukte der Ferritine sind in beiden Organellen gleich gro3, daher konnten SPP (stromale
Prozessierungspeptidase) und MPP (mitochondrielle Prozessierungspeptidase) dhnliche
Schnittstellen nutzen. Eine weitere Moglichkeit ist, dass in den praparierten Mitochondri-
en Plastiden vorlagen, die diesen Import ermoglichen. Anhand der durchgefiithrten Wes-
tern Analysen (Abb. 2.11, 2.12, 2.23 und 2.24) konnte zunéchst die erfolgreiche Prapara-
tion von Mitochondrien aus Erbse und Spinat gezeigt werden. Die Erbsenmitochondrien
waren sehr rein und enthielten keine plastidédren Kontaminationen. Im Gegensatz dazu
wurden in den Spinatmitochondrienpréiparationen geringe Kontaminationen von stro-
malen und thylakoidalen Proteinen nachgewiesen (Abb. 2.12 und 2.24). Aufgrund der
zum Teil schwachen Importsignale der Ferritine (AtFer3, AtFer4) in den Mitochondri-
en kénnte man vermuten, dass eine Kontamination der Mitochondrienpraparationen mit
Plastiden vorliegt, welche dann zu einem ,,scheinbaren“ Mitochondrienimport der Ferriti-
ne fiihrte. Diese Moglichkeit wurde von Cleary et al. (2002) untersucht und zeigte, dass
geringe Plastidenkontaminationen der Mitochondrien nicht fiir entsprechende Importsi-
gnale verantwortlich sein konnen, da ein Plastidenimport mit diesen geringen Mengen
nicht beobachtet werden konnte. Aufgrund der Reinheit der Erbsenmitochondrien, mit
denen der Grofiteil der Importexperimente durchgefiihrt wurde, beruht der beobachtete
in vitro Import der Ferritine in die Mitochondrien nicht auf einer Plastidenkontamina-

tion. Folglich zeigen die vier Arabidopsis Ferritine dual targeting Verhalten in vitro.

Eine duale Lokalisierung in Mitochondrien und Chloroplasten (dual targeting) wurde
inzwischen fiir mehrere Proteine gezeigt (Peeters & Small (2001)). Diese duale Lokali-
sierung kann durch so genannte gemischte (ambiguous) oder zusammengesetzte (twin)
Transportsignale vermittelt werden. Da nur ein Translationsprodukt gebildet wird, geho-
ren die Ferritine aus Arabidopsis thaliana vermutlich zu Proteinen mit gemischtem

Transportsignal am Aminoterminus (Abb. 2.13 und 2.14).

Ein wichtiger Ansatz zur Untersuchung des Transports der Ferritine war die Isolierung
der Organellen aus demselben Pflanzenmaterial, so dass sowohl Mitochondrien als auch
Chloroplasten den selben Ursprung hatten. Dadurch ist gewéhrleistet, dass die Orga-
nellen aus Pflanzen mit gleichem physiologischen Zustand kommen. Bislang wurden die
Importe in Mitochondrien und Plastiden zumeist mit Organellen aus unterschiedlichen
Pflanzenspezies durchgefiihrt (Menand et al. (1998), Chew et al. (2003b), Duchéne et al.
(2005)). Vergleicht man solche Importe miteinander, besteht die Moglichkeit, dass die
verwendeten verschiedenen Pflanzen einen Unterschied im Transportverhalten hervor-
rufen. Andererseits gibt es auch Beispiele in denen Organellen einer Spezies verwendet
wurden, wobei zusédtzlich Mitochondrien aus einer anderen Pflanze eingesetzt wurden

(Rudhe et al. (2002a), Rudhe et al. (2002b), Chew et al. (2003a)).

Um die in vitro Importexperimente an die in vivo Situation in einer Pflanzenzelle an-
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zupassen, wurden gemischte Importanséitze nach Rudhe et al. (2002a) durchgefiihrt. In
diesen gemischten Importen konkurrieren beide Organellen um das Vorlauferprotein, wo-
durch so genanntes mis-sorting minimiert wird. Die Importexperimente der vier Ferritine
zeigten keine Verinderung des Transportverhaltens in beide Organellen (Abb. 2.16), da-
durch unterstiitzen diese Experimente das Ergebnis der Einzelimportstudien, die ein dual
targeting der Ferritine nahelegen. Eine mogliche Erklarung fiir die zusétzliche mitochon-
drielle Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine ist, dass ihre Transportsignale vermutlich
amphipathische a-Helices ausbilden kénnen (Abb. 2.17), welche ein Strukturmerkmal
mitochondrieller Transportsignale sind (von Heijne (1986)). Da gemischte Transportsi-
gnale sowohl Eigenschaften mitochondrieller als auch plastidarer Signale tragen (Peeters
& Small (2001), Pujol et al. (2007)), konnte die Ausbildung von amphipathischen a-

Helices zum dual targeting von Proteinen beitragen.

Ein interessanter Aspekt ist der Einfluss des Alters bzw. der Entwicklungsstufe der zur
Organellisolierung eingesetzten Pflanzen auf das Importverhalten der Ferritine. Wahrend
der Transport in die Plastiden mit steigendem Alter bei allen vier Ferritinen abnimmt,
wird dies fiir den Mitochondrienimport nur bei drei Ferritinen beobachtet (Abb. 2.21).
Einzig bei AtFer2 bleibt der Transport in die Mitochondrien mit steigendem Pflanzen-
alter gleich bzw. nimmt leicht zu. Die vier gezeigten Importexperimente wurden mit
Organellen der selben Priaparation durchgefiihrt, folglich unterscheiden die Rezeptoren
bzw. die Importkomplexe zwischen den vier Vorlduferproteinen hinsichtlich ihrer Effizi-
enz. Obgleich nur zwei verschieden alte Erbsenpflanzen zur Organellisolierung eingesetzt
wurden, koénnen Unterschiede beziiglich der Transporteffizienz der vier Feritine festge-
stellt werden. Auch in den Arbeiten von Christensen et al. (2005) wurde in vivo beob-
achtet, dass die DNA Polymerase~1 in jungen meristematischen Gewebe dual targeting
in Mitochondrien und Chloroplasten zeigt. Dagegen wird dieses Protein in vollentwickel-
ten, dlteren Blattern ausschliellich in Mitochondrien nachgewiesen. Vermutlich ist der
Proteintransport in beide Organellen abhéngig vom Bedarf der Pflanze an bestimmten

Proteinen.

Bezieht man den Expressionsort der Arabidopsis Ferritine in die Transportbetrachtung
mit ein, so werden nur AtFerl und AtFer3 in Rosettenblédttern von Arabidosis thaliana
exprimiert (Tab. 1.1, Petit et al. (2001a)). Da die verwendeten Organellen aus Blatt-
material (Erbse, Spinat) stammten, erfolgte nur fiir AtFerl und AtFer3 der Transport
in Organellen des Gewebes, in dem diese Proteine natiirlicherweise exprimiert werden
(Blattgewebe). Zudem wird bei Seneszenz die Expression von AtFerl induziert (Taran-
tino et al. (2003)), daher kénnte AtFerl als Eisenspeicherprotein in beiden Organellen
benstigt werden, wenn die Proteine der Elektronentransportketten (Photosynthese, At-

mungskette) abgebaut und enthaltene Eisenionen freigesetzt werden.
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3.3.2 Lokalisierung und Komplexassemblierung der Ferritine in

den Organellen

Im Chloroplasten liegen die Ferritine im Stroma und teilweise an die Thylakoide asso-
ziiert vor (Abschnitt 2.2). Um auch innerhalb der Mitochondrien die Lokalisierung der
Ferritine zu spezifizieren, wurde eine Fraktionierung der Mitochondrien in eine l6sliche
Fraktion und eine Membranfraktion durchgefiithrt. Die 1D- und 2D-PAGE, sowie die
Western Analysen zeigten den erfolgreichen Aufschluss der Mitochondrien und die klare
Trennung der beiden Fraktionen (Abschnitt 2.4.1). Die verwendeten Mitochondrien-
spezifischen Antikorper detektierten die jeweiligen Markerproteine innerhalb der ent-
sprechenden Kompartimente der Mitochondrien. Unter Verwendung des Isocitratdehy-
drogenase Antikérpers wurde das Idh-Dimer in der Matrix (losliche Fraktion) und das
Monomer zusitzlich in der Membranfraktion nachgewiesen (Abb. 2.23). Diese Lokali-

sierung wurde bereits fiir Isocitratdehydrogenasen aus Arabidopsis thaliana beschrieben
(Behal & Oliver (1998)).

Die zuvor gezeigte Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine im Stroma und an der Thyla-
koidmembran (Abb. 2.3) wurde im Parallelansatz mit Mitochondrien nochmals bestétigt
(Abb. 2.25). In Mitochondrien sind AtFerl, AtFer2 und AtFer3 zwischen l6slicher Frak-
tion und Membranfraktion in etwa gleich verteilt (Abb. 2.25), im Gegensatz zu AtFer4,
welches vor allem in der Membranfraktion detektiert wird. Als Kontrollprotein diente
das Cytochromcl des Cytochrom-bcl-Komplexes der inneren Mitochondrienmembran.

Dieses zeigte eine ausschliefilich membranstdndige Lokalisierung.

Die Néhe der Ferritine zu den Elektronentransportketten-tragenden Membranen beider
Organellen (Thylakoidmembran, innere Mitochondrienmembran) deutet auf eine Eisen-
speicherung an diesen Membranen hin. Membranassoziiertes Ferritin konnte Eisenionen
aufnehmen, welche von eisenhaltigen Proteinen freigesetzt werden und so zum Schutz vor
oxidativen Stress beitragen. Auch eine Funktion als universelles Eisenspeicherprotein in
den l6slichen Subkompartimenten beider Organellen (Stroma bzw. Matrix) ist denkbar.
Fiir plastidédres Ferritin wird angenommen, dass es im Plastiden Eisen speichert (Briat
et al. (1999)). Im Mitochondrium ist diese Funktion ebenfalls vorstellbar, so dass in die-
sem Fall analog zu den Plastiden ebenfalls Ferritinkomplexe vorzufinden sein miissten.
Dies wurde mittels BN-PAGE untersucht. Die Ergebnisse bestéitigten die bereits gezeigte
Komplexassemblierung fiir alle vier Ferritine in den Plastiden (Abb. 2.28, 2.5 und 2.8),
dagegen wurden in den Mitochondrien lediglich fiir zwei der vier Arabidopsis Ferritine
(AtFerl und AtFer3) Komplexe detektiert. Folglich sind AtFerl und AtFer3 vermutlich
auch in Mitochondrien funktionell und kénnten entsprechende Aufgaben iibernehmen.
Des Weiteren zeigen diese Experimente, dass die Komplexassemblierung nicht spontan

erfolgt, da zwei der Ferritinproteine in Mitochondrien keine Komplexe ausbilden kénnen.
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3.3.3 Bestitigung des in vitro Imports in Mitochondrien und

Chloroplasten

Der in wvitro Organellimport der Ferritine aus Arabidopsis thaliana wurde in verschiede-
nen Experimenten untersucht. Es wurden Stabilitdtsversuche der importierten Ferriti-
ne, Importzeitreihen und die in Abschnitt 2.5.1 gezeigten Experimente z.B. zur Licht-
abhéngigkeit des Organelltransports durchgefithrt. Die Stabilitdts- und Importzeitrei-
henversuche deuteten auf einen fortlaufenden Import der Ferritine hin und zeigten, dass
diese in beiden Organellen stabil sind. Folglich werden alle vier Ferritine in Mitochondri-
en und Chloroplasten nicht als falsch lokalisiert erkannt. Die weiteren Versuche (Licht-
abhéngigkeit des Organellimports, Valinomycinzugabe bzw. Kompetition mit Plastiden-
substrat) ergaben kein eindeutiges Bild. Der Chloroplastenimport ist auf ATP als Ener-
giequelle angewiesen, welches in der lichtabhédngigen Photosynthese gewonnen wird. Der
bei fehlender Lichtquelle beobachtete effiziente Import ist auf das im Ansatz enthaltene
ATP zuriickzufiithren. Daher konnten im Dunkeln lediglich geringe Effekte auf den Plas-
tidenimport der Ferritine festgestellt werden (Abb. 2.29). Im Gegensatz dazu verdnderte

sich der Mitochondrienimport der vier Ferritine unter beiden Lichtverhéltnissen nicht.

Der Einsatz von Valinomycin fiithrte wie erwartet zur Verringerung des Mitochondri-
entransports der Ferritine, welcher allerdings nicht vollstdndig inhibiert wurde (Abb.
2.31). Zumeist fiithrt die Zugabe von Valinomycin zur vollsténdigen Inhibierung des Mit-
ochondrienimportes der Proteine (Chow et al. (1997), Menand et al. (1998), Duchéne
et al. (2001), Cleary et al. (2002), Duchéne et al. (2005)). Im Gegensatz dazu zeigen
sowohl die vier Ferritine als auch die Glutathionreduktase in Gegenwart von Valino-
mycin keine vollstdndige Hemmung des Mitochondrientransports (Rudhe et al. (2002a),
Rudhe et al. (2002b), Chew et al. (2003a)). Aufgrund der auftretenden Reduzierung des
Plastidentransports der Ferritine ist die Aussagekraft der Valinomycininhibierung eher
gering. Trotz allem wird der Mitochondrienimport der Ferritine stérker gehemmt als der
entsprechende Plastidenimport, so dass es sich wahrscheinlich um einen Import in die
Mitochondrien handelt. Im Gegensatz zu den untersuchten Ferritinen wies der Plastiden-
import der Ferrochelatase-I auch in Anwesenheit von Valinomycin keine Verdnderung auf
(Chow et al. (1997)). Moglicherweise hiangt der Einfluss von Valinomycin auf den Plasti-
denimport der Ferritine mit einer Verkniipfung des Protonengradienten mit dem elektro-
chemischen Gradienten iiber der Thylakoidmembran zusammen. Insgesamt betrachtet,
scheint der Einsatz von Valinomycin (Menand et al. (1998), Rudhe et al. (2002b), Rud-
he et al. (2002a), Cleary et al. (2002), Goggin et al. (2003), Chew et al. (2003a), Chew
et al. (2003b), Duchéne et al. (2005), Bhushan et al. (2006)) zur Unterscheidung des
Organelltransports ungeeignet, da nicht nur wie erwartet der Mitochondrientransport,

sondern auch der Plastidentransport inhibiert wird.
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Zur Unterscheidung der beiden Organellimporte sind eindeutigere Verdnderungen nétig.
Auch die Kompetitionsversuche mit plastidirem Kompetitorprotein fithren zu keiner
aussagekriftigen Unterscheidung des Mitochondrien- und Plastidenimports, da mit Aus-
nahme von AtFer2 der Import in beide Organellen verhindert wird (Abb. 2.33). Es stellt
sich daher die Frage, ob bzw. wie gut das 33kDa Protein als Kompetitor fiir diese
Ansitze geeignet ist. Zur besseren Interpretation der erhaltenen Ergebnisse miisste auch
ein mitochondrielles Protein als Kompetitor eingesetzt werden, welches innerhalb der
Arbeitsgruppe bislang nicht zur Verfiigung steht. Insgesamt betrachtet deuten diese drei
experimentellen Ansétze darauf hin, dass der Import der Ferritine in die Mitochondrien

nicht eindeutig vom Import in die Chloroplasten zu unterscheiden ist.

Die in vitro Daten geben deutliche Evidenzen beziiglich einer dualen Lokalisierung der
vier Ferritine, insbesondere da die Ferritine in beiden Organellen eine Funktion als mogli-

cher Eisenspeicher oder -donor iibernehmen kénnten.

3.4 Transportverhalten der Reporterfusionen von
AtFerl und AtFer2

3.4.1 In vitro Organellimport der Reporterproteinfusionen

Unabhéngig von den in vitro Methoden zur Bestimmung des Organelltransports, muss
auch eine Lokalisierung der Ferritine in der lebenden Zelle gezeigt werden, da bereits
Proteine untersucht wurden, bei denen das dual targeting Verhalten zwischen in vitro
und in vivo Versuchen voneinander abweicht (Cleary et al. (2002), Duchéne et al. (2005)).

Der an den Carboxyterminus des Transitpeptids, der ersten 100 Aminoséduren oder des
Vollldngenproteins der zwei Ferritine (AtFerl und AtFer2) fusionierte Reporter (EYFP,
EGFP) sollte keinen Einfluss auf den Import der Ferritine in die Organellen haben.
Die durchgefiihrten in wvitro Versuche zeigten, dass der Transport entsprechend dem
authentischen Protein (AtFerl-100-EYFP, AtFerlfl-EYFP) erfolgte oder stark redu-
ziert (AtFer1TP-EYFP, AtFer2-100-EYFP, AtFer2fl-EYFP) bzw. nicht detektierbar war
(AtFer2TP-EYFP) (Tab. 2.4, Abb. 2.36 und 2.42). Das Reporterprotein scheint abhéngig
vom Protein (AtFerl bzw. AtFer2), sowie von der gewéhlten Fusion (Transportsignal,
die ersten 100 Aminosiduren oder Vollldnge), den Organelltransport negativ zu beeinflus-
sen. So ist es denkbar, dass Erkennungsstellen der Importrezeptoren oder der Prozessie-
rungspeptidasen beider Organellen bei den Transitpeptidfusionen maskiert werden, so
dass dies die Effizienz des Transports vermindert. Da bei den 100 Aminoséaurenfusionen
die gleiche Problematik auftritt, scheint eine Maskierung der Prozessierungsstelle nicht

die Ursache zu sein.
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3.4.2 Die plastidire Lokalisierung von AtFerl und AtFer2 in
VIVO

Die Reporterfusionen von AtFerl und AtFer2 dirigieren EYFP in vivo ins Stroma der
Plastiden (Abb. 3.1, Tab. 2.4). Fiir alle Reporterfusionen von AtFerl und AtFer2 konn-
ten keine EYFP-Signale in den Mitochondrien oder mitochondriendhnlichen Strukturen
detektiert werden. Folglich zeigen die in vivo Daten von AtFerl und AtFer2 abweichen-
de Ergebnisse zu den in wvitro Importversuchen der authentischen Ferritine sowie der
Reporterfusionen von AtFerl und AtFer2 (Tab. 2.4, Abb. 2.36 und 2.42).

Es wurde beobachtet, dass alle Fusionen von AtFerl Fluoreszenzsignale in bzw. an den
Plastiden der Epidermiszellen aufweisen (Abb. 3.1). Fiir die kurzen Reporterfusionen
von AtFerl und AtFer2 (Fusionen der Transitpeptide und der ersten 100 Aminoséuren)
wurde eine Plastidenlokalisierung des EYFP-Signals detektiert. Die beobachtete Lokali-
sierung entspricht der FNR-EGFP-Fusion, welche im Stroma der Chloroplasten vorliegt
(Marques et al. (2004)). Des Weiteren zeigen die Transportsignal- und 100 Aminosduren-
Fusionen beider Ferritine Stromuli (stroma filled tubules) (Abb. 2.38, 2.39, 2.43 und 2.44),
bei diesen handelt es sich um Stroma gefiillte Ausstiilpungen der Plastidenhiillmembra-
nen (Arimura et al. (2001), Gunning (2005)). Das Auftreten dieser Strukturen bestétigt

somit eine stromale Lokalisierung der Ferritine.

Die Volllingenfusionen beider Ferritine zeigen eine sehr ungewdhnliche Verteilung der
EYFP-Fluoreszenz (Abb. 3.1). Bei beiden Reporterfusionen wurden zwei Arten der
Lokalisierung beobachtet. AtFerlfl-EYFP wird zum einen in die Plastiden transpor-
tiert und zeigt zum anderen ein schwaches Plastidensignal sowie stark fluoreszieren-
de punktférmige Strukturen direkt an den Plastiden. Im Vergleich dazu befindet sich
AtFer2fl-EYFP ausschliellich in solchen punktférmigen Strukturen direkt an Plastiden.
Des Weiteren wurden mit AtFer2fl-EYFP transformierte Zellen beobachtet, in welchen
die YFP-Fluoreszenz in einer in der Zelle entstandenen Anh&ufung von Zellmaterial de-
tektiert wird. Bereits im Durchlichtmodus sind keine Zellstrukturen erkennbar, so dass
die Expression dieses Konstruktes zum Absterben der Zellen gefiihrt haben kénnte. Da
alle anderen Konstrukte von AtFerl und AtFer2 keine toten transformierten Zellen auf-
wiesen, scheint es sich um ein spezifisches Phanomen der AtFer2fl-EYFP-Fusion zu han-
deln. Moglicherweise aggregiert das in den Zellen exprimierte Protein so stark, dass die
ganze Zelle davon betroffen ist. Eventuell handelt es sich um ein den Aggresomen &hn-
liches Phianomen (Kopito & Sitia (2000), Kopito (2000)). Aggresomen wurden zuerst in
tierischen Zellen beschrieben und sind cytoplasmatische Aggregate fehlerhaft gefalteter
Proteine (Johnston et al. (1998)). Die Bildung der Aggresomen erfolgt an microtubu-
le organizing centers (MTOC), wobei fehlerhaft gefaltete Proteine an den Mikrotubuli

zu den Aggresomen transportiert werden (Kopito (2000)). Auch in Pflanzen konnen
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Abb. 3.1: Zusammenfassung der in vivo Lokalisierung der Reporterproteinfusionen von
AtFerl und AtFer2. Zusammenstellung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen nach transienter Ex-
pression der Reporterproteinfusionen von AtFerl und AtFer2 (sieche Abschnitt 2.5.2). Weitere Details
siehe Abbildung 2.38.

Aggresomen-dhnliche Strukturen beobachtet werden (Vogel et al. (2007)). Wéhrend die
Aggresomenbildung in lebenden Zellen statt findet, liegen diese Strukturen in toten Zel-
len vor. Somit kénnen diese Strukturen keine Aggresomen bzw. Aggresomen-idhnliche
Strukturen darstellen. Mdoglicherweise kommt es infolge einer erh6hten Expression der
Fusionsproteine zu einer starken Aggregation, wodurch der Zellstoffwechsel empfindlich
gestort wird. Im Fall einer Aggregation konnte die Komplexassemblierung der Ferritine
diesen Prozess verstirken. Das EYFP am Protein kdnnte mit der Komplexassemblierung

der Ferritine interferieren und dadurch zur Aggregatbildung fithren.
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Ein Erklarungsansatz fiir die punktférmigen Strukturen bei Expression von AtFerlfl-
EYFP und AtFer2fl-EYFP koénnte ein an Plastiden bindendes oder in der Nahe lokali-
siertes Organell darstellen. Auf der anderen Seite ist es auch moglich, dass die Fusions-
proteine direkt am Plastiden préazipitieren bzw. aggregieren. Im Fall von AtFer1fl-EYFP
kénnte der Prézipitation in geringem Umfang ein Plastidenimport vorausgegangen sein,
da in den Plastiden eine schwache EYFP-Fluoreszenz nachweisbar ist. Zur tatséchlichen
Natur der markierten Strukturen kann anhand der durchgefiihrten Experimente keine
Aussage getroffen werden (Abb 3.1).

3.4.3 Vergleich des in vitro und n vivo Importverhaltens der

Ferritine

In diesem Abschnitt sollen nun die Griinde fiir und gegen eine Lokalisierung der Arabi-
dopsis Ferritine in Mitochondrien und Chloroplasten diskutiert werden. Dabei werden

die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen mit Literaturdaten erortert.

Betrachtet man die Transportuntersuchungen sowohl in vitro als auch in vivo im Ver-
gleich zum Expressionsort der Arabidopsis Ferritine, fallt auf, das nur AtFerl und AtFer3
in Rosettenbléattern exprimiert werden (Tab. 1.1, Petit et al. (2001a)). AtFer2 und AtFer4
werden beziiglich ihres Organelltransportes nicht im Pflanzengewebe des Expressions-
ortes untersucht, da AtFer2 im Samen und AtFer4 zusammen mit AtFerl in der Bliite
exprimiert wird (Petit et al. (2001a)). Somit liegen nur die AtFerl-Reporterproteine
nach transienter Expression auch am Expressionsort (Blattgewebe) vor. Die AtFerl-
Expression wird ebenfalls bei beginnender Seneszenz induziert (Tarantino et al. (2003)),
so dass dieses Ferritin in beiden Organellen zur Aufnahme freiwerdender Eisenionen

bendtigt werden koénnte.

Einerseits zeigen die vier Ferritine aus Arabidopsis thaliana dual targeting in vitro (Abb.
2.13 und 2.16). Andererseits sind AtFerl und AtFer2 in wvivo ausschliefllich plastidar
lokalisiert (Abb. 3.1). Dieser Unterschied der Lokalisierung ist nicht auf die Reporter-
fusionen zuriickzufiihren, da diese im in vitro Import in beide Organellen transportiert
werden konnen (Abb. 2.36 und 2.42). Offensichtlich zeigen weder AtFerl noch AtFer2
in vivo einen Transport in beide Organellen. Mo6glicherweise sind die nicht als Fusi-
on untersuchten Ferritine, AtFer3 und AtFer4, in vivo in Mitochondrien und Plastiden
lokalisiert, da Ferritin immunologisch in Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana nach-
gewiesen wurde (Zancani et al. (2004)). Andererseits konnte das in vitro beobachtete
Transportverhalten der Ferritine auch so genanntes mis-sorting in die Mitochondrien
darstellen. So wurde gezeigt, dass Mitochondrien in wvitro plastiddre Proteine impor-

tieren konnen, welche in vivo ausschlieflich in Plastiden lokalisiert sind (Cleary et al.
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(2002), Bhushan et al. (2006)). Des Weiteren ist auch ein gewebespezifisches Transport-
verhalten denkbar, so dass abhéngig vom Expressionsort eine verdnderte Lokalisierung
vorliegt. Fiir die DNA Polymerasey1 wurden in jungen und &lteren Zellen unterschied-
liche Lokalisierungen beobachtet (Christensen et al. (2005)). In den verwendeten in vivo
Ansétzen wurden transformierte Epidermiszellen untersucht, moglicherweise ist die Lo-
kalisierung der Ferritine in der Wurzel oder Bliite verdndert. Um dies zu analysieren,
miisste entweder die transiente Transformation in die entsprechenden Gewebe etabliert
oder stabil transgene Pflanzen der Reporterfusionen generiert werden. Transgene Pflan-
zen hétten den Vorteil, dass alle Zellen die Reporterfusion enthalten und daher jedes

Gewebe bzw. Pflanzenorgan fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden kann.

Obwohl die Fusionsproteine von AtFerl und AtFer2 dual targeting Verhalten in witro
zeigen, konnen intakte Pflanzenzellen vermutlich besser zwischen beiden Organellen un-
terscheiden als isolierte Organellen, welche selbst im gemischten Importansatz keine
Verdanderung des Transportverhaltens der vier Ferritine im Vergleich zum Einzelorganell-
import aufwiesen (Abb. 2.16 und 2.15). Dieser spezielle Importansatz kann mis-sorting
von Proteinen minimieren (Rudhe et al. (2002a)), allerdings liefern diese Experimen-
te vermutlich Protein-abhéngig unterschiedlich gute Resultate. Der in vitro Import der
Ferritine wurde in Mitochondrien und Plastiden aus Erbse (AtFerl-AtFer4)) und Spinat
(AtFerl-AtFer3) beobachtet. Der Transport in Organellen verschiedener Pflanzenspezies
spricht gegen ein in vitro mis-sorting der Ferritine. So wurde beispielsweise fiir die SSU
(kleine Untereinheit der Rubisco) gezeigt, dass ein Mitochondrienimport bei Verwendung
von Erbsenmitochondrien, nicht aber von Mitochondrien aus Arabidopsis Zellkulturen
oder Sojabohne, erfolgt (Lister et al. (2001)).

Es ist auch moglich, dass in den Importexperimenten das Cytosol und damit cytosolische
Faktoren fiir ein korrektes targeting fehlen und die isolierten Organellen auf Grund des-
sen im in vitro Versuch plastidédre und mitochondrielle Vorstufenproteine schlecht unter-
scheiden kénnen. Im Cytosol der intakten Pflanzenzelle konnten Proteine oder Protein-
komplexe an der Spezifitiat des Organelltransports beteiligt sein. So wurde beispielsweise
ein so genannter guidance Komplex bestehend aus Hsp70 und 14-3-3-Proteinen nachge-
wiesen, welcher einen effizienten Plastidenimport der SSU bewirkt (May & Soll (2000)).
Die Organellspezifitédt von Vorlauferproteinen kénnte von diesem Komplex oder anderen
noch unbekannten cytosolischen Faktoren abhéngig sein. In zukiinftigen Analysen wire
es sinnvoll den Einfluss des Cytosols auf den in organello Import von dual targeting
Proteinen zu untersuchen. Obgleich im in vitro Ansatz teilweise mis-sorting auftreten
kann, hat dieser Ansatz in soweit Vorziige gegeniiber der in vivo Lokalisierung, als dass
sehr genaue experimentelle Bedingungen eingestellt werden konnen. Im Gegensatz dazu
sind im #n vivo Ansatz die Bedingungen von auflen nur schwer verdnderbar. Beispie-

le dafiir sind die Lokalisierungen der Volllangenfusionen von AtFerl und AtFer2 (Abb.
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3.1), bei denen unbekannte punktférmige Strukturen mit EYFP gefarbt wurden und
transformierte, tote Zellen beobachtet wurden. Der Vorteil der in vivo Lokalisierungs-
studien liegt in der Analyse des Transportverhaltens in intakten Zellen, insbesondere
wird auch der Einfluss des Cytosols mit untersucht. Weiterhin konnte sich bereits der
Transport der Fusionsproteine von dem der authentischen Proteine unterscheiden. Eine
solche Beobachtung wurde fiir die AtFer2 Transportsignalfusion gemacht, welche nicht
von isolierten Organellen erkannt wird (Abb. 2.36). Nach transienter Expression ist hin-
gegen AtFer2TP-EYFP eindeutig in den Plastiden lokalisiert (Abb. 3.1).

Beziiglich des dual targeting Verhaltens der Ferritine wurden diverse in wvitro Experi-
mente durchgefiithrt. Diese sind zusammen mit der méglichen amphipathischen a-Helix
der Transitpeptide der Ferritine (Abb. 2.17) und der Veroffentlichung von Zancani et al.
(2004) ein deutlicher Hinweis auf eine Lokalisierung in Mitochondrien und Chloroplasten.
Andererseits sprechen die in vivo Ergebnisse der AtFerl- und AtFer2-Reporterfusionen
gegen eine solche duale Lokalisierung. Dahingegen wurde mitochondriell lokalisiertes tie-
risches Ferritin bereits nachgewiesen (Levi et al. (2001), Drysdale et al. (2002)), so dass
pflanzliches Ferritin analog zu diesen in Mitochondrien vorliegen konnte. Ein weiteres
mitochondrielles Protein ist Frataxin, welches ebenfalls in der Lage ist, Eisen zu spei-
chern (Cavadini et al. (2000), Adinolfi et al. (2002), Park et al. (2003)). Frataxin ist
in Hefen, welchen Ferritin oder zu diesen homologe Proteine fehlen, das einzige Prote-
in zur Eisenspeicherung (Gakh et al. (2002), He et al. (2004)). Zudem ist Frataxin an
der Fe/S-Cluster-Synthese im Mitochondrium beteiligt (Lill & Miihlenhoff (2005)) und
konnte der Ferrochelatase Eisenionen zur Him-Synthese zur Verfiigung stellen (Lesuisse
et al. (2003), He et al. (2004), Yoon & Cowan (2004), Bencze et al. (2007)). In tierischen
Mitochondrien sind beide Eisen-speichernde Proteine vorhanden. Mitochondrielles hu-
manes Ferritin kann auch Frataxin knock out Hefestimme komplementieren (Campanella
et al. (2004), Levi & Arosio (2004)). Daher kénnten beide Proteine in Mitochondrien
sich ergidnzende Aufgaben iibernehmen. In Arabidopsis thaliana existiert ein Frataxin
in Mitochondrien, dessen knock out embryolethal ist (Vazzola et al. (2007)). Folglich
wird Ferritin in der Pflanze entweder nicht in die Mitochondrien importiert oder es kann
die Funktionen von Frataxin in diesen nicht iibernehmen. In Erbse und Arabidopsis
wurde Ferritin in Mitochondrien immunologisch nachgewiesen (Zancani et al. (2004)).
Es ist daher wahrscheinlich, dass Ferritin in diesen vorliegt. Allerdings stammten diese
Mitochondrien aus etiolierten Erbsen und aus Arabidopsis Zellkulturen, folglich wurde
nicht-griines Gewebe zur Isolierung der Mitochondrien eingesetzt. Ein &hnlicher immu-
nologischer Nachweis von Ferritin wurde mit Chlamydomonas reinhardtii durchgefiihrt.
In diesen Arbeiten wurde Ferritin nur in Chloroplasten, nicht aber in Mitochondrien
detektiert (Busch et al. (2008)). Des Weiteren zeigen Frataxin knock down Arabidopsis

Pflanzen verénderte Enzymaktivitidten von Fe/S-Cluster-Proteinen in den Mitochondri-
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en (Busi et al. (2006)). Sollte Ferritin in pflanzlichen Mitochondrien vorliegen, dann ist
es vermutlich nicht in der Lage Eisen zur Fe/S-Cluster-Synthese bereitzustellen. Zusétz-
lich fithrt die Reduzierung an Frataxin auch zu erhéhtem oxidativen Stress (Busi et al.
(2006)), welcher in Anwesenheit von Ferritin im Mitochondrium verhindert werden soll-
te. Im Gegensatz zu AtFerl und AtFer3 wird Frataxin in Blattgewebe kaum exprimiert,
dagegen wird die stirkste Expression in Bliiten detektiert (Busi et al. (2004)), somit

konnte mitochondriell lokalisiertes Ferritin in Blattgewebe von Bedeutung sein.

Ein veréndertes in vitro zu in vivo Importverhalten analog dem der Ferritine wurde auch
fiir Ferrochelatase beschrieben. Dieses Enzym ist am Einbau von Eisen in Protohdm be-
teiligt, und Chow et al. (1997) zeigten fiir das Protein aus Arabidopsis thaliana dual
targeting in vitro. Auch das entsprechende Hefeprotein ist im Mitochondrium lokalisiert
(He et al. (2004)). Allerdings ergaben weitere Untersuchungen, dass Ferrochelatase nur
in die Mitochondrien aus Erbsenbléttern, nicht aber aus Arabidopsis Zellkultur oder So-
jabohne, importiert wurden (Lister et al. (2001)). Die beiden Ferrochelatasen aus Gurke
(Cucumis sativus) wurden in vivo ausschlieflich in Plastiden transportiert (Masuda et al.
(2003)). Daher kénnten die Ferritine analog der Ferrochelatase einen unterschiedlichen
Organelltransport in vivo und in vitro aufweisen. Beide Proteine kommen mit Eisen in
Kontakt und wiirden in beiden Organellen Aufgaben iibernehmen kénnen. Dafiir spricht
auch, dass andere an der Him-Synthese beteiligte Proteine entweder dual targeting zei-
gen (Protoporphyrinoxidase, Watanabe et al. (2001)) oder zwei Isoformen aufweisen,

eines fiir jedes Organell (Coproporphyrinogen III Oxidase, Williams et al. (2006)).

Ein weiteres dual targeting Protein, die Glutathionreduktase, wurde wie die Ferritine
in vitro und in vivo untersucht (Rudhe et al. (2002a), Rudhe et al. (2002b)). Dieses
zeigte im FKEinzelorganellimport und im gemischten Importansatz einen Transport in
Mitochondrien und Chloroplasten. Interessanterweise existieren zur in wvivo Lokalisie-
rung der Glutathionreduktase zwei Verdffentlichungen, welche einmal eine ausschliefllich
plastiddre Lokalisierung zeigen (Chew et al. (2003a)), und im anderen Fall sowohl ei-
ne Lokalisierung in Mitochondrien als auch in Chloroplasten beschreiben (Chew et al.
(2003b)). Diese widerspriichlichen Daten sind seltsam, da in beiden Féllen Volllangen-
GFP-Fusionen (transient exprimiert in Sojabohnenzellkulturen) untersucht wurden und

beide Verdffentlichungen vom selben Autor stammen.

Die Untersuchungen der Reporterfusionen in dieser Arbeit zeigen, dass solche Konstrukte
sowohl in vitro als auch in vivo analysiert werden sollten, so dass verschiedene Methoden
kombiniert und ergédnzt werden kénnen. In der Literatur wird das dual targeting haufig
nur mit in vivo Methoden untersucht (Akashi et al. (1998), Watanabe et al. (2001),
Dinkins et al. (2003), Wall et al. (2004), von Braun et al. (2007)). In anderen Veroffent-

lichungen werden entweder nur Chloroplastenimport und in vivo Methoden (Kleine et al.
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(2003)) oder Importexperimente in beide Organellen mit in vivo Lokalisierungsstudien
kombiniert (Menand et al. (1998), Obara et al. (2002), Chew et al. (2003a), Duchéne
et al. (2005), Rokov-Plavec et al. (2008)). Wird das in vitro und in vivo Transportver-
halten von Proteinen verglichen, fehlen meist Untersuchungen zum in vitro Transport
der Fusionsproteine. Diese Analysen konnten beispielsweise beziiglich der Lokalisierung
der Fusionen der Glutathionreduktase aufschlussreich sein (Chew et al. (2003a), Chew
et al. (2003b)).

Abschlieend kann festgestellt werden, dass eine Lokalisierung pflanzlicher Ferritine in
beiden Organellen physiologisch sinnvoll erscheint, andererseits im Mitochondrium be-

reits Frataxin vorliegt.
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4 Zusammenfassung

Im Kerngenom der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden vier Gene fiir Ferritin
identifiziert (Petit et al. (2001a)). In der vorliegenden Arbeit wurde das Import- und
Assemblierungsverhalten der Ferritine aus Arabidopsis thaliana untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die Ferritine in isolierte Chloroplasten importiert und prozessiert
werden. Innerhalb der Plastiden liegen die Ferritine im Stroma vor, konnen aber auch
mit der Thylakoidmembran assoziieren. Damit wurde erstmalig seit der Veroffentlichung
von van der Mark et al. (1983c) der in organello Import pflanzlicher Ferritine in die Chlo-
roplasten gezeigt. Interessanterweise werden fiir alle vier Ferritine sowohl im Stroma als
auch in der Thylakoidfraktion Ferritinkomplexe von ca. 670 kDa detektiert. Man kann
daher davon ausgehen, dass die Ferritine auch nach einem solchen Importexperiment
funktionell vorliegen und somit wahrscheinlich die Funktion der Eisenspeicherung im
Chloroplasten iibernehmen kénnen. Eine weitere Beobachtung ist, dass die Vorlauferpro-
teine von AtFer3 und AtFer4 in den Plastiden zu unterschiedlich grofien reifen Ferritinen
prozessiert werden, wihrend die SPP (stromale Prozessierungspeptidase) die Vorldaufer-
proteine von AtFer3 und AtFer4 nur zu einem reifen Protein prozessiert. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass diese Ferritine innerhalb der Plastiden einer weiteren
Prozessierung unterliegen. Weiterhin sind diese zusétzlichen AtFer3 und AtFer4 Proteine

funktionell aktiv, da sie in den Ferritinkomplexen von ca. 670 kDa integriert sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde aufgrund erster Hinweise beziiglich einer mitochon-
driellen Lokalisierung pflanzlicher Ferritine (Zancani et al. (2004)) der Transport der
Arabidopsis Ferritine auch in Mitochondrien untersucht. Das Transportverhalten der
vier Ferritine wurde mittels in organello Import mit isolierten Organellen analysiert
und zeigte in vitro eine duale Lokalisierung der vier Ferritine in Mitochondrien und
Chloroplasten. Ein solches targeting kerncodierter Organellproteine in beide Organel-
len, Mitochondrien und Chloroplasten, wird als dual targeting bezeichnet (Peeters &
Small (2001)). In beiden Organellen werden in etwa gleich grofie reife Proteine detek-
tiert, was darauf hindeutet dass die Prozessierung in beiden an &dhnlicher Position im
Protein erfolgt. Zur weiteren Charakterisierung der Lokalisierung der Ferritine innerhalb

der Mitochondrien wurden diese in 16sliche und Membranfraktion geteilt. Die erfolgrei-
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che Trennung der 16slichen von der Membranfraktion wurde mit immunologischen und
gelelektrophoretischen Analysen nachgewiesen. Die Ferritine sind im Gegensatz zum
Kontrollprotein, Cytochrom cl1, welches nur in der Membranfration lokalisiert ist, ent-
weder zwischen 16slicher und Membranfraktion in etwa geich verteilt (AtFerl, AtFer2,
AtFer3) oder liegen vor allem in der Membranfraktion vor (AtFer4). Zwei der vier Fer-
ritine (AtFerl und AtFer3) bilden in den Mitochondrien Ferritinkomplexe aus, welche
mit denen der Chloroplasten vergleichbar sind. Folglich sollten diese in den Mitochon-
drien funktionell vorliegen und somit in der Lage sein, Eisenionen zu speichern. Die
in vitro Analyse des Transportverhaltens der Ferritine wurde durch in vivo Methoden
ergianzt. Dazu wurden von zwei Ferritinen (AtFerl und AtFer2) Reporterproteinfusionen
(EYFP) der Transitpeptide, der ersten 100 Aminosduren sowie der Volllingenproteine
erstellt. Diese zeigten in einem ersten in vitro Experiment analog den authentischen Pro-
teinen dual targeting Verhalten. Allerdings wird nach biolistischer Transformation der
Fusionsproteine in Blattgewebe EYFP-Fluoreszenz nur in den Plastiden, nicht jedoch in
den Mitochondrien detektiert. Somit ergibt sich eine Diskrepanz zwischen den in wvitro
und den in vivo Daten beziiglich der Lokalisierung der Ferritine. Daher konnte nur die
plastidére nicht aber die mitochondrielle Lokalisierung der Arabidopsis Ferritine AtFerl

und AtFer2 in vivo nachgewiesen werden.
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5 Material & Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien (p.a. Qualitdt) wurden, sofern nicht anders angegeben, bei
folgenden Firmen erworben: Biomol (Hamburg), Difco (Detroit, USA), Duchefa (Haar-
lem, Niederlande), Fluka (Sigma-Aldrich), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen).

Die Radiochemikalien wurden von Amershan Biosciences (Freiburg) bezogen.

5.1.2 Enzyme

Von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Frankfurt am
Main) und Roche (Mannheim) stammen die Restriktionsendonukleasen. Folgende Enzy-

me wurden bei weiteren Firmen erworben:

Enzym Herkunft

Alkalische Phosphatase (shrimp) United States Biochemical
AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase Applied Biosystems (Roche)

T3 RNA-Polymerase Stratagene
T7 RNA-Polymerase Fermentas
T4 DNA-Ligase Fermentas
T4 DNA-Polymerase Fermentas
Thermolysin Sigma-Aldrich

RNase-Inhibitor Fermentas
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5.1.3 Molekularbiologische Kits
Anwendung Bezeichnung Herkunft
Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep) NucleoSpin®Plasmid Macherey-Nagel
Isolierung von Plasmid-DNA (Midiprep) NucleoBond®PC100 Macherey-Nagel
Reinigung von DNA-Fragmenten NucleoSpin®Extract Macherey-Nagel
Sequenzierung von DNA BigDye®Terminator ~ Applied Biosystems
dRhodamine Applied Biosystems
in vitro Translation Flexi® Rabbit Promega
Reticulocyte Lysate
Klonierung von PCR-Produkten TOPO TA cloning®  Invitrogen
pGEM®_T Easy Promega

5.1.4 Membranen fiir Western Analysen

Anwendung  Bezeichnung

Herkunft

Proteintransfer Immobilon™-P (PVDF-Membran) Millipore

5.1.5 Lingenstandards/Marker

Bezeichnung Anwendung Herkunft

1 Kb DNA Ladder DNA-Groflenmarker Gibco BRL
SDS-7L Protein-Groflenmarker  Sigma-Aldrich
PageRuler"Prestaind  Protein-Groflenmarker  Fermentas

HMW Native Marker Protein-Groflenmarker

Amersham Biosciences

5.1.6 Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung Arbeitskonzentration Herkunft

Ampicillin 100 mg/ml 100 p1g/ml
Kanamycin 50 mg/ml 50 p1g/ml

Serva

Serva
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5.1.7 Nukleinsduren und Oligonukleotide

Substanz Herkunft

RNA-Cap-Strukturanalogon New England Biolabs
Desoxyribonukleotide, Ribonukleotide Roche

Die Oligonukleotide (Primer) fiir die PCR wurden bei MWG-Biotech (Ebersberg) be-
stellt.

Bezeichnung Sequenz

Sequenzierungen

T7-Primer 5" TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’
T3-Primer 5 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 3’

M13 forward L.A. 5 GGT TTT CCC AGT CAC GAC GTT G 3’
M13 reverse L.A. 5 CAC ACA GGA AAC AGC TAT GACC ¥

Klonierung von AtFerl & AtFer2

5'Ferl 5 CTT CTA CAT TTT CCA ACG ATG GC 3
3’Ferl 5 GTG AAC TTA TAG AGG TCC AAG TC 3’
5'Fer2 5" CTA GAT CTT AAG CCC AAA TGT TGC 3’
3’Fer2 5" CAG AAG CTG AAC TCT CCT TCC 3’

Reporterproteinkonstrukte von AtFerl

5Ferl-BamHI 5" AGA CGG ATC CCC AAC GAT GGC CTC AAAC ¥
3"TP-Fer1-Ncol 5 CCA TCC ATG GCG GTC ATC GGC ATG TTG T &
3’100-Fer1-Ncol 5 CCA TGG GCT CAT TAA TGA CTG CCT CGC 3
3'fl-Fer1-Ncol 5 TAC TCC ATG GAG GTC CAA GTC AAGTTC A 3

Reporterproteinkonstrukte von AtFer2

5'Fer2-Bglll 5 CCA CAG ATC TGC CCA AAT GTT GCA CAA G 3
3"TP-Fer2-Ncol 5 TAG ACC ATG GCG AAT ACA ACT CCG GTT A %
3’100-Fer2-Ncol 5" CCA TGG CCT CCA CGT TGA TCT GAT CG &
3'fl-Fer2-Ncol 5 ATG ACC ATG GCT CTC CTT CCT AAAACCT 3
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5.1.8 Bakterienstamme

E. coli-Stamm Genotyp

DH5« F- ¢80dAlacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 endAl recAl
hsdR17 (rymyi ") deoR thi-1 supE44 A- gyrA96 relAl

GM2163 F- ara-14 leuB6 thi-1 fhuA31 1AtY1 tsx-78 galK2 galT22 gIlnV44
hisG4 1 rpdL136 (Str") xyl-5 dam13::Tn9 (Camr) decm-6

5.1.9 Vektoren

Bezeichnung Resistenz Herkunft

pGEM®_-T Easy Ampicillin Promega
pCR®2.1-TOPO® Ampicillin & Kanamycin Invitrogen

pBAT Ampicillin Annweiler et al. (1991)

pBAT::EGFP/pBAT:EYFP Ampicillin

pRT-Q/Not/Asc Ampicillin
(pRT'100-Variante)
pRT-Q/Not/Asc-MCS (*) Ampicillin
(pRT-Q2/Not/Asc-Variante)

von Anja Rodiger

zur Verfiigung gestellt
Topfer et al. (1987)
Uberlacker et al. (1996)
von Daniela Rodel

zur Verfiigung gestellt

* in den pRT-Q/Not/Asc wurde zwischen Notl- und Xbal-Schnittstelle ein Teil der MCS

(multi cloning site) des pAcGFP-Vektors (Clontech) eingebracht. Der insertierte Bereich
umfasst die zwischen Bglll- und BamHI-Schnittstelle liegende MCS des pAcGFP-Vektors.

5.1.10 cDNA-Klone zur n vitro Transkription und Translation

Alle Klone sind in T3—T7 Orientierung im Vektor eingebaut. Einzige Ausnahme bildet

das Cytochromcl, welches in T7—T3 Richtung im Vektor orientiert ist.

cDNA Klon Ursprungs- Vektor Lineari- beschrieben in
organismus sierung

23kDa Spinat pBAT  Notl Clausmeyer (1992)

33kDa Spinat pBAT  Notl Clausmeyer (1992)

Cytcl Kartoffel pBSC Sall Braun et al. (1992a)

von Rodiger (2003)
zur Verfiigung gestellt
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AtFerl A. thaliana  pBAT  Ecl136I1 diese Arbeit
AtFer2 A. thaliana  pBAT  BstXI diese Arbeit
AtFer3 A. thaliana  pBAT  Ecl136I1 diese Arbeit
AtFer4 A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer1TP-EYFP A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer1TPmut-EYFP A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer1-100-EYFP A. thaliana  pBAT  Ecl136I1 diese Arbeit
AtFer1fl-EYFP A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer2TP-EYFP A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer2-100-EYFP A. thaliana  pBAT  Notl diese Arbeit
AtFer2fl-EYFP A. thaliana  pBAT  Xbal diese Arbeit

5.1.11 ¢cDNA-Klone zur biolistischen Transformation

Alle Klone liegen im pRT-Q2/Not/Asc-Vektor (pRT100-Variante, Topfer et al. (1987),
Uberlacker et al. (1996)) bzw. dessen Abwandlung mit zusitzlicher MCS (pRT-£2/Not /Asc-
MCS, Daniela Rédel) vor.

cDNA Klon Vektor Schnittstellen (*) beschrieben
in

AtFer1TP-EYFP pRT-Q/Not/Asc BamHI/Xbal diese Arbeit

AtFerl1 TPmut-EGFP pRT-Q/Not/Asc BamHI/Xbal diese Arbeit

AtFer1-100-EYFP pRT-Q/Not/Asc-MCS  BamHI/Ecl13611 diese Arbeit
Vektor: Bglll/Smal

AtFerlfl-EYFP pRT-Q/Not/Asc BamHI/Ecl13611 diese Arbeit
Vektor:
BamHI/Xbal (blunt)

AtFer2TP-EYFP pRT-Q/Not/Asc-MCS  Smal/Xbal diese Arbeit
AtFer2-100-EYFP pRT-Q/Not/Asc-MCS  Smal/Xbal diese Arbeit
AtFer2fl-EYFP pRT-Q/Not/Asc-MCS  Smal/Xbal diese Arbeit

* Zur Restriktion der Reporterfusionen aus dem pBAT-Vektor wurden die angegebenen
Schnittstellen verwendet. Der pRT-Q/Not/Asc-Vektor wurde, sofern nicht anders angegeben, mit

denselben Restriktionsendonukleasen geschnitten.
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5.1.12 Antikorper
Antikérper Antigen (gerichtet gegen) Verd. MW Beschreibung
(Antigen)

a-GDCH

a-Idh
a-VDAC1

a-CoxII
a-33kDa
a-FNR

a-SSU

H-Untereinheit des Glycin
Decarboxylase Komplexes
[socitratdehydrogenase
Voltage-dependent anion-
selective channel proteinl
Cytochrom Oxidase
33kDa Protein (Spinat)
Ferredoxin-NADPH-
Oxidoreduktase (Spinat)

small subunit of Rubisco

1:5000 17kDa

1:5000 45kDa
1:1000 29kDa

1:1000 30kDa
1:2000 14 kDa
1:2000 34 kDa

1:2000 33 kDa

Agrisera

Agrisera

Agrisera
Agrisera
Berghofer (1998)
Berghofer (1998)

Fliigge

5.1.13 Pflanzenmaterial

Die verwendeten Spinatpflanzen (Spinacia oleracea L., Sorte ,Lina“) wurden in einer

standig beliifteten Nahrlosung (Nutzung von Aquariumpumpen) hydroponisch angezo-

gen. Die Spinatkulturen wurden in einer Klimakammer unter kontrollierten Bedingungen
angezogen: Kurztag (8 h Licht/16 h Dunkelheit) bei 20-25 °C. Geerntet wurden 3-4 Mo-

nate alte Pflanzen.

Nahrlosung Spuren
6mM KNOj3 46 uM  H3BO;
4mM Ca(NOs3),y 9uM  MnCl; x 4 H,O
2mM  MgSO, 0,77 uM  7ZnSO4 x 7 HyO
2mM  KH,PO, 0,32 uM  CuSO4 x 5 HyO
0,04mM Fe-EDTA 0,12uM NayMoOy

Spuren

Erbsenkeimlinge (Pisum sativum L., Var. , Feltham First*) wurden unter Langtagbe-
dingungen (16 h Licht/8 h Dunkelheit) auf Erde angezogen. Nach 8-12 Tagen wurden

die jungen Erbsenpflanzen geerntet, zu diesem Zeitpunkt liegen die Bléatter der Pflanzen

grofitenteils geschlossen vor.
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5.2 Methoden

5.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die folgenden Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt: Ligation,
Plasmidtransformation in E. coli, Isolierung von Plasmid-DNA (nach Birnboim (1979)),
DNA-Restriktion, Agarosegelelektrophorese. Entsprechend den Angaben der jeweiligen
Hersteller der Kits erfolgten die Plasmidpréiparationen, DNA-Extraktionen und DNA-

Sequenzierungen.

5.2.1.1 Ferritine - Ursprung & Klonierung in den pBAT-Vektor

Die Ferritine wurden aus cDNA von Arabidopsis thaliana amplifiziert (AtFerl, AtFer2)
oder beim RIKEN Institut als Volllingenklone erworben (AtFer3, AtFer4). Aufgrund
schwacher Amplifikation wurden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt, wobei der erste
PCR-Ansatz das template fiir die zweite PCR bildete. In der ersten PCR-Reaktion wur-
den die 5’-Primer von AtFerl und AtFer2 in Kombination mit M13 forward bzw. M13
reverse Primern eingesetzt. Fiir die zweite Reaktion wurde dann mit beiden spezifischen
Primern amplifiziert. Die ca. 800 bp groBen PCR-Fragmente wurden in den pGEM®-T
BEasy-Vektor ligiert.

Alle vier Arabidopsis Ferritine wurden in den pBAT-Vektor umkloniert, wobei nur Klo-
ne in T3—T7-Orientierung im Vektor ausgewéahlt wurden. Zunéchst wurden die DNA-
Fragmente mittels Restriktionsenzym ausgeschnitten, auf einem 1 %igen Agarosegel auf-
getrennt, entsprechende Banden aus dem Gel ausgeschnitten und mittels Kit (Nucleo-
Spin®Extraet) eluiert. Die isolierten DNA-Fragmente wurden in den mit entsprechenden

Enzymen geschnittenen pBAT-Vektor ligiert.

Ursprung Ausgangsvektor verwendete Schnittstellen

Ausgangsvektor pBAT

AtFerl cDNA pGEM®-T Easy NotI NotI

AtFer2 cDNA pGEM®.T Easy EcoRI EcoRI

AtFer3 RIKEN (pda06814) AFLC-1-B Sl EcoRV
RAFL09-74-H04 (zu blunt end)

AtFer4 RIKEN (pda02944) AZAPIII SAl EcoRV

RAFL06-09-H20 (zu blunt end)
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5.2.1.2 Klonierungsstrategie der Reporterproteinfusionen

Zunéchst wurden mittels geeigneter Primer (Einfiihrung von Schnittstellen) und PCR
die Transitpeptide (TP), die ersten 100 Aminoséuren bzw. die Volllangenproteine (fl-
full lenght) von AtFerl und AtFer2 amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den
pCR®2.1-TOPO®-Vektor ligiert. Die DNA-Fragmente der verschiedenen Proteine wur-
den mit BamHI und Ncol (AtFer1) bzw. mit BgllT und Ncol (AtFer2) aus dem pCR®2.1-
TOPO®-Vektor ausgeschnitten. Die so isolierten Fragmente wurden in den mit BamHI
und Ncol verdauten pBAT::EYFP- bzw. pBAT::EGFP-Vektor direkt vor den Repor-
ter ligiert. Dieser diente der Analyse des in vitro Importverhaltens der EYFP-/EGFP-
Fusionen. Zur Untersuchung der in vivo Lokalisierung von AtFerl und AtFer2 wurden die
jeweiligen Fusionen mit geeigneten Schnittstellen aus dem pBAT ausgeschnitten und in
einen Pflanzenexpressionsvektor (pRT-2/Not/Asc bzw. pRT-2/Not/Asc-MCS) kloniert
(Abb. 5.1, Schnittstellen sieche Abschnitt 5.1.11).

4 ™
5L AtFer1 bzw. AtFer2

--3‘
BamHI bzw. Bglll Ncol  Primer
pBAT::EYFP bzw. pBAT::EGFP

PBAT EYFP bzw. EGFP | l l

BamHI Ncol Xbal

AtFer1 bzw. AtFer2 |  PCR-Produkt
in pCR2.1-TOPO

BamHI bzw. Bglil Ncol

e

AtFer1-EYFP/EGFP bzw. AtFer2-EYFP

PBAT AtFer1 bzw. AtFer2 [EYFP bzw. EGFPl

Smal BamHI bzw. Bglll Ncol Xbal Ecl136ll

(Sacl)

AtFer1-EYFP/EGFP bzw. AtFer2-EYFP

PRT-Q/Not/Asc bzw. AtFer1 bzw. AtFer2 [EYFP bzw. EGFP)|
pRT-Q/Not/Asc-MCS |

Smal BamHI bzw. Bglll Ncol Xbal Smal

. /

Abb. 5.1: Klonierungsstrategie der AtFerl- und AtFer2-Fusionsproteine.



5 Material & Methoden 103

5.2.1.3 In wvitro Proteinsynthese

In vitro Transkription

Zunéchst wurde das aus FE. coli isolierte Plasmid (Midiprep, Abschnitt 5.1.3) hinter
der eingebrachten cDNA mittels Restriktionsenzym linearisiert und anschlieend mittels
RNA-Polymerase transkribiert. Bis auf das Cytochrom cl Protein (T7—T3) lagen alle
Proteine in T3—T7-Orientierung im Vektor vor (siehe Abschnitt 5.1.10).

5xNTP (reduziertes GTP) je 2,5 mM ATP, CTP, UTP
je 0,25 mM  GTP

25xGTP je 11,25mM  GTP
CAP je 10mM m’G(5")ppp(5")G
Orientierung T3—-T7 T7—T3
H,O 3,3 ul 7.8 ul
ox'T'3-Puffer 5,0 ul -
5xT7-Puffer - 5,0 ul
5xNTP, red GTP 50ul  5,0pul
CAP (10mM) 1,2 ul 1,2 ul
DTT (100 mM) 7.5 ul 2,5 ul
linearisierte DNA (1 pug/pl) 2,0 ul 2,0 ul
RNase-Inhibitor (50 U/pul) 0,5 ul 0,5 ul
T3-RNA-Polymerase (50 U/ul) 0,5 ul -
T7-RNA-Polymerase (20 U/ ul) - 1,0 ul
Gesamtvolumen 25 pl 25 ul

Der Transkriptionsansatz wurde bei 37 °C fiir 30-60 min inkubiert und nach Zugabe von
1 pl 25xGTP fiir weitere 30 min (37 °C) inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit sterilem
Wasser auf 100zl aufgefiillt. Davon wurden zur Uberpriifung der Transkription 4 ul auf
einem 1,4 % MOPS-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Der restliche Ansatz wur-
de gefillt (Zugabe von: 5 ul Ammoniumcetat und 250 pl 100 % Ethanol) und bei - 20 °C

aufbewahrt.

In vitro Translation
Die zu untersuchenden Proteine wurden im zellfreien eukaryontischen Translationssys-

tem (Retikulozytenlysat aus Kaninchen) in Anwesenheit von radioaktiv markierten Meth-
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ionin ([*S]-Met) synthetisiert. Fiir die Translationsreaktion wurde eine entsprechende
Menge des gefillten Transkriptionsansatzes (5 ul pro Translationsansatz) bei 4 °C, 30 min
und 15 300 UpM (Rotor: 12154-H, Sigma 3K12) zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde
getrocknet und mit dem Translationsansatz fiir 90 min bei 30 °C im Wasserbad inkubiert.

Die Ansitze wurden entweder direkt verwendet oder bis zur Verwendung bei -80 °C ge-

lagert.
H,O (DEPC-behandelt) 4,35 ul
Retikulozytenlysat 6,25 ul
1M KCI 0,90 ul
100 mM Aminosduremix (minus Met) 0,25 ul
100mM DTT 0,25 ul
[35S]-Met 0,50 ul
Gesamtvolumen 12,50 pl

5.2.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
5.2.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende SDS-PAGE basierte auf dem von Laemmli (1970) entwickelten Ver-
fahren. Zur Analyse wurden 10-15 %ige SDS-Gradientengele (Tab. 5.2) und SDS-Mini-
Gele (12,5 %ig bzw. 15 %ig, Hoefer Gelsystem, Amershan, Tab. 5.2) eingesetzt.

30 % Acrylamidlésung 29,2% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Methylenbisacrylamid
10 x SDS-Laufpuffer 250 mM  Tris
1,95M  Glycin
1% SDS
4 x Laemmli-Probenpuffer 0,25M Tris/HCI pH 6,8
8% (w/v) SDS
40% (w/v) Glycerin
20% (w/v) [-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) Bromphenolblau
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Pipettierschema fiir ein Maxi-SDS-Gel. Gradient: 10-15 %; Grofie: 305 x 270 x 1 mm
Trenngel 10 % Trenngel 15% Sammelgel 5 %

H,O 15,4 ml 3,3ml 13,9ml
30 % Acrylamid 14,3 ml 20 ml 3,34 ml
2M Tris/HCI pH 8,8 7,5ml 7,5ml -
1M Tris/HCI pH 6,8 - - 2,5ml
80 % Saccharose 2,.4ml 8,8 ml -
10% SDS 400 pl 400 pul 200 pl
10% APS 160 ul 160 ul 160 pl
TEMED 16 ul 16 ul 16 ul
Gesamtvolumen 40 ml 40ml 20 ml

Pipettierschema fiir je 4 Mini-SDS-Gele der Konzentrationen 15 % und 12,5 %.
Trenngel 15% Trenngel 12,5% Sammelgel 5%

H,0O 8,9ml 11,4 ml 6,95 ml
30 % Acrylamid 15ml 12,45ml 1,67 ml
2M Tris/HCI pH 8,8 5,6 ml 5,55 ml -
1M Tris/HCI pH6,8 - - 1,25ml
10% SDS 300 pl 300 pl 100 pul
10% APS 190 pul 190 pul 80 pul
TEMED 19 ul 19 pl 8 ul
Gesamtvolumen 30 ml 30 ml 10ml

5.2.2.2 Native Gelsysteme

Fiir die nicht-denaturierende Gelelektrophorese von Organellproben zur Detektion hcher-
molekularer Proteinkomplexe kamen folgende native Gelsysteme zum Einsatz: Blue Na-
tive-PAGE, Colorless Native-PAGE und Tris Glycine Native-PAGE.

Blue Native Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Fiir die BN-PAGE wurden Membranproteinkomplexe aus Organellen (Chloroplasten
bzw. Mitochondrien) durch die Zugabe von Detergentien solubilisiert. AnschlieBend wur-
den diese im elektrischen Feld aufgetrennt. Fiir die Auftrennung der Chloroplastenproben
wurde das BN-Gel mit dem Detergenz Digitonin versetzt. Aufgrund unterschiedlicher
Detergentien fiir Mitochondrien und Chloroplasten wurde bei der Trennung von Mito-
chondrienproben bzw. Mitochondrien- und Chloroplastenproben auf die Zugabe dieser

im Gel verzichtet. Ohne zusétzliches Detergenz entspricht die Zusammensetzung des
BN-Gels einem CN-Gel.

Fiir die BN-PAGE wurden die pelletierten Organellproben (Chloroplasten, Mitochondri-
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en bzw. Thylakoide und Mitochondrienmembranen) in Lysepuffer aufgenommen. Diesen
Proben wurde ein Detergenz (Digitonin oder Dodecylmaltosid) zur Solubilisierung der
Membranen zugesetzt und bei 4 °C, 1h auf dem Rotator inkubiert. In einem sich an-
schliefenden Zentrifugationsschritt wurden nicht-solubilisierte Membranen abgetrennt
(1h bei 25 000 UpM [Beckmann Coulter, MLA-80 Rotor| bzw. 19 000 UpM [Sorvall Su-
per T21, ST-Micro Rotor]). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt
und mit 5 ul 5% Coomassie G250 versetzt. Nach 10 miniitiger Inkubation auf Eis wur-

den die Proben auf einem BN-Gel iiber Nacht (Kiihlraum) aufgetrennt.

Organell Organellen Lysepuffer Detergenz
entsprechend

Mitochondrien ~ 100 pg Protein 20 pul 3 ul 10 % Dodecylmaltosid

Chloroplasten 25 g Chlorophyll 15 ul 7,5 ul 5% Digitonin

BN-Kathoden-Puffer 50mM Tricin
15mM Bistris
0,01% Coomassie G250

BN-Anoden-Puffer 50mM Bistris/HCL, pH 7,0

BN-Lysepuffer 50mM  Bistris/HCIl, pH 7,0
1M e-Aminocapronsiure
5mM EDTA
0,5mM  MgCl,

1mM PMSF (frisch zugeben)
ImM DTT (frisch zugeben)

Colorless Native Gelelektrophorese (CN-PAGE)

Die CN-PAGE ist eine Variante der BN-Gelelektrophorese und ist fiir die Trennung
von l6slichen Proteinen geeignet. Beide Elektorphoresemethoden sind nahezu identisch,
mit der Ausnahme, dass das CN-Gel kein Digitonin enthélt. Des Weiteren fehlt dem
CN-Kathodenpuffer das bei der BN-PAGE verwendete Coomassie G250.
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Pipettierschema eines 5-13,5 %igen BN-Gel: Grofie 200 x 200 x 1 mm.

Trenngel 5 %

Trenngel 13,5% Sammelgel 4 %

H,0O 6,6 ml 1,3ml 5,0ml
0,5 M Bistris pH 7,0 1,6 ml 1,6 ml 1,0ml
30 % Acrylamid 2,7ml 7,2ml 1,3ml
2M e-Aminocapronséure 4,0ml 4,0ml 2,5ml
87 % (v/v) Glycerin 0,95 ml 1,7ml -
5% (w/v) Digitonin 97 pl 97 pl 60 pl
10% APS 70 pl 70 pl 90 pl
TEMED 7l 7l 9 ul
Gesamtvolumen 16 ml 16 ml 10ml
CN-Kathoden-Puffer ~ 50mM Tricin

15mM Bistris

CN-Anoden-Puffer 50 mM

4xCN-Probenpuffer 60 %
200 mM

Bistris/HCI, pH 7,0

Glycerol

Bistris/HCI, pH 7,0

Ponceau

Tris Glycine Native Gelelektrophorese (TGN-PAGE)

Die TGN-PAGE ist ebenso wie die CN-PAGE zur nativen Trennung l6slicher Protei-
ne geeignet. Diese native PAGE beruht auf einer Tris/Glycin-PAGE (analog der SDS-
PAGE). Die loslichen Proben werden mit Probenpuffer versetzt und im elektrischen Feld

getrennt.

TGN-Kathoden-und Anodenpuffer

4xTGN-Probenpuffer

600 mM

25 mM
192 mM

Tris
Glycin

Glycerol
Tris/HCI, pH 6,8
Bromphenolblau



5 Material & Methoden

108

Pipettierschema eines 5-13,5 %igen TGN-Gels. Grofie: 200 x 200 x 1 mm.

Trenngel 5% Trenngel 13,5% Sammelgel 4 %

H,O 5,3ml - 4,9ml
2M Tris/HCI pH 8,8 3,0ml 3,0ml -
1M Tris/HC1 pH 6,8 - - 1,2ml
30 % Acrylamid 2,7ml 7,2ml 1,3ml
2M e-Aminocapronséure 4,0ml 4,0ml 2,5ml
87 % (v/v) Glycerin 0,95 ml 1,7ml -
10% APS 70 pl 70 pl 90 pul
TEMED 7l 7l 9 ul
Gesamtvolumen 16 ml 16 ml 10ml

5.2.3 Western Blot Analyse

5.2.3.1 Elektrotransfer

Der Transfer der Proteine aus Polyacrylamidgelen auf die PVDF-Membran (Polyvi-

nylidenfluorid) erfolgte mittels SemiDry-Blot Apparatur (OWL Separation Systems)

entsprechend den Herstellerangaben (Immobilon-P Transfer Membrane User Guide).

Kathodenpuffer 25mM (w/v)
(pH9,4) 40mM (w/v)
10% (v/v)

0,1% (w/v)

Anodenpuffer I 0,3M (w/v)
(pH 10,4) 10% (v/v)

Anodenpuffer II  25mM (w/v)
(pH10,4) 10% (v/v)

Tris
e-Aminocapronsaure
Methanol

SDS

Tris
Methanol

Tris
Methanol

Auf die Anode wurden 2 Lagen Blotpapier ( Whatman) in Anodenpuffer I getrankt und

eine Lage Blotpapier in Anodenpuffer II getriankt geschichtet. Darauf folgte die PVDF-

Membran, auf welche das in Kathodenpuffer inkubierte Gel gelegt wurde. Den Abschluf}

bildeten 3 Lagen in Kathodenpuffer getranktes Blotpapier. Die Transferzeit betrug 1,5

bis 2 Stunden bei 1,2mA /cm?. Nach dem Transfer wurde die Membran getrocknet.
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5.2.3.2 Antikérperbindung und ECL-Entwicklung (enhanced

chemiluminescence)

10xPBS 750mM  NaCl
30mM KCI
45mM Na,HPO,4 x 12 HyO
15mM  KH,PO,

Losung I 5% (w/v) Magermilchpulver — Losung II  0,05% (v/v) Tween®20

0,05% (v/v) Tween®20 Ix PBS
1x PBS

Pipettierschema der Entwicklerlésung zur ECL-Entwicklung.

Volumen Endkonzentration

1M Tris/HC1 pH 8,3 500 pl 50 mM

250 mM Luminol (in DMSO) 50 pl 1,25 M

250 mM Cumarsdure (in DMSO) 22 pl 200 mM
8,8 M H,0, 3ul 2,7mM (0,009 %)
H,0 (ad) 10 ml

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir mindestens 2
Stunden in Losung I inkubiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem priméren
Antikorper (verdiinnt in Losung I) fiir 2 Stunden. Darauf folgten 4 Waschschritte mit
Losung I (je 5min) und die Inkubation mit dem sekunddren Antikorper (anti- Rabbit-
IgG-horseradish perozidase-Konjugat, 1:30 000 verdiinnt in Losung I) fiir 1-2 Stunden.
Erneut wurde die Membran 4mal fiir je 5min in Losung II gewaschen. Die ECL-
Entwicklerlosung (Tab. 5.2) wurde jeweils frisch hergestellt und die PVDF-Membran
fiir eine Minute mit dieser inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran in Folie ein-
geschlagen und in einer Filmkassette auf einem ECL-Film (Hyperfilm-ECL, Amershan
Biosciences) fiir 10-20 min exponiert. Der Film wurde entwickelt (Entwickler und Fixie-

rer von Sigma-Aldrich) und getrocknet.

5.2.4 Farbemethoden

5.2.4.1 Coomassie Farbung
Férbelosung  45% (v/v) Methanol Entfarber 20% (v/v) Methanol
9% (v/v) Essigsdure 7% (v/v) Essigsdure
0,4% (w/v) Coomassie G-250
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Die Farbung der Gele erfolgte fiir mindestens 30 min bei RT. AnschlieBend wurden die
Gele so lange mit Entfarber inkubiert bis die Proteinbanden gut erkennbar waren. Der
Entfarber wurde dafiir mehrfach gewechselt. Mit radioaktiven Proben beladene Gele,
wurden fiir die Detektion der Proteinbanden fiir ca. 2h bei 80 °C im Vakuum getrock-
net und dann auf einer Phosphorimagerplatte (Fujifilm) exponiert. Die so generierten
Autoradiogramme wurden mit Hilfe des Phosphofluoroimagers Fujifilm FLA-3000 und
dem Programm AIDA (advanced image data analyser, Raytest/Fujifilm) ausgelesen.

5.2.4.2 Coomassie-Colloidal-Farbung

Losung A 2% (v/v) ortho-Phosphorsiure

10% (w/v) Ammoniumsulfat
Losung B 5% (w/v) Coomassie G250

Fixierer 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Farbelosung 98 % (v/v) Losung A
2% (v/v) Losung B

Die Farbelosung wurde einige Stunden (besser iiber Nacht) geriihrt. Das Gel wurde fiir
mindestens 1 Stunde bei RT im Fixierer inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel in einer
Losung bestehend aus 80 % (v/v) Férbelosung und 20% (v/v) Methanol fiir mindes-
tens 4 Stunden (besser iiber Nacht) gefarbt. Die Entfarbung erfolgt mit bidestiliertem
Wasser, welches mehrfach gewechselt wurde. Stiarkere Farbungen kénnen mit 20 % (v/v)
Methanol entfiarbt werden.

5.2.4.3 Silberfirbung

Die verwendete Methode zur Silberfarbung von Polyacrylamidgelen ist in der Arbeit von
Molik (2005) beschrieben.

5.2.5 Isolierung pflanzlicher Organellen
5.2.5.1 Préparation von Chloroplasten aus Spinacia oleracea (Spinat)

Die Isolierung von Chloroplasten aus Spinat ist bei Molik (2005) beschrieben. Die Reini-
gung der grob angereicherten Chloroplasten wurde durch einen Percollstufengradienten
erreicht. Dieser bestand aus einer 85 %igen und einer 45 %igen Percollschicht. Nach Zen-

trifugation befanden sich die intakten Organellen in der Grenzschicht von 85 %igen und
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45 %igen Percoll. Die Bestimmung der Konzentration der isolierten, intakten Chloro-
plasten ist in Abschnitt 5.2.5.5 erlautert.

5.2.5.2 Priparation von Chloroplasten aus Pisum sativum (Erbse)

Die Isolierung von Erbsenchloroplasten @hnelt sehr stark der Préparation aus Spinat-
pflanzen und ist in der Arbeit von Molik (2005) ausfiihrlich geschildert. Folgende Verénde-
rung wurde vorgenommen: der einstufige Percollgradient wurde analog zur Chloroplas-
tenisolierung aus Spinat in einen zweistufigen verandert. So dass dieser aus einer 80 %igen
und einer 35 %igen Percollschicht besteht und die intakten Chloroplasten sich nach Zen-
trifugation in der Grenzschicht zwischen den beiden sammeln. Die Bestimmung der

Organellkonzentration ist in Abschnitt 5.2.5.5 beschrieben.

5.2.5.3 Parallelpriparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus

Pisum sativum (Erbse)

Lésungen
Extraktionspuffer (EB) 450mM  Saccharose
(Mitochondrien) 15mM  MOPS

1,bmM EGTA-KOH pH 7,2
pH 7.4 mit KOH einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern

frisch zusetzen: 0,6 % PVP
0,2% BSA
10mM  DTT
0,2mM PMSF
Waschpuffer (WB) 300mM  Saccharose
(Mitochondrien) 10mM  MOPS

1mM EGTA-KOH pH 7,2
pH 7.2 mit KOH einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern
frisch zusetzen: 0,2mM PMSF

Resuspensionspuffer (RB) 400mM  Mannitol
(Mitochondrien) 10mM  Tricin-KOH pH 7,2

1mM  EGTA-KOH pH7,2
pH 7,2 mit KOH einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern
frisch zusetzen: 0,2mM PMSF
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5xGradientenpuffer 1,5M Saccharose
(Mitochondrien) 50mM  MOPS
pH 7.2 mit KOH einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern
5xSRM (Chloroplasten) 1,66 M Sorbitol
(Sorbitolresuspensionsmedium ) 250mM HEPES/KOH pH 8,0
Percollstufen  Stufe 18 % 23%  40%
(Mitochondrien,  5xGradientenpuffer 4ml 4ml 4ml
Erbse) Percoll 3,7ml 4, 7ml  8ml
dH,0 12,3 ml 11,3ml  8ml
Volumen 20 ml 20 ml 20 ml
Percollstufen  Stufe 35 % 80 %
(Chloroplasten, Percoll 17,5ml 40 ml
Erbse) 5xSRM 10ml 10ml
dH,0O 22,5 ml -
Volumen 50 ml 50 ml

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. im Kiihlraum durchgefiihrt. Die Losungen, Zen-
trifugen und Rotoren wurden ebenfalls vorgekiihlt verwendet. Um eine Zerstorung der
Organellen zu vermeiden, wurden nur abgeschnittene Pipettenspitzen zum pipettieren
verwendet. Fiir die Isolierung wurden 40 g Erbsenpflanzen (8-12d alt) mit 250 ml EB im
Waring Blender zerkleinert (mehrere Pulse fiir 2-3 Sekunden). Das Homogenat wurde
anschliefend iiber 2 Lagen Miracloth (100 um Porengroe, Calbiochem, LA Jolla, USA)
und eine Lage Nylongewebe (31 um Porengrofie) filtriert. Das resultierende Filtrat wurde
anschlieflend fiir 5min bei 2 000g (SLC-250T-Rotor, Sorvall Super T21) zentrifugiert.
Im Sediment befanden sich die Chloroplasten und im Uberstand die Mitochondrien.
Das Pellet wurde fiir die parallel stattfindende Chloroplastenpréaparation verwendet und
entsprechend der Chloroplastenisolierung (Abschnitt 5.2.5.2, ab dem Pellet des ersten
Zentrifugationsschrittes) weiter aufgearbeitet. Der Uberstand (Mitochondrien) wurde
zuniichst fiir 5min bei 6 000 g und der dabei erhaltene Uberstand fiir weitere 10 min bei
16 000 g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet enthielt die grob angereicherten Mitochondri-
en und wurde mit Hilfe eines Pinsels vorsichtig in 2ml WB resuspendiert. In zwei 30 ml
Corex-Rohrchen wurde ein dreistufiger Gradient, bestehend aus 6 ml 40 %, 8 ml 23 % und
6ml 18 % Percoll vorgelegt. Die Mitochondriensuspension wurde nun vorsichtig auf die
Gradienten aufgetragen und fiir 45 min bei 12 000 g zentrifugiert (ausgeschaltete Brem-
se ab 5000g, ST-H50, Sorvall Super T21). Die intakten Mitochondrien befanden sich
in der Grenzschicht von 40 %igen und 23 %igen Percoll und wurden in einen mit 100 ml

RB vorgelegten 250 ml Zentrifugenbecher tiberfiihrt. Anschliefend wurden die Mitochon-
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drien bei 10 000 UpM fiir 15 min pelletiert (SLC-250T-Rotor, Sorvall Super T21). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgegossen (sehr lockeres Pellet), das Pellet in RB gelost
und in zwei 30 ml Corexrohrchen iiberfithrt. Die Mitochondrien wurden weitere 15 min
bei 10 000 UpM (SL-50T-Rotor, Sorvall Super T21) sedimentiert, dieser Waschschritt
wurde zweimal wiederholt. Das Mitochondrienpellet wurde in 1ml RB resuspendiert
und in ein Reaktionsgefafl transferiert. Die Mitochondrien wurden abschliefend in einer
Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus) pelletiert und in 200-300 z/ RB aufgenommen. Die

Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte wie in Abschnitt 5.2.5.5 erldautert.

5.2.5.4 Parallelpriparation von Mitochondrien und Chloroplasten aus

Spinacia oleracea (Spinat)

Fiir die Isolierung von Organellen aus Spinat wurden ca. 30 g Spinatbléitter am Vortag
geerntet und iiber Nacht im Dunkeln gelagert. Sowohl die Mittelrippe als auch der Stiel
wurden vor dem Aufschluss entfernt. Die Isolierung erfolgte analog der Parallelpriapara-
tion aus Erbse (Abschnitt 5.2.5.3). Das im ersten Zentrifugationsschritt erhaltene Pellet
wurde fiir die Spinatchloroplastenisolierung eingesetzt und der Uberstand fiir die Priipa-
ration der Mitochondrien. Die Spinatchloroplasten wurden entsprechend der in Abschnitt
5.2.5.1 beschriebenen Methode isoliert. Die Mitochondrienpréparation unterschied sich
in der Zusammensetzung des Percollstufengradienten. Fiir Spinatmitochondrien wur-
de ein Gradient bestehend aus 5ml 45 %, 12ml 25% und 5ml 5% Percoll verwendet.

Die Proteinbestimmung der finalen Mitochondriensuspension ist in Abschnitt 5.2.5.5

beschrieben.
Homogenisationsmedium 0,33 M Sorbitol
(Chloroplasten, Spinat) 50 mM HEPES/KOH pH 7,6
2mM EDTA
1mM MgCly
1mM MnCl,
frisch zugeben: 5mM Na-Ascorbat
PBF-Percoll-Stammlésung 3% (w/v) PEG 6000
(geldst in Percoll) 1% (w/v) BSA
(Chloroplasten, Spinat) 1% (w/v) Ficoll 4000
Percollstufen Stufe 5% 25 % 45 %
(Mitochondrien, bxGradientenpuffer 10ml 10ml 10ml
Spinat) Percoll 2,5ml 12,5ml  22,5ml
dH,0 375ml  275ml  17,5ml

Volumen 50 ml 50 ml 50 ml
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Percollstufen Stufe 45 % 85 %

(Chloroplasten, Sorbitol 3,0¢g 1.8¢g

Spinat) PBF-Stammlésung 22,5ml  255ml
IM HEPES/KOH pH7,6  25ml  1,5ml
0,5M EDTA pH 8,0 200 120 ul
1M MgCl, 50 pl 30 pl
dH,0 24.8ml  2,8ml
Volumen 50ml 30ml

5.2.5.5 Bestimmung der Organellkonzentration

Chlorophyllbestimmung von Chloroplastensuspensionen

Je 10 ul Chloroplastensuspension wurden mit 990 ul 80 % Aceton gemischt. Diese Losung
wurde bei 13 000 UpM 5min zentrifugiert. Die Absorption des erhaltenen Uberstandes
wurde bei 663nm und 645 nm im Photometer (Shimadzu UV-1602) gemessen und die
Chlorophyllkonzentration nach der Formel (1) berechnet.

(1) ¢ [ng/pl] = (Ageznm X 8,02 + Agaznm x 20,2)/10

Proteinbestimmung von Mitochondriensuspensionen

Zur Bestimmung der Mitochondrienkonzentration wurde der Proteingehalt nach Brad-
ford bestimmt. Dazu wurde 1 pl Mitochondriensuspension in 99 ul 1 M Harnstoff und
700 ul dH5O gegeben. Diese Mischung wurde 1 min bei 13 000 UpM (Biofuge/Heraeus)
zentrifugiert und der Uberstand mit 200 ! Bradford-Reagenz (dye reagent, Biorad) ver-
setzt. Nach fiinfminiitiger Inkubation wurde die Absorption bei 595nm im Spektro-
photometer gemessen (Shimadzu UV-1602). Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mit Hilfe einer Eichgeraden (BSA als Standard).

5.2.6 In vitro Importexperimente mit isolierten Organellen

5.2.6.1 Losungen fiir in vitro Importexperimente in Mitochondrien und

Chloroplasten

5xSRM (Chloroplasten) 1,65M  Sorbitol
(Sorbitolresuspensionsmedium ) 250mM HEPES/KOH pH 8,0
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2xDualimportpuffer 600 mM Saccharose
(pH7,4) 30mM HEPES
(Mitochondrien/Chloroplasten) 10mM KH,PO,
0,1% BSA
HM (Chloroplasten) 10mM HEPES/KOH pH 8,0
5mM  MgCl,
SRME (HME) 10 bzw. 50 SRM (HM) Puffer mit 10 bzw. 50 mM EDTA
Resuspensionspuffer (RB) 400mM  Mannitol
(pH 7,2) (Mitochondrien) 10mM  Tricin-KOH pH 7,2

1mM EGTA-KOH pH 7,2
0,2mM PMSF (frisch zugeben)

SFB (Mitochondrien) 10mM HEPES
(pHT7,4) 60 mM Saccharose
1mM PMSF
SFBE SFB Puffer mit 10 mM EDTA
35 % Percollkissen 3,5ml Percoll
Chloroplasten 2,0ml  5xSRM
4,5 ml HQO
4 % Percollkissen 0,4ml Percoll
(Dualimport-Trennung 2,0ml 5xGradientenpuffer
der Organellen) 7,6ml dH.O
Thermolysin-Lésung 2mg / ml Thermolysin
25mM CaCly
Dual-Mastermix (frisch herstellen) 1x  Dualimportpuffer
(Mitochondrien/Chloroplasten) 4mM MgCl,
4mM Methionin
4mM ATP
4mM GTP
0,2mM ADP
5mM Malat
4,5mM DTT

10mM K-Acetat
10mM NaHCOs3
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5.2.6.2 Standard-Chloroplastenimport

Standardardansatz x pul  Chloroplastensuspension
(50 ng Chlorophyll entsprechend)
yul  1xSRM
1,5ul  100mM ATP
3,0 ul 250 mM Methionin
12,5 ul  in vitro Translationsansatz

150l Gesamtvolumen

Die Inkubation der Importansétze erfolgte fiir 20 min bei 25 °C im belichteten Wasser-
bad. Durch Zugabe von 1ml eiskaltem 1xSRM wurde die Importreaktion abgestoppt.
Die Pipettenspitzen wurden fiir die folgenden Schritte (bis zur Lyse der Chloroplasten)
in abgeschnittener Form eingesetzt. Die Chloroplasten wurden fiir 3 min bei 6 000 UpM
(4 °C, Biofuge Heraeus) sedimentiert und das Pellet in 250 4l 1xSRM resuspendiert.
Zum Abbau der nicht-importierten Proteine, wurde die Chloroplastensuspension mit
25 pl Thermolysin-Losung (2mg/ml in 25 mM CaCly) versetzt und fiir 30-40 min auf
Eis inkubiert. Die Proteasebehandlung wurde durch die Zugabe von 50 ul SRMES0 ge-
stoppt. Diese Suspension wurde auf ein 35 %iges Percollkissen (500 ul) geschichtet und
bei 8 000 UpM fiir 8 min zentrifugiert. Dadurch konnten die intakten (Pellet am Bo-
den) von den Organelltriimmern (Uberstand) getrennt werden. Nach Entfernung dieser,
wurde das Pellet mit 900 ul SRME10 gewaschen und anschliefend die Chloroplasten
abzentrifugiert (3min, 6 000 UpM). Dieses Chloroplastenpellet wurde durch Resuspen-
dieren in 75 ul HME10 und Inkubation auf Eis (10 min) osmotisch lysiert. Ein folgender
Zentrifugationsschritt (5min, 13 000 UpM) trennte das freigesetzte Stroma (Uberstand)
von den Thylakoiden (Pellet). Das abgenommene Stroma wurde mit 25 ul 4xLaemmli-
Probenpuffer versetzt (Stroma-Fraktion). Die Thylakoide wurden zur Entfernung des
restlichen Stroma in 200 ul HM gewaschen (Zentrifugation 5min, 13 000 UpM). Das
in weiteren 200 ul geloste Thylakoidpellet wurde auf zwei Reaktionsgeféfle aufgeteilt.
Eine Halfte blieb unbehandelt (T- Fraktion), die andere (100 pul) wurde einer Protease-
behandlung unterzogen (10 ul der Thermolysin-Losung, 30-40 min Inkubation auf Eis).
Zum Abstoppen der Reaktion wurden 20 ul HME50 zugegeben. Beide Thylakoidfrak-
tionen wurden abschlieflend sedimentiert (5min, 13 000 UpM) und die Sedimente in je
50 pl 2xLaemmli-Probenpuffer (+ 20mM EDTA) resuspendiert. Alle Fraktionen wur-
den fiir 5min bei 100 °C denaturiert und von jeder Fraktion 25 ul (entsprechend 12,5 pug
Chlorophyll) auf ein SDS-Gradientengel aufgetragen.
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5.2.6.3 Stromaextrakt - Isolierung und Inkubation

Ein definiertes Volumen einer Chloroplastensuspension wurde 2min bei 13 000 UpM
(Biofuge/Heraeus) zentrifugiert. Das Chloroplastenpellet wurde in HM-Puffer aufgenom-
men, so dass die Chlorophyllkonzentration 0,75 ug/ul betrug. Diese Suspension wurde
zur Lyse der Plastiden fiir 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Thyla-
koide abzentrifugiert (5min, 13 000 UpM) und der Uberstand (Stroma) in ein neues
Reaktionsgefafl iiberfiihrt.

Das Stroma (40 gl mit 2,7 ul HM-Puffer) wurde mit 1,5 ul Translation fiir 20 min auf
Eis (4 °C) bzw. bei 25 °C im Licht inkubiert. Durch die Zugabe von 15,8 ul 4xLaemmli-
Probenpuffer und Denaturierung der Proben fiir 5min bei 100 °C wurde die Inkubation
der Translation abgestoppt. Jeweils 30 ul wurden auf einem SDS-Gradientengel elektro-

phoretisch aufgetrennt.

5.2.6.4 Importe - Einzelorganellansatz und gemischter Organellansatz

Fiir die Importversuche wurde die Konzentration der Organellen auf:
e Mitochondrien 10 ug/ul Proteingehalt
e Chloroplasten 1 ug/pul Chlorophyllgehalt

eingestellt.

Der Importansatz mit den gemischten Organellen wurde nach Rudhe et al. (2002a) und
die Einzelimportanséitze analog dazu durchgefithrt. Um eine Zerstérung der Organellen
durch Scherkrifte zu vermeiden, wurden zum Pipettieren intakter Organellen abgeschnit-
tene Pipettenspitzen verwendet. Alle Arbeitsschritte, aufler der Importreaktion im Licht,
erfolgten auf Eis. Die verwendeten Losungen und Zentrifugen waren vorgekiihlt. Die Or-
ganellen wurden mit dem Dual-Mastermix und dem in wvitro translatierten Protein im
Licht bei 25 °C fiir 30 min im belichteten Wasserbad inkubiert.

Ansatz Mitochondrien- gemischter Chloroplasten-

einzelimport (M) Import (CM) einzelimport (C)

Mitochondrien (10 pg/pl) 10 ul 10 pl -

Chloroplasten (1 pg/ul) - 25 ul 25 ul
in vitro Translationsansatz 10 pl 10 pl 10 pl
Dual-Mastermix 90 pl 65 pul 75 pl

Gesamtvolumen 110 pl 110 pl 110 pl
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Die Importreaktion wurde durch Zugabe von 90 ul 1xDualimportpuffer abgestoppt. Im
Einzelimportexperiment (M, C) wurden die Organellen nach dem Abstoppen abzentri-

fugiert.
Die Organellen wurden stets bei folgenden Geschwindigkeiten sedimentiert:
e Mitochondrien 15min, 13 000 UpM

e Chloroplasten 3 min, 6 000 UpM

und anschliefend in 200 ! 1xDualimportpuffer wieder resuspendiert. Dies erfolgte nur,
wenn Einzelimportansitze (M, C) durchgefithrt wurden. Der Organellansatz (M, C, CM)
von 200 ul wurde nun in zwei 100 ul Ansétze geteilt. Ein Organellansatz (M+, C+,
CM+) wurde mit Protease behandelt (Zugabe von 10 ul Thermolysinlésung) und 30-
40 min auf Eis inkubiert. Dagegen blieb der andere Ansatz unbehandelt (M-, C-; CM-).
Die Thermolysinreaktion wurde durch die Zugabe von 4 ul 0,5 M EDTA abgestoppt. Die
Organellproben der Einzelimportexperimente (M-, M+, C-; C+) wurden anschliefSend
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Mitochondrien bzw. Chloro-
plasten in je 400 ul RB- bzw. SRM-Puffer resuspendiert. Diesem Waschschritt folgte ein
Zentrifugationsschritt und die sich anschlieende Aufnahme der Sedimente in 20 ul 2x
Laemmli-Probenpuffer (+ 20 mM EDTA). Diese wurden fiir 5 min bei 100 °C denaturiert
und die gesamte Probe (entsprechend 50 g Protein bzw. 12,5 g Chlorophyll) auf ein
SDS-Gradientengel aufgetragen.

Die Organellen des gemischten Importansatzes (CM-, CM+) mussten nach Thermoly-
sinbehandlung wieder voneinander getrennt werden. Dazu wurden die Fraktionen (CM-,
CM+) auf ein 4 %iges Percollkissen (500 ul) geladen und fiir 30 sek bei 8 000-9 000 UpM
zentrifugiert. Die Chloroplasten (Cg-, Cy+) befanden sich am Boden des Reaktions-
geféBes (lockeres Pellet) und die Mitochondrien (M,-, My+) lagen auf dem Percollkissen
auf. Der mitochondrienhaltige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefaf} {iberfiihrt. Sowohl die Mitochondrien- als auch die Chloroplastenproben
des gemischten Importansatzes wurden entsprechend dem Einzelorganellimport in den
entsprechenden Puffern gewaschen und die Organellpellets in Laemmli-Probenpuffer auf-

genommen (siehe Einzelimportproben).

5.2.6.5 Modifizierung der Importexperimente

Licht /Dunkel
Bei diesem Experiment wurde die Lichtabhéngigkeit des Chloroplastenimportes (Bildung
von ATP fiir den Transport) ausgenutzt. Der Import erfolgte unter Standardbeding-

ungen (Einzelimportexperiment siche Abschnitt 5.2.6.4) mit folgenden Anderungen: Die
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Importreaktion fand entweder im Licht oder im Dunkeln bei 25 °C fiir 5 bzw. 15min
statt.

Valinomycin

Valinomycin inhibiert den Mitochondrienimport und wurde wie folgt eingesetzt: Die
Valinomycin-Stammlésung (10 mM Valinomycin in 100 % Ethanol) wurde mit 1xDualim-
portpuffer auf 100 uM (1% Ethanol) verdiinnt. Fiir den Import in Anwesenheit von Va-
linomycin wurden 1,1 ul der 100 pM Losung bzw. als Kontrolle 1,1 ul 1 % Ethanollosung
mit den Organellen (Einzelimportexperiment siehe Abschnitt 5.2.6.4) fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Durch Zugabe der Translation wurde die Importreaktion gestartet (Vo-
lumen von 111,1 ul). Der Import erfolgte wie im Einzelimportexperiment beschrieben
(Abschnitt 5.2.6.4).

Kompetition

Die Kompetitionsexperimente wurden mit dem {iberexprimierten 33 kDa Protein (gelost
in 7M Harnstoff) durchgefiihrt. Die Konzentration des 33 kDa Proteins im Importansatz
lag bei 1 uM. Die Kompetitorlosung (200 M) wurde schrittweise in 1xDualimportpuf-
fer verdiinnt, so dass diese Kompetitorlosung eine Konzentration von 25 uM bei einer

Harnstoffmenge von 1,25 M aufwies.

Konzentration ouM 1uM
25 uM 33 kDa Kompetitor - 4,64 pl
1,25 M Harnstoff 6ul 1,36 ul
Volumen 6 ul 6 pul

Diese 6 ul Kompetitormix wurden zusammen mit der Translation im Reaktionsgeféss
vorgelegt. Anschliefend wurde zunéchst der Dual-Mastermix und dann die Organellen
entsprechend einem Einzelorganellimportexperiment (siehe Abschnitt 5.2.6.4) zugege-
ben. Der Ansatz mit Harnstoff diente als Kontrolle und wurde mit dem Kompetitor-
ansatz verglichen. Der Import und die Probenaufarbeitung erfolgte analog dem Stan-
dardimport (siehe Abschnitt 5.2.6.4). Die Harnstoffmenge im Importexperiment betrug
65 mM.

5.2.6.6 Fraktionierung der Organellen nach Einzelorganellimport

Der Aufschluss der Organellen erfolgte entweder durch osmotische Lyse (Chloroplasten)
oder durch Gefrier-/Tau-Zyklen (Mitochondrien). Im Anschluss wurden durch Zentri-
fugation die Membranen von den loslichen Fraktionen getrennt. Dazu wurden Einzel-
organellimportexperimente durchgefiihrt. Die eingesetzten Mengen wurden an das Ex-

periment angepafit. So wird pro Organellprobe fiir die SDS-PAGE 50 p1g Protein bzw.
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12,5 ug Chlorophyll bendtigt (1,5 facher Standardimport, Abschnitt 5.2.6.4). Fiir eine
zusétzliche native Trennung wurden 100 g Protein bzw. 25 g Chlorophyll auf ein BN-

Gel geladen, so dass fiir den Import ein 3,5 facher Ansatz verwendet wurde (Abschnitt

5.2.6.4).

Nach dem ersten Zentrifugationsschritt (sieche Abschnitt 5.2.6.4) wurden die Pellets der
Organellen in 300 pl (1,5 facher Ansatz) bzw. 700 pl (3,5 facher Ansatz) Dualimportpuf-
fer resuspendiert. Je 100 pul (50 g Protein bzw. 12,5 ug Chlorophyll) entsprechend M-
bzw. C- wurden abgenommen, zentrifugiert und in 2xLaemmli-Probenpuffer (4+ 20 mM
EDTA) aufgenommen. Die restlichen Organellen wurden mit 20 bzw. 60 ! Thermoly-
sinlosung versetzt und 30-40 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde mit der entspre-
chenden Menge 0,5M EDTA (10 bzw. 30 ul) abgestoppt und die Organellen abzentrifu-
giert. Das Pellet wurde in 100 bzw. 300 ul RB (Mitochondrien) oder SRM (Chloroplas-
ten) aufgenommen. Je 50 ul der Protease-behandelten Organellen (M+, C+) wurden
fiir die SDS-PAGE abgenommen und entsprechend der Proben von M- und C- dena-
turiert. Des Weiteren wurden beim 3,5 fachen Ansatz 100 pl Organellen (entsprechend
100 g Protein bzw. 25 pug Chlorophyll) fiir die BN-PAGE abgenommen. Die verblei-
benden Organellen (50 bzw. 150 ul) wurden zur Fraktionierung dieser eingesetzt. Die
150 pl Organellen des 3,5 fachen Ansatzes wurden in Proben zur SDS-PAGE (50 pl) und
BN-PAGE (100 pl) aufgeteilt.

Die verwendete osmotische Lyse der Chloroplasten ist angelehnt an den Standardchlo-
roplastenimport (Abschnitt 5.2.6.2). Dabei wurden die abzentrifugierten, Protease-be-
handelten Chloroplasten in 25 ul (SDS-Proben) bzw. 50 ul HME10-Puffer (BN-Proben)
aufgenommen und fiir 10min auf Eis inkubiert. Nach 5miniitiger Zentrifugation bei
13 000 UpM wurde der Uberstand (Stroma) abgenommen und entweder mit 10 ul
4xLaemmli-Probenpuffer (SDS-PAGE) bzw. mit 10 ul 4xCN-Probenpuffer (BN-PAGE)
versetzt. Das Pellet (Thylakoide) wurde in 20 ul 2xLaemmli-Probenpuffer (420 mM) re-
suspendiert. Die Proben der BN-PAGE (C+, Thylakoide) wurden in 15 il BN-Lysepuffer
resuspendiert und mit 7,5 ul 5% Digitonin versetzt. Im Anschluss wurden die Membra-
nen bei 4 °C auf dem Rotator fiir 1 h solubilisiert. Nicht-solubilisierte Membranen wurden
in einem Zentrifugationsschritt von 1h bei 25 000 UpM (Beckmann Coulter, MLA-80
Rotor) bzw. 19 000 UpM (Sorvall Super T21, ST-Micro Rotor) abgetrennt. Der Uber-
stand wurde vorsichtig abgenommen, mit 5ul 5% Coomassie G250 versetzt und nach
10 miniitiger Inkubation wurden die Proben auf einem BN-Gel iiber Nacht (Kiihlraum)

aufgetrennt.

Die Mitochondrienproben wurden abzentrifugiert und die Pellets in 5 ul (SDS-PAGE)
bzw. 10 ul SFBE-Puffer (BN-PAGE) resuspendiert. Zum Aufschluss der Mitochondrien

wurden diese 3 Gefrier-/Tau-Zyklen in fliissigem Stickstoff unterzogen. Die Trennung
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der Membranen von den loslichen Bestandteilen erfolgte mittels Zentrifugation (20 min,
55 000 UpM, Beckmann Coulter, MLA-80 Rotor). Die Ubersténde (SF-losliche Fraktion)
wurden analog dem Stroma mit Laemmli- bzw. CN-Probenpuffer versetzt. Die Pellets
(MF-Membranfraktion) fiir die SDS-PAGE wurden mit 20 ! 2xLaemmli-Probenpuffer
(+20mM EDTA) versetzt. Die Proben der BN-PAGE (M+, MF) wurden in 20 / BN-
Lysepuffer aufgenommen und durch Zugabe von 3 ul 10 % Dodecylmaltosid solubilisiert.
Die weitere Aufarbeitung (Rotator, Zentrifugation, Probenaufnahme) entspricht der der
plastiddren BN-Proben (C+, Thylakoide).

5.2.7 Biolistische Transformation von Blattgewebe

verwendete Materialien

autoklavierte Tréager
Agar-Platten 2% (w/v)
Goldpartikel 0,6 um Durchmesser

Die Goldpartikel-Suspension wurde immer frisch préapariert. Dazu wurden 2 mg Goldpar-
tikel dreimal in 100 % EtOH (1 ml) gewaschen (Zentrifugation: 15-20 sek bei 13 000 UpM,
Biofuge, Heraeus) und anschliefiend in 33,3 pul sterilem bidestilliertem Wasser aufgenom-

men. Die Konzentration der eingesetzten Plasmid-DNA wurde auf 300 ng/ul eingestellt.

Prizipitationsansatz fiir eine Transformation (2,5 ul):

Losung Volumen
60 ng/pl Gold 3,3 ul
300 ng/pul DNA-Plasmid 1,3 ul
2,5 M CaCl, 4,0 pl
0,1 M Spermidin 1,0l
Gesamtvolumen 9,6 pul

Der dargestellte Féallungsansatz wurde sorgfiltig gemischt und bei RT 10 min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Goldpartikel sedimentiert und 7,1 ul des Uberstandes (9,6 ul)
abgenommen. Die Goldpartikel wurden in den restlichen 2,5 ul (fiir eine Transformation)

erneut resuspendiert.

Die zur Transformation verwendeten Blétter (Pisum sativum, Arabidopsis thaliana, Spi-
nacia oleracea) wurden mittig auf Agarplatten aufgelegt. Zur biolistischen Transforma-

tion von Erbse wurden bereits geoffnete Blétter verwendet.
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Die biolistische Apparatur wurde in einer Sterilbank platziert und mit der Vakuum-
pumpe und der Heliumgasflasche verbunden. Der Heliumdruck zur Beschleunigung der
Goldpartikel wurde auf 12 bar eingestellt. Der Prézipitationsansatz (2,5 ul pro Transfor-
mation) wurde auf den Triager geladen und in die biolistische Apparatur eingesetzt. Das
Blattgewebe (auf Agarplatten aufliegend) wurde in der Apparatur unter dem Tréger
positioniert. Der Abstand zwischen dem Triager und dem Blattgewebe betrug 8 cm. Ein
Vakuum von -8 bar wurde in der biolistischen Kammer angelegt und die Partikel mit
Heliumdruck ins Gewebe geschossen. Die Agarplatten wurden mit 1ml sterilem Lei-
tungswasser versetzt und mit Parafilm verschlossen. Die Blatter wurden bis zur mikros-
kopischen Analyse iiber Nacht (ca. 12-14h) bei RT im Dunkeln aufbewahrt.
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