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Summary  

Summary 

 

The thylakoid membrane system, as a central location of photosynthetic activity in plants, 

harbors a huge number of soluble and membrane proteins, which were either translocated into 

the thylakoid lumen or inserted into the thylakoid membrane by use of four known transport 

pathways. One of these pathways is the Tat-dependent protein transport that exists not only at 

the thylakoid membrane of plants but also at the cytoplasmic membrane of bacteria and 

archaea. This transport pathway is characterized in particular by its ability to promote the 

translocation of fully folded proteins across ion-tight membranes in presence of a proton 

gradient (pH) and/or an electric potential (). In the thylakoid system, this is enabled by the 

Tat-translocase consisting of the three membraneous proteins TatA, TatB, and TatC. While 

TatB and TatC form a substrate binding receptor complex, TatA promotes translocation of the 

substrate in an until know unknown manner. The Tat-substrates carry a specific Tat-signal 

peptide with a conserved twin pair of arginines, which led to the term of this pathway (Tat = twin 

arginine translocation). This motif enables the binding of the Tat-substrate to the translocase 

and finally also the actual transport of the passenger protein. Following membrane translocation 

the Tat-signal peptide is generally removed by a processing peptidase.  

Using the chimeric 16/23 Protein, which shows drastically retarded transport behaviour, 

Tat-transport can be divided into consecutive steps including direct membrane interaction, 

TatBC receptor binding, and the TatA dependent translocation of this model substrate. All of 

these steps can be examined separately of each other. It was the aim of this work to gain 

further knowledge about the underlying mechanisms of these processes by analysing in detail 

the effect of the passenger protein.  

The first part of the present work addressed the question, which parts of the chimeric 

16/23 protein are involved in the direct membrane insertion and are therefore protected against 

proteases. Surprisingly it turned out that beside the hydrophobic Tat-signal peptide also the N-

terminus of the passenger protein is involved in membrane binding. In the second part it could 

be demonstrated that the 16/23 protein associates with the cis-face of the membrane rather 

than inserting into the bilayer via its membrane binding patches. Moreover, it was shown that a 

complete passenger protein is required for a stable membrane interaction, whereby this step 

was proven to be not essential for transport of the precursor protein. Additionally, it was proven 

that C-terminal truncations of the passenger protein have significant effects especially on the 

TatBC receptor binding and thus also on the transport rate of the precursor protein, whereby 

this effect depends on the extent of truncation. In the last part of the present work it was shown 

that heterologously overexpressed TatA is able to reconstitute Tat-transport of thylakoids whose 

TatA activity was inhibited using antiTatA antibodies. This allowed us to exactly quantify the 

amount of TatA which is required to promote the membrane translocation as well as the 
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dissociation of the 16/23 protein from the TatBC receptor complex. As it turned out, the amount 

of overexpressed TatA which is sufficient to efficiently reconstitute Tat-transport corresponds to 

the naturally occurring TatA-concentration identified in the thylakoid membrane. Furthermore, 

the obtained results suggest that TatA shows positive cooperativity regarding the catalysis of 

the Tat-dependent protein transport.   
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Zusammenfassung 

 

Das thylakoidale Membransystem als zentraler Ort der pflanzlichen Photosynthese 

beherbergt eine Fülle von löslichen und membranständigen Proteinen, die über vier bisher 

bekannte Transportwege in die Thylakoidmembran oder in das Thylakoidlumen inseriert bzw. 

transloziert werden. Einer dieser Wege ist der Tat-abhängige Proteintransport, welcher nicht nur 

an der Thylakoidmembran von Pflanzen sondern auch an der Cytoplasmamembran von 

Bakterien und Archaeen vorkommt. Dieser Transportweg zeichnet sich insbesondere durch 

seine Fähigkeit aus, nur in Anwesenheit eines Protonengradienten (pH) und/oder 

elektrochemischen Gradienten () die Translokation von völlig gefalteten Proteinen über eine 

ionendichte Membran zu vermitteln. Ermöglicht wird dies im thylakoidalen System durch eine 

Tat-Translokase, die aus den drei membranständigen Proteinen TatA, TatB und TatC besteht. 

Während TatB und TatC einen Rezeptorkomplex zur Bindung von Tat-Substraten bilden, 

vermittelt TatA über einen bisher unbekannten Mechanismus deren Translokation.  Tat-

Substratproteine besitzen ein spezifisches Tat-Signalpeptid mit einem essentiellen 

Doppelarginin-Motiv, das dem Transportweg seinen Namen verleiht (Tat = twin arginine 

translocation) und über dessen Bindung an die Translokase letztendlich der Transport des 

eigentlichen Passagierproteins ermöglicht wird. Nach erfolgter Membrantranslokation wird das 

Tat-Signalpeptid im Allgemeinen mittels Prozessierungspeptidasen entfernt. 

Mit Hilfe des chimären 16/23 Proteins, das ein verlangsamtes Transportverhalten 

aufweist, ist es möglich, den Tat-Transport in einzelne Schritte zu untergliedern. Demnach 

lassen sich die translokaseunabhängige Membraninteraktion, die TatBC-Rezeptorbindung als 

auch die TatA-abhängige Translokation dieses Modellsubstrats separat voneinander 

untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, über eine detaillierte Analyse des Einflusses des 

Passagierproteins auf diese Teilschritte weitere Kenntnisse über deren zugrunde liegenden 

Mechanismen zu erlangen. 

So wurde im ersten Teil dieser Arbeit der Frage nachgegangen, welche Bereiche des 

chimären 16/23 Proteins an der direkten Membraninteraktion beteiligt und somit gegenüber 

Proteasen geschützt sind. Es stellte sich überraschenderweise heraus, dass neben dem 

hydrophoben Signalpeptid auch der N-Terminus des Passagierproteins in die Membranbindung 

involviert ist. Im zweiten Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass das 16/23 Protein mit 

einem Großteil dieser membrangeschützten Bereiche eher an die cis-Seite der Membran 

assoziiert vorliegt und nicht in diese inseriert. Des Weiteren zeigte sich, dass für diese stabile 

Membraninteraktion das vollständige Passagierprotein benötigt wird und, dass dieser Schritt 

nicht essentiell für den Tat-abhängigen Membrantransport des Vorläuferproteins ist. Darüber 

hinaus ließ sich verdeutlichen, dass C-terminale Verkürzungen des Passagierproteins einen 

signifikanten Einfluss vor allem auf die TatBC-Rezeptorbindung und damit einhergehend auch 
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auf die Transportrate des Vorläuferproteins haben, wobei dieser Einfluss abhängig vom 

Ausmaß der Verkürzung ist. Im letzten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass heterolog 

überexprimiertes TatA in der Lage ist, die Transportfähigkeit von Thylakoiden zu 

rekonstituieren, deren TatA-Aktivität mittels antiTatA-Antikörper blockiert wurde. Dies 

ermöglichte die genaue Quantifizierung des TatA-Bedarfs sowohl für die Membrantranslokation 

als auch für die Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Rezeptorkomplex. Dabei stellte 

sich heraus, dass die Menge an überexprimiertem TatA, die für eine effiziente Rekonstitution 

des Tat-Transports benötigt wird, in etwa der natürlich vorkommenden TatA-Konzentration in 

der Thylakoidmembran entspricht. Zudem deuten die erhaltenen Daten darauf hin, dass TatA 

eine positive Kooperativität hinsichtlich der Katalyse des Tat-abhängigen Proteintransports 

aufweist. 
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Einleitung 1 

1.1  Kompartimentierung der eukaryontischen Zelle  

 

Der Zusammenschluss von hydrophoben Lipiden zu selektiv permeablen Membranen 

sowie die Integration von Proteinen in deren Lipiddoppelschicht stellten Meilensteine in der 

Evolution des frühen Lebens auf der Erde dar und bildeten die Basis für dessen heutige 

Diversität. Biomembranen ermöglichen es der Zelle, als grundlegende Einheit des Lebens, das 

stete Wechselspiel zwischen unterschiedlichen Kompartimenten, das vor allem in einem 

regulierten Austausch von Ionen, Proteinen und Stoffwechselmetaboliten besteht, zu 

kontrollieren. Darüber hinaus sind Membranen in Abhängigkeit von proteinogenen 

Bestandteilen sowie von der Lipidzusammensetzung lokal konzentrierte Reaktionsräume für 

essentielle biochemische Prozesse wie oxidative Phosphorylierung, Photosynthese oder 

Signaltransduktion und ermöglichen unter anderem die transiente Energiespeicherung in Form 

von elektrochemischen Potenzialgradienten.  

Während die Plasmamembran eine selektive Permeabilitätsbarriere gegenüber der 

äußeren Umwelt bildet (Singer und Nicolson, 1972), unterteilen zusätzliche 

Lipiddoppelschichten die Zellen von eukaryontischen Organismen in strukturell sowie funktionell 

distinkte subzelluläre Kompartimente wie Endoplasmatisches Retikulum (ER), Dictyosomen des 

Golgi-Apparats, Nukleus, Lysosomen, Peroxysomen, Mitochondrien und in pflanzlichen Zellen 

Chloroplasten. Jedes dieser Kompartimente beinhaltet dabei einen bestimmten Satz an 

Proteinen, die für dessen Funktion essentiell sind, wobei ein Großteil davon im Cytosol 

synthetisiert wird und dementsprechend nachfolgend in das Kompartimentlumen transportiert 

bzw. in die Kompartimentmembran integriert werden muss (Martin und Herrmann, 1998). Im 

Gegensatz zu allen anderen Kompartimenten weisen Mitochondrien und Plastiden als 

semiautonome Organellen zwei Hüllmembranen auf, die das Cytosol von der Organellmatrix 

separieren und zudem durch einen Intermembranraum voneinander getrennt sind. Aufgrund 

ihres endosymbiontischen Ursprungs (Schimper, 1883; Mereschkowsky, 1905; Margulis, 1970; 

Gray und Doolittle, 1982) besitzen diese Organellen noch eigene, wenn auch stark reduzierte, 

Genome von denen im Laufe der Evolution ein Großteil der Organellgene in das Kerngenom 

des eukaryontischen Wirtes transferiert wurde (Leister, 2003; Brown, 2003). Demnach liegt der 

Hauptanteil an organellspezifischen Proteinen im Kern kodiert vor und wird nach erfolgter 

Synthese in Form von Vorläuferproteinen vom Cytosol zum entsprechenden Organell dirigiert. 

Ermöglicht wird dies durch die im Vorläuferprotein enthaltenen Transitpeptide, die spezifisch mit 

membranständigen Transportapparaturen des jeweiligen Organells interagieren (Schatz und 

Dobberstein, 1996).  

Im Fall von Chloroplasten, bei denen sich im Stroma in Form von Thylakoiden ein 

weiteres Membransystem befindet, das eine Vielzahl an Proteinen wie zum Beispiel die meisten 

Komponenten des Photosyntheseapparats beherbergt, bedarf es für den Transport und die 
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Integration der entsprechenden thylakoidalen Proteine zusätzlicher Erkennungssequenzen 

sowie spezifischer Sortierungsmechanismen.  

 

1.2  Chloroplastidäre Transitpeptide 

 

Ermöglicht wird der organellgerichtete Transport der im Cytosol synthetisierten Proteine 

durch die Existenz eines Transitpeptides, das sich am N-Terminus des jeweiligen 

Vorläuferproteins befindet (McFadden, 1999; Bruce, 2000) und häufig durch eine große Anzahl 

an den beiden polaren Aminosäuren Serin und Threonin gekennzeichnet ist (von Hejine et al., 

1989; Schatz und Dobberstein, 1996). Dabei kann bei kerncodierten chloroplastidären 

Proteinen zwischen einfachen und zusammengesetzten Transitpeptiden unterschieden werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1  Einfache Transitpeptide 

 

Kerncodierte stromale Proteine wie die kleine Untereinheit der RuBisCO (SSU) oder das 

Ferredoxin weisen als Vorläuferproteine nur ein einfaches Transitpeptid in Form einer  

stromadirigierenden Domäne (STD) auf (Abb.1A). Diese ermöglicht in Abhängigkeit von 

Nukleosidtriphosphaten den Transport der Vorläuferproteine über die beiden Hüllmembranen 

des Chloroplasten mittels der TOC (translocon of the outer envelope of chloroplasts)- und TIC 

(translocon of the inner envelope of chloroplasts)-Komplexe (Theg et al., 1989; Perry und 

Keegstra, 1994; Young et al., 1999) in das Chloroplastenstroma und wird dort anschließend 

Abb.1 Schematische Darstellung chloroplastidärer Transitpeptide. A) Stromales Protein mit einfachem Transitpeptid, das nur 

aus der STD besteht. B) Protein mit zusammengesetztem Transitpeptid bestehend aus stromadirigierender (STD; blaues 

abgerundetes Rechteck) und thylakoiddirigierender Domäne (TTD; rotes abgerundetes Rechteck). Bei den Sec- und Tat-

Substratproteinen kann die TTD (auch als Signalpeptid bezeichnet) in die positiv geladene n-Region, die hydrophobe h-Region und 

die c-Region unterteilt werden. Das für den Tat-Transport essentielle Zwillingsargininmotiv wird separat gezeigt (RR). An gleicher 

Stelle befindet sich im Sec-Signalpeptid ein Lysin (K). Ebenso wurde die Spaltstelle der Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP) 

dargestellt (AxA). C) Protein mit zusammengesetztem Transitpeptid, das keine Spaltstelle für die stromale Prozessierungspeptidase 

(SPP) aufweist. D) Protein mit einfachem Transitpeptid in Form einer STD. Zudem besitzt es im N-terminalen Bereich des reifen 

Proteins eine nicht abspaltbare TTD. E) Polytopes Membranprotein mit einfachem Transitpeptid in Form einer STD. Im reifen Teil 

befinden sich mehrere Transmembrandomänen (TMD). Für weitere Details, siehe Text.     
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durch die stromale Prozessierungspeptidase (SPP) vom reifen Protein abgespalten (Robinson 

und Ellis, 1984).   

 

1.2.2  Zusammengesetzte Transitpeptide  

 

Die meisten kerncodierten Chloroplastenproteine, deren endgültiger Bestimmungsort 

entweder im Thylakoidlumen oder in der Thylakoidmembran liegt, besitzen hingegen ein 

zusammengesetztes Transitpeptid, bei dem sich eine thylakoiddirigierende Domäne (TTD), die 

auch als Signalpeptid bezeichnet wird, direkt C-terminal der STD anschließt (Smeekens et al., 

1986; Ko und Cashmore, 1989; Hageman et al., 1990). Nach erfolgtem Transport in das Stroma 

und anschließender Abspaltung der STD durch die SPP werden die entsprechenden Proteine 

unter anderem durch Interaktion des Signalpeptids mit der Membran oder mit spezifischen 

Translokasen in die Membran integriert bzw. über diese transloziert. Insbesondere die 

Translokasespezifität der zu transportierenden Thylakoidproteine wird dabei im Wesentlichen 

durch Primärsequenzunterschiede innerhalb des Signalpeptids bestimmt, auf die im 

Abschnitt 1.3 genauer eingegangen wird (siehe auch Abb.1B). Nach erfolgter Translokation 

über die Thylakoidmembran wird im Allgemeinen das Signalpeptid mittels der Membran-

assoziierten Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP) abgespalten und das reife Protein somit 

in das Thylakoidlumen entlassen (Hageman et al., 1986; Kirwin et al., 1987, 1988).  

Die beiden Proteine CF0II (Untereinheit II der ATP-Synthase) und PsaN (Untereinheit N 

des Photosystems I) bilden hiervon jedoch eine Ausnahme, da ihre zweigeteilten Transitpeptide 

aufgrund des Fehlens einer SPP-Spaltstelle erst nach deren Integration in die Membran 

abgespalten werden (Michl et al., 1994; Nielsen et al., 1994) (Abb.1C). Darüber hinaus befinden 

sich in einigen thylakoidalen Proteinen die thylakoiddirigierenden Sequenzen innerhalb des 

reifen Teils (Viitanen et al., 1988; Madueno et al., 1994). So ist die TTD des Rieske Fe/S-

Proteins am N-Terminus des reifen Teils lokalisiert und fungiert nach Abspaltung der STD als 

Membrananker für den ins Lumen weisenden hydrophilen Anteil des Proteins (Abb.1D). 

Hingegen weisen die LHCP Proteine (Apoproteine des LHCII-Komplexes) sowie das 

CP24 Apoprotein (Bestandteil des Chlorophyll a/b Antennenkomplexes CP24 assoziiert mit 

Photosystem II) mehrere hydrophobe Bereiche im jeweiligen reifen Proteinteil auf, die 

zusammen eine Integration der Proteine in die Thylakoidmembran ermöglichen (Kühlbrandt und 

Wang, 1991; Auchincloss et al., 1992) (Abb.1E).  

 

1.3  Mechanismen des Proteintransports an der Thylakoidmembran 

 

Eine Vielzahl an kerncodierten Chloroplastenproteinen werden nach erfolgtem Transport 

über die beiden chloroplastidären Hüllmembranen, der unter anderem mittels der TOC- und 
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TIC-Komplexe ermöglicht wird, aus dem Stroma in die Thylakoidmembran integriert oder über 

diese in das Thylakoidlumen transloziert. Realisiert werden diese Prozesse in Abhängigkeit vom 

Bestimmungsort und Faltungszustand des jeweiligen Substratproteins mittels vier 

verschiedener Transportwege, die im Folgenden beschrieben sind (siehe auch Abb.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Thylakoidlumen

Stroma

Cytosol

TIC

TOC

Intermembranraum

Y

SPP



A

ATP

SPP

SPP

GTP
pH

äußere Hüllmembran

innere Hüllmembran

Thylakoidmembran

SRP-abhängig pH/Tat-abhängigSec-abhängigspontan

pH

Abb.2  Schematische Darstellung des posttranslationellen Transports von kerncodierten Proteinen im Chloroplasten – 

modifiziert nach Gutensohn et al., 2006.  Neben den Toc- und Tic-Komplexen der beiden Hüllmembranen sind die vier 

Transportwege über die Thylakoidmembran sowie die benötigten stromalen und thylakoidalen Faktoren vereinfacht dargestellt. 

Stromadirigierende Importdomänen sind als dunkelblaue und thylakoiddirigierende Domänen als dunkelrote, abgerundete 

Rechtecke gezeigt. Ebenso sind die stromale und thylakoidale Prozessierungspeptidase als hell- bzw. dunkelorange, offene Kreise 

dargestellt. Für jeden Transportweg sind die entsprechenden Energiequellen gezeigt. Für weitere Details, siehe Text. (SRP, signal 

recognition particle; cpFtsY; chloroplastidärer SRP-Rezeptor FtsY; Tat, twin arginine translocation; SPP, stromale 

Prozessierungspeptidase; TPP, Thylakoidprozessierungspeptidase) 
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1.3.1  Insertion von Proteinen in die Thylakoidmembran  

 

Die Thylakoidmembran beherbergt um die 140 Membranproteine, von denen eine Vielzahl 

kerncodiert vorliegt (Celedon und Cline, 2012). Für die Integration dieser Membranproteine, die 

sich häufig in supramolekularen Komplexen wiederfinden, existieren in Abhängigkeit von der 

Natur des jeweiligen Proteins unterschiedlichste Mechanismen. So sind alle vier bis dato 

bekannten Transportwege in der Lage die Integration von Proteinen in die Thylakoidmembran 

zu vermitteln, wobei der Hauptteil der Proteininsertion über den „spontanen“ und SRP-

abhängigen Weg erfolgt.  

 

1.3.1.1  „Spontane“ Proteininsertion 

Eine Anzahl an Thylakoidproteinen mit einer oder zwei-helikaler 

Transmembrandomänen ist in der Lage auch in Abwesenheit von proteinogenen Rezeptoren 

bzw. Translokatoren sowie von jeglichen Energiequellen wie Nukleosidtriphosphaten oder 

einem Membranpotential in die Thylakoidmembran zu inserieren (Knott und Robinson, 1994; 

Robinson et al., 1996; Kim et al., 1998). Dieser als spontane oder direkte Insertion bezeichnete 

Prozess (Schleiff und Klösgen, 2001) wurde erstmals für die kerncodierte CF0II Untereinheit der 

ATP-Synthase beschrieben (Michl et al., 1994). Die Membranintegration dieses Proteins wird 

dabei wie bei den drei Photosystem II-Untereinheiten PsbW, PsbX und PsbY (Lorkovic et al., 

1995; Kim et al., 1998; Thompson et al., 1999) durch ein abspaltbares hydrophobes 

Signalpeptid ermöglicht. Darüber hinaus sind die Translokase-Untereinheiten SecE (Steiner et 

al., 2002) sowie TatA und TatB (Fincher et al., 2003) auch ohne ein solches Signalpeptid in der 

Lage spontan in die Thylakoidmembran zu inserieren, wobei allen bisher beschriebenen 

Proteinen gemein ist, dass sie nur durch eine einzelne membrandurchspannende Helix 

verankert sind (Michl et al., 1994; Thompson et al., 1999). Dem gegenüber stehen mit PsaG 

und PsaK Proteine, die mit zwei hydrophoben -Helices die Membran durchspannen und dabei 

ein kurzes hydrophiles Fragment flankieren, das im Lumen exponiert vorliegt (Michl et al., 1994, 

1999; Gutensohn et al., 2006). Die Beteiligung von proteinogenen Membranbestandteilen am 

Insertionsprozess kann dennoch nicht ganz ausgeschlossen werden. So konnten Samuelson et 

al. (2001) nachweisen, dass die vormals als spontan deklarierte Insertion des M13 procoat-

Proteins in die E. coli-Membran (Kuhn et al., 1986) durch das polytope Membranchaperon YidC 

vermittelt wird, von dem mit Alb3 auch ein homologes Protein in der Thylakoidmembran existiert 

(Sundberg et al., 1997; Bellafiore et al., 2002). 

 

1.3.1.2  SRP-abhängige Proteininsertion 

Während die Insertion von Proteinen mit einer oder gar zwei Transmembran-Helices noch 

durch eine spontane Insertion vermittelt werden kann, erfolgt die posttranslationelle Integration 
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von polytopen Membranproteinen wie den abundanten LHC Proteinen (LHCP) über den 

chloroplastidären SRP (signal recognition particle)-Weg. Obwohl unter anderem durch das 

Vorhandensein des cpSRP54 Proteins Homologien zum bakteriellen SRP-System vorliegen, 

unterscheidet sich das chloroplastidäre SRP54 Protein von allen anderen Systemen 

insbesondere durch das Fehlen einer assoziierten RNA sowie durch die Existenz einer 

zusätzlichen stromal lokalisierten Komponente, dem cpSRP43 Protein (Franklin und Hoffman, 

1993; Li et al., 1995; Schünemann et al., 1998; Kogata et al., 1999). Des Weiteren fungiert der 

cpSRP-Weg im Gegensatz zum cytosolischen Gegenpart in Bakterien hauptsächlich 

posttranslationell, wobei auch eine Beteiligung des cpSRP54 Proteins in der co-translationellen 

Integration des PsbA Proteins gezeigt werden konnte (Voelker und Barkan, 1995). Dabei wird 

angenommen, dass das cpSRP54 Protein durch seine Bindung an das am Ribosomen 

vorliegende Substrat dessen Transport an das SecYE-Translokon vermittelt, welches wiederum 

die laterale Insertion der hydrophoben Transmembrandomänen ermöglicht (Nilsson et al., 

1999).  

Hingegen erfolgt die posttranslationelle Integration von thylakoidalen Membranproteinen 

durch die Ausbildung eines im Stroma vorliegenden ternären cpSRP54/43-Substratkomplexes 

(Li et al., 1995; Eichacker und Henry, 2001), dessen nachfolgende Interaktion mit dem 

membranständigen Rezeptorprotein, cpFtsY, sowie die finale Insertion und vollständige 

Assemblierung der Transmembrandomänen durch das Membranchaperon Alb3 (Yi und Dalbey, 

2005). Sowohl die über das cpSRP54 Protein vermittelte Bindung des ternären Komplexes an 

cpFtsY, als auch die Weitergabe des Proteins an Alb3, benötigt GTP als Energiequelle 

(Schünemann et al., 1999; Kogata et al., 1999), wobei sowohl ATP als auch ein an der 

Thylakoidmembran befindlicher Protonengradient einen stimulierenden Effekt auf diese 

Prozesse aufweisen (Schünemann, 2007). Darüber hinaus konnte mittels in vitro- und in vivo- 

Experimenten auch eine direkte, über das cpSRP43 Protein vermittelte, Interaktion zwischen 

dem cpSRP-System und der Alb3-Integrase gezeigt werden (Lewis et al., 2010; Falk und 

Sinning, 2010; Dünschede et al., 2011).  

 

1.3.2  Translokation von Proteinen über die Thylakoidmembran  

 

Während die Insertion von Thylakoidmembranproteinen vor allem durch den cpSRP-

abhängigen und „spontanen“ Transportweg vermittelt wird, dienen sowohl der chloroplastidäre 

Sec- als auch der Tat-abhängige Transportweg zur posttranslationellen Translokation der ca. 80 

bis 100 kerncodierten Lumenproteinen über die Thylakoidmembran (Peltier et al., 2002; 

Schubert et al., 2002). Dabei werden die Substratproteine der jeweiligen Transportwege durch 

eine in ihrer Struktur durchaus einheitlichen Signalpeptidsequenz zu den jeweiligen 

membranständigen Translokasen dirigiert (Albiniak et al., 2012). Nach erfolgtem Transport des 
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Passagierproteins in das Thylakoidlumen erfolgt schließlich die N-terminale Abspaltung des 

hydrophoben Signalpeptids durch die Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP).  

 

1.3.2.1  Sec-abhängiger Proteintransport  

Mittels Sec-spezifischer Signalpeptide werden lumenale Proteine wie das Plastocyanin 

und das 33 kDa Protein des Wassserspaltungsapparats (OEC33) (Hulford et al., 1994; Yuan 

und Cline, 1994) zur chloroplastidären Sec-Translokase dirigiert und dort in ungefalteter Form 

über die Thylakoidmembran transloziert. Das an ihrem N-Terminus befindliche Signalpeptid 

weist dabei eine Drei-Domänen-Struktur auf, indem es aus einer positiv geladenen 

aminoterminalen Region (N-Domäne), gefolgt von einem hydrophoben Kernbereich 

(H-Domäne) und einer polaren carboxyterminalen Region (C-Domäne) zusammengesetzt ist 

(Jarvis und Robinson, 2004). Darüber hinaus befindet sich bei vielen Sec-Substraten im 

Übergangsbereich zwischen N- und H-Domäne ein typischer Lysinrest.  

Im Allgemeinen weist das chloroplastidäre Sec-Transportsystem starke Homologien zum 

gut charakterisiertem bakteriellen System auf (Mitra et al., 2006). So besteht auch die 

pflanzliche Sec-Translokase aus den membranständigen cpSecY und cpSecE Proteinen, die im 

Zusammenspiel mit dem cpSecA Protein die Translokation des ungefalteten Substrats 

vermitteln. SecA stellt eine membranassoziierte ATPase dar, die durch mehrere Zyklen der 

ATP-Bindung und Hydrolyse stufenweise den Transport des Peptids durch die cpSecYE-Pore 

ermöglicht (Yuan und Cline, 1994; Robinson et al., 1994; Berghöfer et al., 1995; Laidler et al., 

1995; Berghöfer und Klösgen 1996; Schuenemann et al., 1999; Jarvis und Robinson, 2004). Es 

konnte gezeigt werden, dass ein Protonengradient über der Thylakoidmembran zwar für diesen 

Prozess nicht essentiell ist, aber dennoch einen stimulierenden Einfluss auf die Sec-abhängige 

Translokation einiger Proteine haben kann (Mant et al., 1995).  

Um eine entfaltete Konformation der Substrate zu gewährleisten, die eine strikte 

Voraussetzung für deren erfolgreichen Transport darstellt (Endo et al., 1994; Hynds et al., 1998; 

Marques et al., 2004), besitzen gram-negative Bakterien wie E. coli mit SecB ein als Chaperon 

fungierendes Protein, das im Cytoplasma lokalisiert ist (Manting und Driessen, 2000). Da sich 

kein homologes Protein zu SecB in Chloroplasten nachweisen lässt, ist noch unklar, ob auch 

die chloroplastidären Sec-abhängigen Substratproteine mittels anderer stromaler Chaperone 

vor dem Transport über die Thylakoidmembran in einem entfalteten Zustand gehalten werden. 

Des Weiteren existieren in Bakterien und Archaeen noch weitere Sec-Untereinheiten, wie das 

SecG Protein, das eine zusätzliche Komponente der bakteriellen Translokase darstellt, oder der 

SecDF-Komplex, bei dem es sich möglicherweise um eine Art membranintegriertes Chaperon 

handelt, das auch unabhängig von ATP die Proteintranslokation bewirkt (Tsukazaki et al., 

2011). 
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1.3.2.2  Tat-abhängiger Proteintransport 

Im Gegensatz zum Sec-abhängigen Proteintransport zeichnet sich der Tat-abhängige 

Proteintranslokationsweg, der ebenfalls in der Cytoplasmamembran von Bakterien und 

Archaeen sowie in der Thylakoidmembran von Pflanzen vorzufinden ist (Müller und Klösgen, 

2005), durch seine einzigartige Fähigkeit aus Proteine in vollständig gefalteter Form über eine 

ionendichte Membran zu translozieren (Clark und Theg, 1997; Hynds et al., 1998; Santini et al., 

1998; Sargent et al., 1998; Marques et al., 2003, 2004). Im Chloroplasten werden dabei 

vermutlich bis zu 50% der lumenal lokalisierten Proteine über den Tat-abhängigen 

Transportweg transportiert (Schubert et al., 2002). Ermöglicht wird der Transport durch ein 

Signalpeptid, was in seiner Struktur dem Signalpeptid von Sec-Substratproteinen ähnelt, sich 

jedoch von diesem durch eine etwas geringere Hydrophobizität in der H-Domäne sowie durch 

ein charakteristisches und zugleich namensgebendes Zwillingspaar an Argininresten (Tat = twin 

arginine translocation) am Ende der positiv geladenen N-Domäne unterscheidet (Chaddock et 

al., 1995) (siehe Abb.1B). Im Falle von Gram-negativen Bakterien wie E. coli liegt das 

Argininpaar in der relativ konservierten Sequenz SRRxFLK vor, bei der die Position des x häufig 

von einer polaren Aminosäure eingenommen wird (Berks, 1996; Stanley et al., 2000).  

Das Tat-Signalpeptid kann hierbei nicht nur den Transport von einzelnen gefalteten 

Passagierproteinen ermöglichen, sondern auch von zwei unabhängig voneinander gefalteten 

Proteinen, ungeachtet dessen, ob diese Bestandteil einer durchgehenden Polypeptidkette sind 

(Fan et al., 2010) oder sich mittels Protein-Protein-Interaktion in Form eines Heterooligomers 

befinden (Rodrigue et al., 1999). Vor allem im bakteriellen System wird die Faltung von Co-

Faktor-enthaltenden Passagierproteinen als eine Grundvoraussetzung für deren Translokation 

angesehen (Weiner et al., 1998; Sargent et al., 1998; Santini et al., 1998, 2001; Berks et al., 

2000; Palmer und Berks, 2003), wenngleich auch gezeigt werden konnte, dass ungefaltete oder 

falsch gefaltete Proteine durchaus vom Tat-Translokon akzeptiert werden (Hynds et al., 1998) 

wenn keine größeren hydrophoben Bereiche auf ihrer Oberfläche exponiert vorliegen (Richter et 

al., 2007).  

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zum Sec-abhängigen Proteintransport besteht 

darin, dass der Tat-Transportweg nicht von stromalen Faktoren und Nukleosidtriphosphaten 

abhängig ist (Mould und Robinson, 1991; Cline et al., 1992; Klösgen et al., 1992; Nielsen et al., 

1994), sondern ausnahmslos von einem Membranpotential, aufgebaut durch einen 

Protonengradienten (pH) und/oder einem elektrochemischen Gradienten (), angetrieben 

wird (Finazzi et al., 2003; Theg et al., 2005). Während im pflanzlichen System mittels 

Importstudien an isolierten Chloroplasten und Thylakoiden gezeigt werden konnte, dass 

gleichwohl beide Gradienten zur Energetisierung der Tat-abhängigen Translokation von 

Proteinen beitragen können (Jarvis und Robinson, 2004; Braun et al., 2007), verweisen 
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Analysen im bakteriellen System eher auf den elektrochemischen Gradienten (als alleinig 

treibende Kraft (Bageshwar und Musser, 2007). 

Neben dem Vorhandensein eines Membranpotentials wird die Translokation des 

gefalteten Passagierproteins vor allem durch einen membranständigen Tat-Apparat ermöglicht, 

der sowohl in Chloroplasten als auch in Gram-negativen Bakterien aus drei Protein-

Untereinheiten mit den Bezeichnungen TatA, TatB und TatC besteht. Im pflanzlichen System 

werden diese Untereinheiten bezugnehmend auf deren Entdeckungshistorie häufig auch als 

Tha4, Hcf106 und cpTatC bezeichnet (Mori et al., 1999; Walker et al., 1999; Mori et al., 2001). 

In E. coli findet sich neben den drei beschriebenen Tat-Untereinheiten mit TatE eine weitere 

funktionelle Tat-Komponente (Baglieri et al., 2012), die eine starke Homologie zu TatA aufweist 

(Wu et al., 2000) und vermutlich als Produkt einer kryptischen Genduplikation von dieser 

Untereinheit angesehen werden kann (Jack et al., 2001). Darüber hinaus existiert in den 

meisten Gram-positiven Bakterienstämmen eine minimierte Tat-Translokase, die nur aus den 

Untereinheiten TatA und TatC besteht, wobei verschiedenste Studien darauf hinweisen, dass 

dieser Minimal-Transportapparat in ähnlicher Weise die Translokation von Tat-Substraten 

vermittelt wie die TatABC-Translokase von Gram-negativen Bakterien (Jongbloed et al., 2006; 

Robinson et al., 2011). Es wird vermutet, dass TatA in diesen Systemen bi-funktional agiert, 

indem es die Funktionen von TatA und TatB übernimmt (Jongbloed et al., 2006).  Von Bacillus 

subtilis ist sogar bekannt, dass zwei Tat-Translokasen parallel fungieren, die in Abhängigkeit 

von verschiedenen Bedingungen selektiv die Sekretion von speziellen Tat-Substraten 

ermöglichen. Während die TatAyCy-Translokase unter sämtlichen Bedingungen exprimiert wird, 

scheint der TatAdCd-Transportapparat nur unter Phosphatmangel in der Membran vorzuliegen 

(Jongbloed et al., 2000; Pop et al., 2002; Nicolas et al., 2012). Interessanterweise produziert 

diese Spezies mit TatAc noch eine dritte TatA-Variante, die mit den TatCd- und TatCy-

Untereinheiten aktive Translokasen bilden kann (Monteferrante et al., 2012). Ein weiteres Indiz 

dafür, dass dem Transport mittels TatAC-Translokasen auch in Abwesenheit von TatB ein 

ähnlicher Mechanismus zugrunde liegt wie dem Pendant in Gram-negativen Bakterien, besteht 

in der Fähigkeit von TatAdCd das E. coli-eigene TatABC-System funktionell zu ersetzen 

(Barnett et al., 2008).  

Erst seit kurzem sind auch die genauen Strukturen von TatA aus B. subtilis (Hu et al., 

2010) und E. coli (Rodriguez et al., 2013) sowie von TatC aus dem hyperthermophilen 

Bakterium Aquifex aeolicus bekannt (Rollauer et al., 2012; Ramasamy et al., 2013). Während 

TatC wie schon durch vorherige Topologiestudien vermutet (Behrendt et al., 2004) ein 

polytopes Protein mit sechs Transmembran-Helices und einer N-terminalen stromalen Domäne 

darstellt, weisen TatA und TatB eine bitope Membrantopologie mit einem einzelnen N-terminal 

lokalisierten Membrananker auf (Abb.3). Die Helices von TatC bilden eine „Handschuh“-artige 

Struktur mit einer Lipidexponierten Tasche, die laut molecular dynamics Berechnungen als 
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Bindestelle für das Signalpeptid von Tat-Substraten dienen könnte (Ramasamy et al., 2013). 

Die mittels Kernspinresonanzspektroskopie erhaltenen Strukturen von TatA zeigen hingegen 

eine langgestreckte, vermutlich peripher an der Membran anliegende, amphipathische Helix, die 

nur durch einen kleinen hinge mit der Transmembrandomäne verbunden ist (Hu et al., 2010; 

Rodriguez et al., 2013). Diese Strukturen stehen dabei im Einklang mit vorherigen CD- und 

NMR-Strukturanalysen (Lange et al., 2007; Müller et al., 2007). Obwohl für TatB noch keine 

Strukturdaten zur Verfügung stehen, kann aufgrund der homologen Sequenzen von TatA und 

TatB stark davon ausgegangen werden, dass diese derjenigen von TatA ähnelt, auch wenn 

TatB einen längeren stromal bzw. cytoplasmatisch exponierten C-Terminus aufweist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trotz aller Ähnlichkeiten zu TatB ist die Membrantopologie sowie die eigentliche 

Lokalisierung von TatA immer noch Gegenstand von Diskussionen. Unter anderem wird 

diskutiert, ob nicht auch die amphipathische Helix eine transmembrane Orientierung annehmen 

kann, sodass beide Termini auf der trans-Seite der Membran exponiert vorliegen (Gouffi et al., 

2004) oder gar das gesamte Protein eine inverse Topologie mit einem cis-orientierten 

N-Terminus aufweist (Chan et al., 2007). Zudem konnte eine funktionelle lösliche Form von 

TatA im Chloroplastenstroma (Frielingsdorf et al., 2008) sowie im Cytoplasma von einigen 

Bakterien (Pop et al., 2003; De Keersmaeker et al., 2005; Westermann et al., 2006) identifiziert 

werden.  

 

 

Abb.3  Untereinheiten  des Tat-Apparats.  Dargestellt sind die Strukturen von TatA nach (Rodriguez et al., 2013; PDB code: 

2LZR) aus E. coli und TatC (nach Rollauer et al., 2012; PDB code: 4B4A) aus Aquifex aeolicus sowie das Schema von TatB, von 

dem noch keine genaue Struktur vorliegt. Die vorhergesagte Transmembranhelix und amphipathische Helix sind als Zylinder 

hervorgehoben. Die Lipiddoppelschicht ist als gelbe Schattierung visualisiert. Für weitere Details, siehe Beschreibung im Text. 
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1.4  Das chimäre 16/23 Protein ermöglicht die Analyse einzelner 

Translokationsschritte 

 

Unter anderem durch die Verwendung des chimären 16/23 Proteins (Clausmeyer, 1992), 

das aus dem Transitpeptid des 16 kDa Proteins (OEC16) sowie aus dem reifen Teil des 23 kDa 

Proteins (OEC23) vom Wasserspaltungsapparat aus Spinat besteht und aufgrund einer 

veränderten TPP-Schnittstelle ein verlangsamtes Transportverhalten aufweist, war es möglich, 

den Tat-abhängigen Proteintransport in einzelne Schritte zu untergliedern (Berghöfer und 

Klösgen, 1999; Hou et al., 2006; Frielingsdorf und Klösgen, 2007). Aufgrund des relativ 

langsamen Translokationsprozesses lassen sich im Zuge von Organell- und Thylakoid-

Transportexperimenten neben geringen Mengen an reifem Protein im Thylakoidlumen 

zeitabhängig auch Translokationsintermediate nachweisen, die an der Thylakoidmembran 

lokalisiert sind. Insbesondere für dieses chimäre Protein konnte mittels 

Liposomeninsertionsexperimenten gezeigt werden, dass das Vorläuferprotein unter  Ausbildung 

des frühen Translokationsintermediats 1 (Ti-1) spontan mit Membranen interagieren kann, 

wobei bis dato nicht geklärt ist, ob diese Interaktion in einer Insertion des Proteins in die 

Lipiddoppelschicht oder in einer Assoziation an die cis-Seite der Membran besteht (Hou et al., 

2006, Schlesier und Klösgen, 2010). Das dieser spontan ablaufende Prozess nicht nur auf das 

16/23 Protein beschränkt ist, zeigen unter anderem Studien mit einigen bakteriellen Tat-

Substraten, in denen eine von Membranproteinen unabhängige Bindung des Substrats an die 

Zielmembran als früher Translokationsschritt beschrieben werden konnte (Shanmugham et al., 

2006, Bageshwar et al., 2009). Für einige bakterielle Proteine konnte darüber hinaus auch eine 

vollständige Insertion mit einem Periplasmaexponierten loop-Bereich nachgewiesen werden 

(Karlsson et al., 2012).  

In einem zweiten Schritt der Translokation binden potenzielle Tat-Substrate entweder 

direkt aus dem Stroma kommend oder im Fall des zuvor membrangebundenem 16/23 Proteins 

vermutlich in Ti-1 Konformation an den TatBC-Rezeptorkomplex (Cline und Mori, 2001; Richter 

und Brüser 2005). Die retardierte Translokation des chimären 16/23 Proteins führt dabei zu 

einer Akkumulation des Tat-Substrats am Rezeptor, was wiederum den Nachweis von zwei 

ternären TatBC-Substratkomplexen bei 560 und 620 kDa mittels Blue-

Native-Polyacryamidgelelektrophorese (BN-PAGE) ermöglicht (Berghöfer und Klösgen, 1999; 

Frielingsdorf und Klösgen, 2007; Jakob et al., 2009). Sowohl im pflanzlichen als auch im 

bakteriellen System konnte zudem gezeigt werden, dass das Substrat mittels seines 

Signalpeptids dabei in einer für den Transport und die anschließende finale Prozessierung 

günstigen Position am Komplex assoziiert vorzuliegen scheint, bevor es zur Translokation des 

Passagierproteins kommt (Gérard und Cline, 2007; Fröbel et al., 2012).   
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Für den eigentlichen Translokationsprozess des gefalteten reifen Proteinteils über die 

Membran bedarf es der Anwesenheit von funktionellem TatA, welches von einem 

Membranpotential abhängig transient mit dem ternären TatBC-Substratkomplex interagiert 

(Mori und Cline, 2002; Alami et al., 2003; Frielingsdorf et al., 2008; Aldridge et al., 2014). Die 

Funktion, die TatA während dieses Prozesses einnimmt, ist dabei weitestgehend ungeklärt. So 

umspannen verschiedene Arbeitsmodelle für die Translokation von globulären Tat-Substraten 

unter anderem eine Porenbildung durch TatA-Oligomerisierung am ternären Komplex, eine 

TatA induzierte „Membranaufweichung“ oder eine TatA-vermittelte Translokation durch den 

TatBC-Komplex (Mori und Cline, 2002; Gohlke et al., 2005; Cline und McCaffery, 2007; Natale 

et al., 2008; Jakob et al. 2009). Obwohl TatA als ein Membranprotein mit bitopischer Topologie 

beschrieben wird, lassen jedoch divergente Daten zur TatA-Stöchiometrie in unterschiedlichen 

Spezies (Jack et al., 2001; Jakob et al., 2009; Celedon und Cline, 2012; Hauer et al., 2013), der 

Nachweis von abundanten Mengen des Proteins im Stroma bzw. im Cytoplasma sowie dessen 

Fähigkeit membrangebundenes TatA nach äußerer Zugabe funktionell zu ersetzen (Dabney-

Smith et al., 2003; Frielingsdorf et al., 2008) den Schluss zu, dass TatA eher ein ambivalentes 

Protein darstellt, das sich im steten Übergang zwischen Membran und löslicher Phase befindet. 

Die TatA-vermittelte Translokation über die Thylakoidmembran kann hierbei mittels des 

16/23 Proteins durch die Detektion des zweiten Translokationsintermediats (Ti-2) nachvollzogen 

werden. In dessen Konformation liegt nur noch der N-Terminus exponiert im Stroma vor, 

während sich der reife Proteinteil auf der lumenalen Seite der Membran befindet.  

 

             

             

             

             

             

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4  Modell zur Tat-abhängigen Translokation des 16/23 Proteins über die Thylakoidmembran. Einzelne 

Translokationsschritte, deren genaue Abläufe noch nicht vollständig geklärt sind, wurden mit einem Fragezeichen versehen. Rot 

unterlegt sind zudem Fragestellungen, die in dieser Arbeit Gegenstand näherer Untersuchungen sein sollten. Für weitere Details, 

siehe Beschreibung im Text. 
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Einleitung 1 

 

Im letzten Schritt des gesamten Transportprozesses wird das translozierte Protein 

vermutlich in seiner Ti-2 Konformation durch Signalpeptidprozessierungspeptidasen vom Typ I 

final prozessiert, indem das Signalpeptid vom reifen Protein abgespalten wird. Im Falle des 

16/23 Proteins als thylakoidales Tat-Substrat übernimmt diesen Prozess die 

Thylakoidprozessierungspeptidase (TPP), in dessen Folge das reife 23 kDa Protein ins Lumen 

entlassen wird (Halpin et al., 1989). Es besteht jedoch noch Unklarheit darüber, ob die 

Substratproteine zum Zeitpunkt der Prozessierung an der Translokase gebunden vorliegen oder 

schon lateral in die Membran entlassen wurden. Einige Studien im bakteriellen und pflanzlichen 

System mit nicht-prozessierbaren Substraten könnten darauf hindeuten, dass dieser Prozess 

eher nach Dissoziation des Substrats vom TatBC-Komplex in die Membran erfolgt (Molik et al., 

2001; Frielingsdorf und Klösgen, 2007; Ren et al., 2013). 

Zur besseren Veranschaulichung sind die beschriebenen Schritte der Translokation für 

den Tat-abhängigen Proteintransport des chimären 16/23 Proteins in Abbildung 4 schematisch 

dargestellt.  

 

1.5  Zielstellung 

 

Gegenstand dieser Arbeit war es mit Hilfe des chimären 16/23 Proteins weitere 

Kenntnisse über die Interaktion von Tat-Substraten sowohl mit der Thylakoidmembran als auch 

mit der Tat-Translokase sowie über den TatA-abhängigen Transportmechanismus zu erlangen.  

So sollte zum einen untersucht werden, welche Anteile des 23 kDa Passagierproteins an 

der Bildung des Translokationsintermediates 1 (Ti-1) zu einem frühen Zeitpunkt des 

16/23 Proteintransports beteiligt sind und zum anderen welche Topologie das Vorläuferprotein 

in Form dieses Intermediates an der Membran besitzt. Darüber hinaus sollte der Frage 

nachgegangen werden, inwiefern der Tat-abhängige Proteintransport durch C-terminale 

Verkürzungen des 23 kDa Passagierproteins in seiner Funktion beeinträchtigt wird und, damit 

einhergehend, welche Schritte der Translokation womöglich von der Konformation des reifen 

Proteinteils abhängig sind. Basierend auf früheren Studien, die zeigen konnten, dass stromales, 

lösliches TatA in der Lage ist, den Transport von TatA-defizienten Thylakoiden zu 

rekonstituieren (Dabney-Smith et al., 2003; Frielingsdorf et al., 2008), wurde abschließend 

beabsichtigt, den tatsächlichen TatA-Bedarf für den Transport des 16/23 Proteins sowie für 

dessen Dissoziation vom TatBC-Rezeptorkomplex quantitativ zu bestimmen, um somit weitere 

Hinweise auf die eigentliche Funktion des TatA Proteins während des Translokationsprozesses 

zu erhalten.  
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2.2     Das Passagierprotein ist an der Membranbindung als ersten 

 Schritt des Tat-abhängigen 16/23 Proteintransports beteiligt 

 

2.2.1 Zusammenfassung 

 

Der erste Schritt des Tat-abhängigen Transports des chimären 16/23 Proteins über die 

Thylakoidmembran führt zu dem frühen Translokationsintermediat 1 (Ti-1), das durch die 

Bindung oder Insertion von Teilen des Vorläuferproteins an bzw. in die Thylakoidmembran 

entsteht. In dieser Konformation liegen sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus des 

Vorläuferproteins stromal exponiert vor. Aufgrund dessen können beide Termini durch eine 

extern zugegebene Protease wie Thermolysin gespalten werden, so dass nur ein ca. 14 kDa 

großes, proteasegeschütztes Ti-1 Fragment als Degradationsprodukt zurückbleibt (siehe Abb.5 

und Hou et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es wurde vermutet, dass sowohl das Transitpeptid als auch das Passagierprotein an der 

Membraninteraktion und somit in der Ausbildung des Ti-1 beteiligt sind. Um dies zu überprüfen 

wurden die gegenüber Thermolysin geschützten Enden des Ti-1 Fragmentes mittels eines 

systematischen cysteine scanning-Ansatzes präzise lokalisiert. Zu diesem Zweck wurden 

einzeln ausgewählte Codons innerhalb der codierenden Sequenz des 16/23 Proteins durch 

Codons für Cystein mittels zielgerichteter Mutagenese ersetzt und die entsprechenden 

Mutanten nach erfolgter Translation in Anwesenheit von radioaktivem Cystein in 

Thylakoidtransportexperimenten eingesetzt. Da sich im unveränderten 16/23 Protein nur ein 

einzelnes Cystein in der Nähe des C-Terminus befindet, das ausschließlich nach einem 

vollständigen Transport des reifen Proteinteils über die Thylakoidmembran gegenüber 

Abb.5 Entstehung des Ti-1 Fragments.  N- und C-

Terminus des 16/23 Vorläuferproteins liegen in der 

Konformation des Translokationsintermediats 1 (Ti-1) 

stromal exponiert vor und können durch Zugabe einer 

Protease (oranger Cartoon) degradiert werden. Nach 

Proteasebehandlung bleibt ein durch die Membran 

geschütztes, Ti-1 spezifisches 14 kDa Degradationsfragment 

zurück (Ti-1 Fragment). Das 16 kDa Transitpeptid sowie das 

23 kDa Passagierprotein sind in rot bzw. blau dargestellt.  
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Thermolysin geschützt vorliegt, kann kein Ti-1 Fragment nachgewiesen werden, wenn das 

Protein mit radioaktivem 35S-Cystein anstelle von 35S-Methionin markiert wird. Liegt jedoch nun 

in den Cysteinderivaten des 16/23 Proteins der eingefügte Cysteinrest innerhalb des 

proteasegeschützten Ti-1 Fragments, so lässt sich dessen 14 kDa Bande im SDS-Gel 

detektieren.  

Im Zuge dessen wurden die Mutanten S37C, A50C, S54C, S60C, S115C, S153C.S159C, 

S165C, A175C, G178C, S182C und S188C generiert und hinsichtlich ihres Transportverhaltens 

untersucht. Basierend auf Thylakoidtransportexperimenten, die parallel sowohl mit 

35S-Methionin- als auch 35S-Cystein-Markierung der Mutanten durchgeführt wurden, konnte 

jeglicher Effekt der eingeführten Mutationen auf den Transportvorgang ausgeschlossen werden. 

Von allen untersuchten Vorläuferproteinen war nur bei den fünf 35S-Cystein markierten 

Mutanten S37C, A50C, G178C, S182C und S188C kein Ti-1 Fragment in den 

proteasebehandelten Thylakoidfraktionen detektierbar. Demnach sind diese Positionen für 

Thermolysin nach Membraninteraktion des 16/23 Proteins zugänglich und somit nicht Teil des 

Ti-1 Fragmentes. Im Gegensatz dazu müssen sich alle anderen untersuchten Positionen, von 

S54C bis A175C, in diesem Fragment befinden, da bei den entsprechenden Mutanten dessen 

Bande deutlich detektierbar ist. Unter Verwendung dieser Ergebnisse sowie dem 

Vorhersageprogramm Peptide Cutter konnten die entsprechenden Thermolysinspaltstellen 

genau bestimmt werden: N-Terminal zwischen Gln52 und Val53, sowie C-Terminal zwischen 

Tyr176 und Phe177. Daraus ergibt sich für das proteasestabile Ti-1 Fragment eine Länge von 

124 Aminosäuren und somit ein Molekulargewicht von ca. 13,5 kDa, welches mit dem 

beobachteten Laufverhalten des Fragments im denaturierenden Gel korreliert.   

In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das 16/23 Protein im Zuge von 

Insertionsexperimenten spontan mit artifiziellen Membranen von Liposomen interagieren kann 

und dass nach Thermolysinbehandlung der Insertionsansätze ein Degradationsprodukt ähnlich 

dem Ti-1 detektierbar ist (Hou et al., 2006). Dies führte zur Vermutung, dass der 

membrangeschützte Teil des 16/23 Proteins in beiden Fällen identisch ist. Um dies zu klären, 

wurden einige der generierten Cysteinderivate des 16/23 Proteins in Insertionsexperimenten mit 

Liposomen aus Phosphatidylcholin analysiert. Es stellte sich heraus, dass das Ti-1 Fragment 

ausschließlich mit den 35S-Cystein-markierten Mutanten nachweisbar ist, die bereits im Zuge 

von Thylakoidtransportexperimenten eine eindeutige Ti-1 Fragmentbande gezeigt haben. Dies 

bedeutet nicht nur, dass das 16/23 Protein selbst in Abwesenheit von Membranproteinen in der 

Lage ist spontan an Membranen zu binden, sondern lässt ebenso vermuten, dass die Topologie 

des Proteins in oder an der Membran unabhängig von deren jeweiligen Lipidzusammensetzung 

ist.   

Das wohl bemerkenswerteste Ergebnis dieser Studie ist, dass das proteasestabile 

Ti-1 Fragment nicht nur das hydrophobe Signalpeptid, sondern auch annähernd die Hälfte des 
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23 kDa Passagierproteins umfasst. Ein Vergleich der proteasegeschützten Region des 

16/23 Proteins mit der Röntgenkristallstruktur des reifen 23 kDa Proteins zeigt eine prominente, 

amphipathische -Helix am C-terminalen Ende des Ti-1 Fragments, die durchaus eine starke 

Membraninteraktion des Vorläuferproteins begünstigen könnte. Es bleibt jedoch unklar, ob es 

dabei zu einer partiellen Entfaltung bzw. Umlagerung innerhalb der Struktur des 

Passagierproteins kommt. Darüber hinaus bleibt zu klären, ob das Protein als 

Translokationsintermediat 1 eine Transmembrantopologie aufweist. Dies wäre möglich, wenn 

die amphipathische -Helix zumindest temporär eine Transmembranorientierung annimmt und 

somit ein über 70 Reste langes, hydrophiles Fragment einschließt. Alternativ wäre aber auch 

denkbar, dass das 16/23 Protein nur partiell in die äußere Lipidschicht der Membran inseriert, 

wodurch das hydrophile Fragment in unbekannter Form proteasestabil auf der stromalen Seite 

verbleibt.   

 

2.2.2 Artikel 
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2.2.3 Ergänzende Ergebnisse 

 

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob das 16/23 Protein eine integrale loop-

Topologie innerhalb der Membran annimmt (siehe Abb.6) oder ob es nur partiell in die äußere 

Lipidschicht inseriert bzw. lediglich von außen der Membran anhängt, in einer Konformation 

jedoch, die einen kompletten proteolytischen Abbau verhindert. Ziel war es somit, hydrophile, 

stromal exponierte und mögliche lumenal lokalisierte Regionen innerhalb des 16/23 Proteins 

genauer zu bestimmen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein etablierter Ansatz zur genauen Untersuchung von Membrangrenzen und 

Membranproteintopologien ist die chemische Modifikation von Cysteinseitenketten, genannt 

SCAM (substituted cysteine accessibility method) (zusammengefasst in Bogdanov et al., 2005). 

Diese Methode beruht dabei auf der Verwendung von thiolmodifizierenden Reagenzien wie 

AMS (4-Azetamido-4´-Maleimidylstilben-2,2´-disulfonsäure) oder MalPEG5000 

(Methoxypolyethylenglykolmalimid) (Chan et al., 2007; Koch et al., 2012), die freie Cysteinreste 

unter Ausbildung einer stabilen Thioether-Verbindung modifizieren.  

 

2.2.3.1   Bestimmung der Ti-1 Membrantopologie mittels AMS 

Zunächst sollte analysiert werden, inwiefern AMS in der Lage ist die Cysteine sowohl im 

unveränderten 16/23 Protein als auch in dessen Cysteinsubstitutionsmutanten, die vormals für 

die Lokalisierung des Ti-1 Fragmentes benutzt wurden (Schlesier and Klösgen, 2010), in 

Lösung zu modifizieren. Für diesen Versuch wurde jeweils ein Aliquot der entsprechenden 

radioaktiven in vitro-Translationen der Mutanten, versetzt mit HM-Puffer, mit AMS inkubiert. Wie 

in Abbildung 7A zu sehen, weisen alle Cysteinmutanten des 16/23 Proteins einen leichten 
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Abb.6 Mögliche Konformation des Ti-1 an der 

Thylakoidmembran.  Schematische Darstellung einer Ti-1 

Konformation  an der Thylakoidmembran (gelb), wie sie in 

Schlesier und Klösgen (2010) diskutiert wird. Cysteinreste 

(-SH), die zur Bestimmung der Ti-1 Fragmentgröße und 

Membrantopologie im Verlauf dieser Arbeit in das 

16/23 Protein eingefügt wurden, sind entsprechend ihrer 

Postionen innerhalb der Primärsequenz nummeriert. Die 

Positionen der Thermolysinspaltung  sind gesondert markiert 

(blaue Pfeilköpfe). Zudem sind das Doppelarginin-Motiv (RR) 

und die nachfolgende hydrophobe Helix des Tat-

Signalpeptids rot bzw. blau hervorgehoben. Ein zweite, 

transmembrane Helix (grau) sowie ein möglicher lumenaler 

loop (dunkel blau) stehen zur Diskussion und sind mit einem 

Fragezeichen gekennzeichnet. Für weitere Details, siehe 

Text.  
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Banden-shift des Vorläuferproteins (p) auf. Dieses Experiment zeigt, dass alle eingeführten 

Cysteine mittels AMS modifiziert werden können, wohingegen das C-terminale Cystein des 

unveränderten 16/23 Proteins zumindest in löslicher Phase nicht zugänglich für das Reagens 

zu sein scheint.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In einem nächsten Schritt wurde diese Methode auf Thylakoidtransportexperimente mit 

den jeweiligen Cysteinsubstitutionsmutanten des 16/23 Proteins angewendet (Abb.7B). Da 

AMS laut Literatur nicht in der Lage ist Membranen zu passieren (Chan et al., 2007), wurde 

davon ausgegangen, dass nur diejenigen Mutanten modifiziert werden sollten, die ein 

Cysteinrest innerhalb eines stromal exponierten Proteinbereiches beherbergen. Nach erfolgter 

Abb.7 Cysteinmodifikation von 16/23 Derivaten mittels des thiolspezifischen Reagens AMS. (A) Aliquots der in vitro 

Translationen der aufgeführten Cysteinmutanten des 16/23 Proteins  wurden für 30 min bei 30°C mit 500 µM AMS in HM-Puffer 

inkubiert. Die eingesetzten Vorläuferproteine sowie AMS crosslinking-Produkte (p+AMS) sind markiert. (B) Nach Inkubation der 

Thylakoide mit den 16/23 Derivaten für 10 min bei 25°C wurden die  Transportansätze in zwei Fraktionen aufgeteilt. Beide 

Fraktionen wurden mit Thermolysin für 30 min bei 4°C behandelt und anschließend, nach dem Abstoppen der proteolytischen 

Degradation, für weitere 30 min bei 30°C mit HM-Puffer oder  500 µM AMS inkubiert. Die Banden der Translokationsintermediate 1 

und 2 (Ti-1 und Ti-2), des reifen Proteins (m) sowie der AMS crosslinking-Produkte (Ti-2+AMS, m+AMS) sind angezeigt.  (C) 

Liposomen, bestehend aus Phosphatidylcholin, wurden mit den  beschriebenen Cysteinmutanten des 16/23 Proteins für 5 min bei 

4°C inkubiert und nach einem Waschritt mit HM-Puffer für 30 min bei 30°C mit 500 µM AMS versetzt. Für weitere Details, siehe (A). 

Sämtliche Proben wurden auf einem 10-17,5%igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und die radioaktiven Signale mittels 

Phosphorimager sichtbar gemacht.  
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Inkubation der einzelnen Mutanten unter Thylakoidtransportbedingungen wurden die jeweiligen 

Ansätze proteasebehandelt und erst anschließend mit AMS versetzt, um eine weitere 

Translokation der potentiell modifizierten 16/23 Derivate zu verhindern. Es wurde angenommen, 

dass nur diejenigen Ti-1 Fragmente einen Banden-shift von ca. 500 Da aufweisen sollten, die 

auch ein AMS-zugängliches Cystein beinhalten. Betrachtet man zunächst die 

translokationsspezifischen Banden (Ti-2 und reifes Protein), so erkennt man, dass die 

S37C Mutante wie erwartet keine Modifikation aufweist, da deren N-terminales Cystein nach 

Thermolysinbehandlung abgespalten wurde. Interessanterweise wies auch die S74C Mutante, 

bei der sich ein zusätzliches Cystein im hydrophoben Signalpeptid befindet, keine detektierbare 

Modifikation auf.  

Es stellte sich jedoch heraus, dass nach Proteasebehandlung die Thylakoidmembran für 

AMS passierbar ist, was sich im Falle der Mutanten S115C, S153C, S159C, S165C, A175C und 

G178C in einer Modifikation von bereits translozierten Proteinbereichen (reifes Protein und Ti-2) 

widerspiegelt. Normalerweise sollten sich diese Bereiche vor AMS geschützt im Thylakoidlumen 

befinden. Von den N-terminalen Cysteinmutanten zeigte im Vergleich zur Negativkontrolle 

(16/23) nur das S54C Protein einen schwachen shift der Ti-2 Bande. Darüber hinaus waren 

nach erfolgter Proteasebehandlung und anschließender Inkubation der Ansätze mit HM-Puffer 

oder AMS so gut wie keine Ti-1 Fragmentbanden detektierbar, sodass eine Aussage über eine 

erfolgte Modifizierung der Ti-1 Fragmente einzelner Cysteinmutanten nicht möglich war.  

Aufgrund dieser Einschränkungen, wurden weitere AMS-Untersuchungen mit Liposomen 

anstelle von Thylakoiden durchgeführt. Solche artifiziellen Vesikel haben den Vorteil, dass sie 

keinen funktionellen Tat-Translokationsapparat beinhalten und es somit nach Zugabe des 

Proteins unweigerlich zu dessen Akkumulation in Ti-1 Konformation kommt. Unter Verwendung 

von Liposomeninsertionsexperimenten wurden nun im Detail jene Mutanten analysiert, die ein 

Cystein in der Nähe der vormals bestimmten N- und C-terminalen Enden des Ti-1 Fragmentes 

besitzen (S37C, S54C, S165C, S182C) (Abb.6C). Dabei wurde die S115C Mutante als 

Negativkontrolle verwendet, da angenommen wurde, dass diese Position in der Mitte des 

Ti-1 Fragmentes lokalisiert ist. Wie erwartet zeigen die Mutanten S37C und S182C nach 

externer Zugabe von AMS schwache Banden-shifts, die für eine spezifische Thiolmodifikation 

sprechen. Im Gegensatz dazu zeigen alle anderen Mutanten auf dem ersten Blick keine 

erkennbaren Unterschiede im Vergleich zum unveränderten 16/23 Protein. Jedoch lässt vor 

allem ein Vergleich zwischen den S165C und S182C Proteinen hinsichtlich des Laufverhaltens 

ihrer Banden erahnen, dass der markante Banden-shift bei der S182C Mutante möglicherweise 

auf einer Modifizierung sowohl des eingebrachten Cysteins als auch des C-terminal 

vorliegenden beruht. Hingegen zeigt die S165C Bande ein Laufverhalten, das zwischen denen 

des nicht modifizierten und des mutmaßlich zweifach modifizierten S182C Proteins liegt, was 
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wiederum für eine einfache Modifizierung dieser Mutante spricht. Demnach lässt sich mittels 

dieser Methode eine Modifikation der Positionen 115 und 165 nicht eindeutig ausschließen.  

 

2.2.3.2   Bestimmung der Ti-1 Membrantopologie mittels MalPEG5000 

Obwohl gezeigt werden konnte, dass das thiolreaktive Reagens AMS durchaus in der 

Lage ist die Cysteinreste der jeweiligen 16/23 Mutanten zu modifizieren, stellte sich dennoch 

heraus, dass die detektierbaren Banden-shifts der modifizierten Proteine nur sehr geringfügig 

sind und somit potentielle Modifikationen schwierig festzustellen sind. Zudem weisen die 

vorherigen Ergebnisse darauf hin, dass das 500 Da kleine AMS nach erfolgter 

Thermolysinbehandlung das Thylakoidlumen erreichen kann und somit auch Proteinbereiche 

auf der trans-Seite der Thylakoidmembran modifiziert. Demnach wäre eine eindeutige 

Lokalisierung der Cysteinreste im Ti-1 Fragment, ob lumenal oder stromal exponiert, mit AMS 

nicht möglich. Um diese Probleme zu umgehen, kam in den folgenden Experimenten zur 

Bestimmung der Ti-1 Topologie mit MalPEG5000 ein weiteres thiolreaktives Reagens mit einem 

Molekulargewicht von ca. 5 kDa zum Einsatz. 

Erst vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass MalPEG5000 in der Lage ist effektiv Proteine 

von bakteriellen Membranen zu modifizieren (Koch et al., 2012). Basierend auf dessen relativ 

großem Molekulargewicht bestand die Vermutung, dass eine MalPEG5000-Modifikation der 

jeweiligen 16/23 Mutanten besser zu unterscheiden ist, als eine Modifikation die mittels AMS 

durchgeführt wurde. Zunächst sollte abermals untersucht werden, ob auch dieses Reagens in 

der Lage ist, die Cysteine des originalen 16/23 Proteins sowie der verwendeten Mutanten in 

löslicher Phase zu modifizieren. Auch hierzu wurde das thiolreaktive Reagens zu einem Aliquot 

der entsprechenden in vitro-Translation in HM-Puffer gegeben und für 30 min bei 25°C inkubiert 

(Abb.8A).  

Da eine Thermolysinbehandlung die Thylakoidmembran für AMS durchlässig macht, 

wurde als nächstes mittels Thylakoidtransportexperimenten der Mutanten S54C, S115C und 

G178C untersucht, ob auch der Einsatz von MalPEG5000 zu einer Modifikation von bereits 

translozierten Proteinbereichen nach erfolgter Proteasebehandlung führt. Die Ergebnisse in 

Abbildung 8B zeigen jedoch, dass im Gegensatz zu den AMS-Experimenten keines der 

verwendeten Proteine bezüglich Ti-2 und reifem Protein detektierbare Banden-shifts aufweist. 

Dennoch lässt sich auch hier erkennen, dass nach Proteasebehandlung und anschließender 

Inkubation mit MalPEG5000 die Ti-1 Fragmentbanden nur als schwache Signale auftreten. Dies 

wiederum erlaubt abermals keine Rückschlüsse auf eine mögliche Modifikation der jeweiligen 

Positionen im Ti-1 Fragment.  
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Um stärkere Signale der Ti-1 Fragmentbanden zu erhalten, wurden die weiteren Analysen 

mit transportinkompetenten Thylakoiden durchgeführt. Es konnte vormals gezeigt werden, dass 

eine Vorbehandlung von Thylakoiden mit Antikörper gegen TatA zu einer vollständigen 

Inhibierung des Transports von Tat-Substraten wie dem 16/23 Protein führt, was wiederum in 

einer Akkumulation des Vorläuferproteins in Ti-1 Konformation resultiert (Hauer et al., 2013). 

Darüber hinaus wurden im Gegensatz zu den bisherigen Transportexperimenten die 

substratbeladenen Thylakoide zunächst mit MalPEG5000 inkubiert und erst anschließend nach 

einem Waschschritt mit Thermolysin behandelt. Das in Abbildung 9A gezeigte Ergebnis aus 

diesem Experiment, bestätigt hierbei nicht nur die Akkumulation des Ti-1, sondern auch die 

Modifikation des entsprechenden Fragments von einigen Cysteinmutanten. Wie angenommen, 

zeigen das ursprüngliche 16/23 Protein und dessen G178C Mutante kein Ti-1 Banden-shift in 

den entsprechenden MalPEG5000-Ansätzen, da deren Cysteine zu weit C-Terminal lokalisiert 

sind und durch Thermolysin abgespalten werden. Im Gegensatz dazu weisen alle anderen 

Abb.8 Cysteinmodifikation von 16/23 Derivaten mittels des thiolspezifischen Reagens MalPEG5000. (A) Aliquots der in vitro-

Translationen der aufgeführten Proteine wurden für 30 min bei 25°C mit 500 µM MalPEG5000 in HM-Puffer inkubiert. Die 

eingesetzten Vorläuferproteine sowie MalPEG5000 crosslinking Produkte (p+MalPEG) sind markiert. (B) Nach Inkubation der 

Thylakoide mit den 16/23 Derivaten für 10 min bei 25°C wurden die Transportansätze in zwei Fraktionen aufgeteilt. Beide 

Fraktionen wurden mit Thermolysin für 30 min bei 4°C behandelt und anschließend, nach dem Abstoppen der proteolytischen 

Degradation, für weitere 30 min bei 25°C mit HM-Puffer oder 500 µM MalPEG5000 inkubiert. Für weitere Details, siehe Abb.7. 
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Mutanten der Reste 54 bis 175 eine Modifikation ihrer Ti-1 Fragmente auf. Interessanterweise 

zeigen die beiden N-Terminalen Cysteinmutanten S54C und S74C nur eine sehr schwache 

crosslinking-Bande bei ca. 20 kDa, was darauf hindeutet, dass diese Reste nicht so einfach 

zugänglich für dieses Reagens sind, da sie möglicherweise zum großen Teil in der Membran 

eingebettet sind. Das wohl überraschendste Ergebnis dieses Experiments war jedoch die 

deutliche Modifikation des Ti-1 Fragments der Cysteinmutanten S115C, S153C und S165C. 

Diese Reste sind gegenüber einer Proteasebehandlung geschützt, was vormals zu der 

Vermutung führte, dass sie Teil eines möglichen lumenalen loops des Ti-1 sind. Jedoch 

verweist dieses Resultat auf eine Anlagerung des Vorläuferproteins von der stromalen Seite an 

die Thylakoidmembran, sodass diese Reste, wenn auch nicht für Thermolysin, zumindest aber 

für das kleinere MalPEG5000 zugänglich sind.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Als Nächstes sollte im Detail die Region zwischen den Positionen 74 und 115 untersucht 

werden. Aus diesem Grund wurden zwei weitere Cysteinsubstitutionen in den Positionen 93 

und 106 in der Primärsequenz des 16/23 Proteins durchgeführt. Beide Mutationen zeigen dabei 

im Verlauf eines Thylakoidtransportexperiments keinen Effekt auf den Membrantransport des 

Abb.9  Ti-1 Fragmentmodifikation von Cysteinmutanten des 16/23 Proteins mittels MalPEG5000. (A) Anti-TatA vorbehandelte 

Thylakoide wurden für 10 min bei 25°C mit den beschriebenen Cysteinmutanten des 16/23 Proteins inkubiert. Die entsprechenden 

Ansätze wurden anschließend in zwei Fraktionen aufgeteilt und nachfolgend entweder mit HM-Puffer oder 500 µM MalPEG5000 für 

30 min bei 30°C inkubiert. Nach einmal Waschen mit HM-Puffer wurden alle Fraktionen mit Thermolysin für 30 min bei 4°C 

behandelt. Die Banden des Ti-1 und der MalPEG5000-crosslinking-Produkte (Ti-1+MalPEG) sind markiert. (B) 

Thylakoidtransportexperiment mit 15-minütiger Inkubation bei 25°C unter Verwendung der Cysteinmutanten G93C und G106C. In 

den Spuren (t) wurden je 1 µl der jeweiligen in vitro-Translation aufgetragen. (C) MalPEG5000-Modifikationsexperiment mit anti-TatA 

vorbehandelten Thylakoiden. Unspezifische Degradationsbanden sind mit einem Stern markiert. Für weitere Details, siehe (A) und 

Abb.7.  
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jeweiligen Proteins, mit der Ausnahme, dass für die G106C Mutante kein Ti-1 Fragment 

detektierbar ist (Abb.9B). Weiterhin lässt sich auch bei Verwendung von 

transportinkompetenten Thylakoiden keine Akkumulation von Ti-1 nachweisen (Abb.9C), was 

somit stark darauf hindeutet, dass dieser Rest eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der 

Ti-1 Konformation des Vorläuferproteins in oder an der Membran spielt. Im Gegensatz dazu 

lässt sich bei der G93C Mutante durchaus ein Ti-1 Signal detektieren, das jedoch keinerlei 

Modifikation in seiner Bande nach MalPEG5000-Behandlung aufweist. Zusammen mit den 

Modifikationsansätzen der anderen Cysteinmutanten implizieren diese Ergebnisse, dass ein 

möglicher lumenaler loop wesentlich kleiner sein muss, als vorher vermutet, oder anders 

ausgedrückt, dass nur ein geringer Teil des Ti-1 nicht stromal exponiert vorliegt.  

Um nun zu bestimmen, ob einer der Reste, die gegen extern zugeführtes MalPEG5000 

geschützt vorliegen, das Vesikellumen erreicht, wurden Insertionsexperimente mit den 

jeweiligen Cysteinmutanten unter Verwendung von MalPEG5000-beladenen Liposomen 

durchgeführt (Abb.10A). Im Zuge dieses Experiments sollten, so die Vermutung, nur Reste, die 

im Lumen exponiert vorliegen, durch das eingeschlossene thiolreaktive Reagens modifiziert 

werden. Jedoch zeigte sich, dass nicht nur die Mutanten S115C und S165C, bei denen vorab 

keine Modifikation durch internes MalPEG5000 erwartet wurde, sondern auch die Mutanten S74C 

und G93C keinen detektierbaren Banden-shift des Vorläuferproteins aufweisen. Dennoch 

ermöglichen diese Ergebnisse keine eindeutige Aussage darüber, ob Teile des 

Vorläuferproteins das Liposomenlumen erreichen oder nicht, da hier nicht ausgeschlossen 

werden kann, dass das Fehlen von möglichen crosslinking-Banden auch auf einer Inaktivierung 

des MalPEG5000 während der Einschlussprozedur beruht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.10 Membranlokalisierung von Cysteinen mittels liposomal eingeschlossenem MalPEG5000. (A) 

Liposomeninsertionsexperiment mit MalPEG5000-beladenen Lipidvesikeln (Lipo+MP). Die Proben wurden für 30 min bei 30 °C mit 

den aufgeführten  Cysteinmutanten inkubiert. (B). Aliquots der in vitro-Translation des originalen CF0II Vorläuferproteins sowie von 

zwei Cysteinsubstitutionsmutanten wurden mit HM-Puffer oder 500 µM MalPEG5000 für 30 min bei 30 °C inkubiert, wobei jeweils ein 

Ansatz 1% Triton X-100 enthielt (t). Gleichzeitig wurden mit den gleichen Proteinen Liposomeninsertionsexperimente wie in (A) 

beschrieben durchgeführt (Lipo). In jeweils einem Insertionsansatz wurde das Liposomensediment vor der Inkubation mit 

Triton X-100-haltigen HM-Puffer (1% im Ansatz) resuspendiert und der Überstand nach Ultrazentrifugation mit Aceton gefällt. (C) 

Kontrollexperimente zur Untersuchung der MalPEG5000-Aktivität. Aliquots der in vitro-Translation der S82C Mutante des CF0II-

Vorläuferproteins wurden für 30 min bei 30 °C mit je 500 µM an frisch angesetzten MalPEG5000 (F-MP), zwei Stunden auf Eis 

stehendem MalPEG5000  (2h-MP) und durch Gefrier-Tau-Zyklen behandelten MalPEG5000 (GT-MP: -195°C und 65°C) inkubiert. 

Für weitere Details, siehe Abb.7 und 8.  
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Zur Klärung, ob das eingeschlossene Reagens noch aktiv ist, sollten zunächst 

Insertionsexperimente mit einem Kontrollprotein, das nachweisbar in die Membran inseriert, 

durchgeführt werden. Zu diesen Proteinen gehört unter anderem das CF0II Vorläuferprotein 

(CF0II/CF0II), von dem gezeigt werden konnte, dass es zwei Transmembranbereiche aufweist, 

die durch einen kurzen lumenal exponierten loop miteinander verbunden sind (Michl et al., 

1994). Da das CF0II Protein aus Spinat in seiner ursprünglichen Sequenz kein Cystein aufweist, 

wurden für die Insertionsexperimente mit MalPEG5000-beladenen Liposomen zusätzlich zwei 

Cysteinsubstitutionsmutanten eingesetzt, deren Cysteinreste sich entweder im vorhergesagten 

hydrophilen loop (A75C) und oder N-terminal am zweiten Transmembranbereich (S82C; 

Schinke, 2008) befinden. Wie in Abbildung 10B zu sehen, können beide Reste durch das 

Reagens zumindest in wässriger Phase effektiv modifiziert werden, wobei auch die 

Anwesenheit von 1% Triton X-100 keinen erkennbaren Einfluss auf die Modifizierungseffizienz 

zu haben scheint. Während sich die in vitro-Translationen von beiden Cysteinmutanten gut 

modifizieren lassen, fehlt bei den entsprechenden Insertionsexperimenten mit diesen Proteinen 

jegliche crosslinking-Bande, die für eine Insertion des Vorläuferproteins in die Membran und 

einer damit einhergehenden Exposition des jeweiligen Cysteinrestes im Liposomenlumen 

sprechen würde. Selbst eine Solubilisierung der Vesikelmembranen durch Triton X-100, die 

eine Freisetzung des eingeschlossenen Reagens bewirken sollte, führt zu keiner detektierbaren 

Proteinmodifikation. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde vermutet, dass durch die harsche 

Prozedur des MalPEG5000-Einschlusses in die Vesikel, die mehrere Gefrier-Tau-Zyklen umfasst, 

möglicherweise das Reagens zerstört werden könnte. Aus diesem Grund wurden in einem 

nachfolgenden Experiment Aliquots der in vitro-Translation des CF0II/CF0II S82C Proteins mit 

unterschiedlich behandelten MalPEG5000-Lösungen inkubiert und die entsprechenden Ansätze 

hinsichtlich der Modifizierungsaktivität des Reagens überprüft (Abb.10C). Es zeigte sich, dass 

im Vergleich zu einer frisch angesetzten Reagenslösung nicht nur eine längere Inkubation auf 

Eis, sondern auch mehrere Gefrier-Tau-Zyklen zu keiner erkennbaren Aktivitätsabnahme des 

thiolreaktiven Reagens führen.  

Da nun mittels der beschriebenen Experimentieransätze ausgeschlossen werden kann, 

dass die Einschlussprozedur zu einer Inaktivierung des MalPEG5000 führt, bleibt die Frage 

bestehen, warum sich zumindest die Mutanten des CF0II Vorläuferproteins nicht modifizieren 

lassen. Obwohl in früheren Studien eine Insertion des CF0II Vorläuferproteins in die 

Thylakoidmembran eindeutig nachgewiesen werden konnte (Michl et al., 1994), lässt sich 

dennoch nicht gänzlich ausschließen, dass das Protein nicht vollständig in die 

Lipiddoppelschicht der Liposomen inserieren kann. Weitaus plausibler erscheint jedoch die 

Vermutung, dass die Einschlusseffizienz des Reagens zu gering ist und somit keine erkennbare 

Modifizierung der jeweiligen Proteine stattfinden kann (siehe hierzu Diskussion im Abschnitt 

3.1). 
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2.2.3.3   Bestimmung der Ti-1 Membrantopologie mittels EGFP-SulfoSMCC 

Um den Einschluss eines thiolreaktiven Reagens in die Liposomen besser verfolgen zu 

können, wurde ein weiterer komplementärer Ansatz zur Topologiebestimmung des Ti-1 in 

Betracht gezogen. Dieser basiert auf dem löslichen EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein), das thiolreaktive crosslinker an seiner Oberfläche kovalent gebunden hat. Hierfür 

wurde heterolog überexprimiertes und gefaltetes EGFP im Verlauf einer NHS-Ester 

Kopplungsprozedur an einigen seiner 20 oberflächenexponierten Lysinreste unter Verwendung 

des heterobifunktionalen crosslinkers SulfoSMCC (Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidoethyl) 

cyclohexan-1-carboxylat) modifiziert. Zur Verhinderung einer Oligomerisierung der veränderten 

EGFP Moleküle wurden die zwei Cysteinreste des Proteins vor der eigentlichen SulfoSMCC-

Modifikation mittels Iodacetamid blockiert (Abb.11A). Crosslinking-Experimente, in denen das 

reaktive EGFP-SMCC (Emal) mit BSA (bovine serum albumine) inkubiert wurde, ließen durch 

das Erscheinen eines crosslinking-Produktes (Emal-BSA) auf die Funktionalität der eingefügten 

Thiolreaktiven Gruppen des EGFP Derivats schließen (Abb.11B). Sowohl die beschriebene 

NHS-Kopplungsprozedur als auch der Funktionalitätstest wurden freundlicherweise von Dr. 

Mario Jakob durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Gegensatz zu dem ersten Funktionalitätstest mit BSA, zeigten entsprechende 

Experimente mit den in vitro-Translationen der Cysteinmutanten des 16/23 Proteins keine 

sichtbaren crosslinking-Produkte (Abb.12A). Es wurde vermutet, dass in den 

Translationsansätzen noch zu viel reduzierendes Reagens (4 mM DTT) vorliegt, welches mit 

den Thiolgruppen des Emal reagieren könnte und somit eine kovalente Bindung an die 

Abb.11 Generierung und funktionale Charakterisierung des thiolreaktiven crosslinker-Konstrukts EGFP-SulfoSMCC 

(Emal). (A) Schematische Zusammenfassung der Herstellung des Emal-Konstruktes. Der bifunktionale  crosslinker  SulfoSMCC 

wird kovalent an Lysinseitenketten des EGFP-Moleküls gekoppelt und interne Cysteinreste mittels Iodacetamid blockiert (linke 

Seite). Nach Kopplung des Reagens mit  EGFP steht dessen thiolreaktive Gruppe zur Reaktion mit Cysteinresten anderer Proteine 

(wie BSA oder 16/23)  zur Verfügung (rechte Seite).  Für weitere Details, siehe Text. (B) Zur Funktionsbestimmung des Emal–

Konstrukts wurde eine konstante Menge an BSA mit dem EGFP Derivat für verschiedene Zeiten bei 25°C inkubiert. Das 

crosslinking-Produkt ist nach 60 minütiger Inkubation deutlich zu detektieren (Emal-BSA). Die Abbildung 10B wurde 

freundlicherweise von Dr. Mario Jakob zur Verfügung gestellt.   
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proteininternen Cysteinreste der Mutanten inhibiert. Da im Zuge von Insertionsexperimenten 

überschüssiges DTT vor der eigentlichen Modifikation mit dem thiolreaktiven Reagens weg 

gewaschen werden sollte, wurden entsprechende Experimente mit den Cysteinmutanten und 

Emal durchgeführt. Hierfür wurden zunächst Liposomen mit dem originalen 16/23 Protein und 

dessen Cysteinmutanten inkubiert und nach einem Waschschritt von außen mit Emal versetzt 

(Abb.12B). Obwohl in allen Emal-Ansätzen die Banden der entsprechenden Vorläuferproteine 

schwächer wurden, ließen sich keine crosslinking-Banden detektieren. Es scheint, als ob die 

Membranbindung der Proteine durch die externe Zugabe von Emal geschwächt wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.12 Cysteinmodifikation von Derivaten des 16/23 und CF0II/CF0II Proteins mittels EGFP-SulfoSMCC. (A) Aliquots der 

in vitro-Translationen der aufgeführten Proteine wurden für 30 min bei 30°C mit 500 µM Emal in HM-Puffer inkubiert. Unspezifische 

Translationsbanden sind mit einem Stern markiert. (B) Liposomen wurden mit den  aufgeführten Proteinen  für 5 min bei 4°C 

inkubiert und nach einem Waschritt mit HM-Puffer für 30 min bei 30°C mit 500 µM Emal versetzt. Für weitere Details, siehe Abb.5. 

(C) Liposomeninsertionsexperiment mit Emal-beladenen Lipidvesikeln (Lipo+Emal). Die Proben wurden für 30 min bei 25 °C mit 

den aufgeführten  Proteinen inkubiert. Ein Ansatz wurde anschließend mit Thermolysin behandelt. (D) Aliquots von den in 

vitro-Translationen der zwei Cysteinsubstitutionsmutanten  A75C und S82C des CF0II Vorläuferproteins wurden mit HM-Puffer oder 

500 µM MalPEG5000 für 30 min bei 25 °C inkubiert, wobei jeweils ein Ansatz 1% Triton X-100 enthielt. Gleichzeitig wurden mit den 

gleichen Proteinen Liposomeninsertionsexperimente wie in (C) und Abb.10 beschrieben durchgeführt (Lipo). Für weitere, Details, 

siehe Abb.7 und 8. 
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Des Weiteren wurden Emal-beladene Liposomen, bei denen zumindest rein optisch ein 

Einschluss des EGFP Derivats in das Vesikellumen zu erkennen war, für Insertionsexperimente 

eingesetzt (Abb.12C). Aber auch bei diesen Experimenten konnten weder eine Modifizierung 

der jeweiligen Vorläuferproteine in den unbehandelten Fraktionen noch crosslinking-Produkte, 

bestehend aus den Ti-1 Fragmenten und dem EGFP Derivat, in den thermolysinbehandelten 

Fraktionen nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 12D zu sehen, geben auch 

Insertionsexperimente mit Emal-beladenen Liposomen und den Cysteinmutanten A75C und 

S82C des CF0II Vorläuferproteins keine Hinweise auf eine Modifikation der Proteine, selbst 

wenn die Vesikelmembranen mittels Triton X-100 vor Inkubation der Ansätze unter 

Reaktionsbedingungen solubilisiert wurden.  

Im Gegensatz zu den Cysteinmutanten des 16/23 Proteins, lassen sich in den mit Emal-

versetzten Translationen der CF0II Derivate diffuse Banden zwischen 40 und 60 kDa 

nachweisen, die möglicherweise auf Modifikationen dieser Proteine mit dem reaktiven Emal 

zurückzuführen sind. Die fehlende oder nur schwache crosslinking-Effizienz des Emal in den 

beschriebenen Experimenten könnte darauf hindeuten, dass das EGFP-Derivat zu groß ist, um 

mit seinem 8 Å langen SMCC-crosslinker an die jeweiligen Cysteinmutanten zu binden (siehe 

Abb.11A).            

       

2.2.3.3   Zusammenfassung der Ergebnisse zur Bestimmung der Ti-1 Membrantopologie  

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse zur Bestimmung der Ti-1 

Membrantopologie unter Verwendung verschiedener thiolreaktiver Substanzen lassen sich wie 

folgt zusammenfassen: (1) AMS ist zwar in der Lage Cysteinreste im 16/23 Protein zu 

modifizieren, jedoch sind die resultierenden crosslinking-Produkte aufgrund des geringen 

Molekulargewichts des thiolreaktiven Reagens nur schwer vom nicht modifizierten Protein zu 

unterscheiden. (2) Das wesentlich größere EGFP-SulfoSMCC hingegen scheint zwar in Lösung 

mit Cysteinmutanten des CF0II Vorläuferproteins crosslinking-Produkte zu bilden, jedoch nicht 

mit den Cysteinderivaten des 16/23 Proteins. (3) Im Gegensatz zu den beiden anderen 

thiolreaktiven Substanzen, führt die Verwendung von MalPEG5000 bei allen eingesetzten 

Cysteinmutanten zu großen, unterscheidbaren shifts in den entsprechenden Banden der 

Vorläuferproteine. Darüber hinaus ist dieses Reagens in der Lage, einen Großteil der 

Cysteinreste an den proteasegeschützten Positionen des Ti-1 Fragments an der stromalen 

Seite der Thylakoidmembran zu modifizieren, was wiederum die Größe des tatsächlich in die 

Membran eingebetteten Bereichs und somit auch die Länge eines möglichen lumenalen loops 

stark reduziert. (4) Keine der verwendeten reaktiven Substanzen konnte funktionell in 

Liposomen eingeschlossen werden, so dass weder bei den Cysteinmutanten des 

16/23 Proteins noch bei den CF0II Derivaten eine Membraninsertion mit einem lumenalen loop 

eindeutig nachgewiesen werden konnte. 
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2.3 Die TatBC-Rezeptorbindung als Schlüsselschritt des Tat-

abhängigen Proteintransports   

 

2.3.1 Zusammenfassung 

 

Das frühe Translokationsintermediat Ti-1 des 16/23 Proteintransports resultiert aus der 

Bindung des Vorläuferproteins von der stromalen Seite an die Thylakoidmembran in einer 

Topologie, die einen großen Bereich des Proteins resistent gegenüber extern zugegebenen 

Proteasen macht. Mittels cysteine scanning-Experimenten konnte gezeigt werden, dass dieses 

proteasegeschützte Fragment nicht nur das Tat-Signalpeptid, sondern auch die N-terminale 

Hälfte des 23 kDa Passagierproteins umfasst (Schlesier and Klösgen, 2010). Dennoch war 

nicht bekannt, ob diese Resistenz gegenüber extern zugeführten Proteasen aus einer Insertion 

in die Membran in Form einer loop-Konformation resultiert wie es bei einigen bakteriellen Tat-

Substraten gezeigt werden konnte (Karlsson et al., 2012), oder ob er vielmehr auf eine Bindung 

des Proteins an die stromal exponierte Lipidschicht der Membran in einer proteasegeschützten 

Form zurückzuführen ist.  

Um die Transporteigenschaften eines Vorläuferpolypeptides, welches nur das 

proteasegeschützte Fragment des Ti-1 umfasst, zu untersuchen, wurde mittels zielgerichteter 

Mutagenese am ursprünglichen 16/23 Protein das verkürzte Derivat iC88 generiert. Die 

Akkumulation eines 13 kDa großen Prozessierungsproduktes im Thylakoidlumen sowie das 

Erscheinen einer dem Ti-2 ähnlichen Fragmentbande im Zuge von Transportexperimenten mit 

isolierten Thylakoiden verweisen auf einen effektiven Membrantransport, wobei die 

Verlangsamung des finalen Prozessierungsschrittes auch bei diesem verkürzten Derivat 

erhalten bleibt. Darüber hinaus konnte unter Verwendung von Thylakoiden, deren 

Transportkompetenz mittels antiTatA-Antiköper blockiert wurde, gezeigt werden, dass Transport 

und Prozessierung des iC88 Proteins durch externe Zugabe von löslichem TatA wieder 

rekonstituiert werden können.  

Aufgrund dieser strikten TatA-Abhängigkeit des iC88 Membrantransports, die nicht 

notwendigerweise nach einer möglichen Membraninsertion des korrespondierenden 

proteasegeschützten Fragments zu erwarten war, wurde erneut die Topologie des Ti-1 mittels 

eines unabhängigen experimentellen Ansatzes bestimmt. Dieser Ansatz beruht auf der 

spezifischen Modifikation von einzelnen Cysteinresten durch das membranimpermeable 

thiolreaktive Reagenz MalPEG5000, die sich wiederum in einem molekularen shift des Proteins 

von 5 kDa widerspiegelt. Im Zuge dieser Topologiestudien wurden einzelne Cysteinreste an 

verschiedenen Positionen des 16/23 Proteins eingeführt. Diese liegen sowohl innerhalb (S74, 

G93, S115, S165, A175) als auch außerhalb (G178) des proteasegeschützten Fragments. 

Nachfolgende Analysen des Ti-1 Fragments mittels SDS-Gelelektrophorese zeigen, dass weder 
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das originale 16/23, das ein einzelnes Cystein an Position 242 besitzt, noch sein G178C Derivat 

einen entsprechenden shift aufweisen. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass beide 

Reste in Ti-1 Konformation zugänglich für Proteasen sind und sich somit außerhalb des 

proteasegeschützten Fragments befinden. Obwohl die Positionen 74 und 93 innerhalb dieses 

Fragments vorliegen, weisen auch deren Derivate (S74C, G93C) ebenfalls keine 

Ti-1 Modifikation auf, was wiederum darauf hindeutet, dass beide Reste in der 

Thylakoidmembran lokalisiert sind. Im Gegensatz dazu werden Cysteinreste, die in den 

proteasegeschützten Positionen 115, 153, 165 und 175 eingeführt wurden, effektiv in 

Ti-1 Konformation durch MalPEG5000 modifiziert. Dies wiederspricht den früheren 

Topologiestudien mittels Proteasebehandlung und lässt eine Ti-1 Topologie vermuten, in der 

der membraneingebettete Bereich wesentlich kleiner ist als angenommen. Zudem impliziert 

dieses Ergebnis, dass ein Großteil des korrespondierenden Verkürzungsderivats iC88 nach 

erfolgter Bindung an den TatBC-Rezeptor stromal exponiert vorliegt, was wiederum erklären 

könnte warum TatA für dessen Transport benötigt wird. 

Obwohl das iC88 Polypeptid das komplette proteasegeschützte Fragment umfasst, kann 

in Thylakoidtransportexperimenten keine entsprechende Ti-1 Bande detektiert werden. Um 

mögliche störende Effekte von Bestandteilen der Thylakoidmembran auf die Membranbindung 

des Derivats auszuschließen, wurden Liposomeninsertionsexperimente durchgeführt. Jedoch 

ließ sich auch in diesen Experimenten keine Ti-1 Fragmentbande nachweisen, was zu der 

Annahme führt, dass die Membranbindung des 16/23 Vorläuferproteins noch von anderen 

Bereichen als nur dem proteasegeschützten Fragment selbst abhängig ist. Um zu untersuchen, 

welche zusätzlichen Reste für die Membranbindung benötigt werden, wurde der C-Terminus 

des iC88 Polypeptids schrittweise verlängert und die resultierenden Verkürzungsderivate 

(iC60, iC40 und iC20) in Liposomeninsertionsexperimenten analysiert. Da jedoch auch 

keine dieser Derivate in der Lage war, an Liposomen in einer Ti-1 Topologie zu binden, lässt 

sich schlussfolgern, dass der komplette 23 kDa Passagier für die Membraninteraktion benötigt 

wird.  

Darüber hinaus zeigen Thylakoidtransportexperimente mit den einzelnen 

Verkürzungsderivaten, dass ebenso deren Tat-abhängiger Membrantransport durch die Länge 

des verkürzten Passagierpolypeptids beeinflusst wird, indem die Transporteffizienz mit 

C-terminaler Verlängerung abnimmt. Um zu untersuchen, ob auch die Bindung des Tat-

Substrats an den TatBC-Rezeptorkomplex durch die C-terminale Verkürzung des Passagiers 

beeinflusst wird, wurden nach erfolgtem Thylakoidtransport der Derivate jeweils die Intensitäten 

der TatBC-Substratkomplexe bei 620 und 560 kDa mittels Blue-Native-Gelelektrophorese 

analysiert. Im Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass mit Ausnahme vom iC88 Polypeptid 

alle Verkürzungsderivate eine geringere Bindungseffizienz zum TatBC-Rezeptor aufweisen als 

das i16/23 Protein, bei dem der komplette Passagier vorliegt. Insbesondere bei Verwendung 
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von antiTatA-blockierten Thylakoiden wurde deutlich, dass die Bindungseffizienz der Derivate 

an den TatBC-Rezeptor mit zunehmender C-terminaler Verkürzung des Passagiers ansteigt. 

Demnach besteht eine Korrelation zwischen dem Ausmaß der TatBC-Bindung der  

verschiedenen Derivate und deren jeweiligen Transporteffizienzen. Dies führt zu der 

Vermutung, dass ein verringerter Membrantransport von langen ungefalteten oder teilweise 

gefalteten Proteinen nicht unbedingt aus einer Inhibierung des eigentlichen 

Translokationsschrittes resultiert, sondern vielmehr auf eine beeinträchtigte Rezeptorbindung 

zurückzuführen ist und diese somit den umsatzbestimmenden Schritt im Translokationsprozess 

darstellen könnte.  

 

2.3.2 Manuskript 
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Abstract  

 

During thylakoid transport of the chimeric model Tat substrate 16/23 two consecutive 

translocation intermediates with different membrane topology are observed. The early 

translocation intermediate Ti-1 is firmly bound to or even inserted into the membrane such that 

almost half of the passenger protein is protected against proteolysis. Here we have studied 

thylakoid transport of a 16/23 truncation derivative corresponding to this protease-protected 

fragment. It behaves like a typical Tat substrate in its dependency on a fully functional Tat 

machinery for membrane transport but it has lost the property of the original 16/23 chimera to 

interact directly with lipid membranes. Such unassisted lipid binding apparently requires the fully 

folded passenger protein, since it was not observed also with 16/23 truncation mutants lacking 

the C-terminal 20, 40, or 60 residues. Furthermore, with increasing size of the truncated 

passenger polypeptide these mutants show progressively reduced membrane transport and 

TatBC receptor interaction properties suggesting that in this case receptor binding, which is 

apparently impaired by extended unfolded or malfolded passenger polypeptides, is the rate 

limiting step of Tat-dependent membrane transport. 

 

 

keywords: twin arginine translocation, Tat pathway, Tat-dependent protein transport; TatBC-

receptor; thylakoid membrane  
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Introduction 

 

The twin-arginine translocation (Tat) pathway, which operates at the plasma membranes of 

bacteria and archaea as well as at the thylakoid membrane of chloroplasts, is unique with 

respect to its property to transport proteins in a fully folded, or even malfolded, conformation 

across ion-tight membranes (for recent reviews see Hou and Brüser, 2011; Fröbel et al., 2012; 

Palmer and Berks, 2012; Celedon and Cline, 2013). It is engaged by precursor proteins carrying 

signal peptides with a characteristic twin-arginine motif (Chaddock et al., 1995) and driven by 

the membrane potential which can be pH and/or (Theg et al., 2005; Bageshwar and 

Musser, 2007; Braun et al., 2007). The Tat translocon consists of three essential subunits, 

namely TatA, TatB, and TatC (in the thylakoid system also called Tha4, Hcf106, and cpTatC, 

respectively) (Settles et al., 1997; Mori et al., 1999, 2001; Walker et al., 1999; Motohashi et al., 

2001). TatB and TatC form an oligomeric receptor complex in the membrane, which binds Tat 

substrates prior to transport (Cline and Mori 2001; Richter and Brüser, 2005), while TatA 

catalyzes substrate translocation after joining the TatBC/substrate complex in a pH-dependent 

manner (Mori and Cline, 2002; Alami et al., 2003, Aldridge et al., 2014).  

 

Membrane transport by the Tat pathway is divided into distinct steps, (i) binding of the substrate 

to the TatBC receptor complex (Berghöfer and Klösgen, 1999; Cline and Mori, 2001; Richter 

and Brüser, 2005), with substrates being delivered from either the soluble or the lipid phase 

(Brüser et al., 2003; Hou et al., 2006; Shanmugham et al. 2006; Bageshwar et al., 2009), (ii) 

translocation of the passenger protein across the membrane which requires both TatA and the 

membrane potential (Mori and Cline, 2002; Alami et al., 2003; Frielingsdorf et al., 2008), and (iii) 

proteolytic removal of the signal peptide and release of the substrate (Frielingsdorf and 

Klösgen, 2007). In case of the chimeric model Tat substrate 16/23 in which the transit peptide of 

OEC16 is combined with the OEC23 passenger protein, both being subunits of the oxygen 

evolving system associated with photosystem II, these steps are characterized by two 

consecutive translocation intermediates (Ti-1, Ti-2), which represent the unprocessed precursor 

protein before (Ti-1) or after (Ti-2) the actual membrane translocation step (Hou et al, 2006). 

Ti-1 and Ti-2 are characterized by protease-protected fragments of 14 kDa and 26 kDa, 

respectively, which comprise the OEC16 thylakoid transport signal plus either the N-terminal 

half (Ti-1) or the entire (Ti-2) OEC23 passenger protein (Schlesier and Klösgen, 2010). While 

formation of Ti-2 is strictly depending on a fully functional Tat machinery, membrane binding of 

the 16/23 chimera leading to Ti-1 formation can be observed even in the complete absence of 

Tat components, e.g. with liposomes (Hou et al., 2006). Such direct lipid interaction of the 

substrate protein is not a unique feature of the 16/23 chimera but has been described for a 

number of Tat substrates in both chloroplasts and bacteria (Hou et al., 2006; Shanmugham et 
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al., 2006; Bageshwar et al., 2009; Karlsson et al., 2012) and it was suggested that it might result 

in the enrichment of the substrate in the vicinity of the translocase supporting its rapid delivery 

to the TatBC receptor (Schlesier and Klösgen, 2010). On the other hand, lipid binding is not an 

obligatory step in Tat-dependent membrane translocation because it is not found for all Tat 

substrates. 

 

Here, we have characterized the membrane transport properties of C-terminal truncation 

derivatives of the 16/23 chimera including one which corresponds to the protease-protected 

14 kDa fragment that is indicative of Ti-1. Considering that embedding of the entire protease-

protected fragment of Ti-1 into the membrane was suggested (Hou et al., 2006), it was 

interesting to find out if membrane transport of such a truncated passenger still depends on a 

fully functional Tat machinery. Our results show that C-terminal truncation of the OEC23 

passenger protein does not fundamentally alter the transport mechanism but that it affects 

various steps of Tat-dependent membrane translocation to different degrees. 

 

Results  

 

Thylakoid transport of a truncated precursor protein corresponding to the protease-

protected 14 kDa fragment of Ti-1  

Upon thylakoid transport of the chimeric model Tat-substrate 16/23 two translocation 

intermediates, termed Ti-1 and Ti-2, can be observed which are characterised by protease-

protected fragments of 14 kDa and 26 kDa, respectively (Figure 1A). The early translocation 

intermediate Ti-1 results from binding of the precursor protein from the stromal side to the 

thylakoids in a topology that makes a central part of it resistant to externally added proteases 

like thermolysin, trypsin, and proteinase K  (Hou et al., 2006). Cystein-scanning experiments 

demonstrated that the protease-protected fragment comprises not only the Tat-signal peptide 

but in addition also the N-terminal half of the passenger protein (Schlesier and Klösgen, 2010). 

It is not known though if protease-protection results from insertion into the membrane in a loop 

conformation, as suggested from recent topology studies of several bacterial Tat-substrates 

(Karlsson et al., 2012), or rather from binding to the membrane in a protease-protected manner.   

 

In order to determine the transport characteristics of a precursor polypeptide comprising solely 

the protease-protected 14 kDa fragment representing Ti-1, we constructed the corresponding 

truncation derivative of the 16/23 chimera by site-directed mutagenesis of the “original” 16/23 

clone. To facilitate differentiation of membrane binding in a protease-protected manner and true 

membrane translocation, five residues exceeding the protease-protected fragment were 

retained at the C-terminus. Incubation of this truncated precursor protein (termed iC88, 
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Figure 1A) with isolated thylakoids leads to the accumulation of a processing product of 13 kDa 

in the thylakoid fractions (Figure 1B) which apparently results from removal of the transport 

signal by thylakoidal processing peptidase (TPP). This processing product, which comprises the 

five additional residues, is fully resistant to externally added protease demonstrating its 

localisation in the thylakoid lumen. To clarify if the formation of the 13 kDa processing product 

requires a functional Tat machinery, thylakoid vesicles were pretreated with antiTatA antibodies 

according to Hauer et al. (2013) to block intrinsic TatA activity. Under these conditions, thylakoid 

transport of iC88 is inhibited and the protein is completely degraded by externally added 

protease (Figure 1C). If the transport assays are additionally supplemented with soluble TatA 

though, thylakoid transport of iC88 and processing by TPP are recovered demonstrating that 

TatA is needed for membrane translocation even of the truncated passenger protein.  

 

In addition to the “mature” 13 kDa protein, a degradation product is observed after protease 

treatment of the thylakoids that is slightly smaller than the precursor polypeptide (Figure 1A). It 

is only detectable in those assays comprising active TatA and it appears earlier than the 

"mature" protein in time-course experiments (Figure 1D), i.e. its occurrence resembles that of 

translocation intermediate Ti-2 during 16/23 transport (Berghöfer and Klösgen, 1999). Since Ti-

2 accumulation results from retarded TPP processing after membrane transport of the OEC23 

passenger protein (Frielingsdorf and Klösgen, 2007), such retardation of the terminal 

processing step is apparently retained in the truncation derivative iC88. In contrast, a 

protease-protected fragment indicative of Ti-1 formation could not be observed in these 

experiments (see also below). 

 

The protease-protected Ti-1 fragment of the 16/23 chimera harbors a stromally exposed 

passenger domain  

The strict dependency of iC88 membrane transport on the presence of TatA, which could not 

necessarily be expected considering the proposed membrane insertion of the corresponding 

protease-protected 14 kDa fragment (Hou et al., 2006), prompted us to reexamine the topology 

of Ti-1 with an independent approach that does not rest on protease protection assays. It relies 

instead on the specific modification of cysteine residues by the membrane-impermeable thiol-

reactive reagent MalPEG5000 (reviewed in Bogdanov et al., 2005) and was recently used to 

determine the topological arrangement of bacterial TatA and TatB in the membrane (Koch et al., 

2012).  Each cysteine-modification results in an increase of the molecular weight of the protein 

by approximately 5 kDa, which can be traced as mobility shift upon SDS-PAGE. 

 

In order to realize such topology studies, single cysteine residues were introduced by site-

directed mutagenesis at various positions of the 16/23 precursor, both within (S74, G93, S115, 
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S153, S165, A175) and outside (G178) of the 14 kDa fragment (Figure 2A). All these residues 

are principally accessible to MalPEG-modification, as demonstrated by incubation of the 

respective in vitro-translation products with MalPEG5000 which in all instances results in the 

expected mobility shift of the precursor band upon SDS-PAGE (data not shown). To analyse if 

the cysteines are accessible also after membrane binding of the 16/23 Protein, the 16/23 

derivatives were incubated with thylakoid vesicles that had been pretreated with antiTatA 

antibodies to accumulate the proteins in Ti-1 topology. Then, the assays were supplemented 

with MalPEG5000 and treated after incubation with protease to generate the protease-protected 

fragment indicative of Ti-1. Subsequent analysis of these Ti-1 fragments by SDS-PAGE 

demonstrated that neither the original 16/23 chimera, which carries a single cysteine residue at 

position 242 of the precursor (Figure 2A), nor its G178C derivative show any mobility shift on 

such gels (Figure 2B). This result confirms that both residues are accessible to protease in Ti-1 

conformation, i.e. they are located outside of the protease-protected fragment (Schlesier and 

Klösgen, 2010). Also the mobility of the 16/23 derivatives S74C and G93C is unaffected by 

MalPEG-treatment. These residues are part of the protease-protected 14 kDa fragment though, 

i.e. in this case lack of modification results from their inaccessibility to MalPEG from the stromal 

side, confirming their localization within the thylakoid membrane. In contrast, the cysteine 

residues introduced at positions 115, 153, 165, and 175 of the 16/23 Protein, which are likewise 

part of the protease-protected fragment of Ti-1 (Figure 2A), are modified by MalPEG5000 also in 

Ti-1 conformation (Figure 2B), i.e. they remain accessible from the stromal side even after 

membrane binding. This contradicts the results of the former protease-protection analyses and 

suggests a topology of Ti-1 in which the membrane-embedded region is much smaller than 

previously assumed. In fact, in addition to the signal peptide only between 10 to 30 residues of 

the passenger polypeptide are shielded by the membrane from MalPEG-modification 

(Figure 2C), while at least 60 residues of the protease-resistant 14 kDa fragment remain 

exposed to the stroma in Ti-1 topology. This implies that also a substantial proportion of the 

corresponding truncation derivative iC88 remains stromally exposed after receptor binding 

which explains why TatA is required for its membrane transport. It is yet unclear though why the 

stromally exposed segment is protected against all proteases tested (trypsin, thermolysin, and 

proteinase K; Hou et al., 2006), even though it comprises a large number of potential cleavage 

sites for these proteases (data not shown). 

 

Unassisted membrane binding of the 16/23 chimera requires the complete passenger 

protein 

A characteristic feature of the 16/23 Protein is its property to bind to membranes in an 

unassisted manner, i.e. independently from any proteinaceous component (Hou et al., 2006). 

Such binding which again can be traced by the appearance of the 14 kDa fragment after 
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protease treatment, was not observed though for iC88 in thylakoid transport experiments 

(Figure 1) despite the fact that it comprises the complete 14 kDa fragment. To rule out any 

potentially disturbing effect of thylakoidal components on membrane binding of the iC88 

derivative, liposome insertion experiments according to Schlesier and Klösgen (2010) were 

performed. While in the experiments with the 16/23 chimera the 14 kDa fragment can clearly be 

detected after protease treatment, no such fragment is detectable in the corresponding assays 

analysing iC88 (Figure 3A). Thus, membrane binding of the 16/23 chimera depends on the 

presence of parts of the precursor protein exceeding those of the actual protease-protected 

fragment.  

 

To examine which residues are additionally required for membrane binding, we extended the C-

terminal border of the iC88 derivative stepwise up to the length of the entire 23 kDa passenger 

and analysed the resulting truncation derivatives (called iC60, iC40, and iC20; Figure 1A) 

with liposome insertion assays. Unexpectedly, neither of the truncated proteins was able to bind 

to liposomes in a topology corresponding to Ti-1. Solely for the i16/23 Protein, which comprises 

the entire 23 kDa passenger protein, the indicative 14 kDa fragment could be detected after 

thermolysin treatment (Figure 3B). Not even smaller fragments that could have been indicative 

of membrane binding of smaller regions of the precursors were found demonstrating that the 

complete OEC23 passenger is required for lipid interaction. 

 

Non-native passenger polypeptides affect membrane transport by interfering with 

receptor binding 

Also the efficiency of Tat-dependent membrane transport is influenced by the length of the 

truncated passenger polypeptide. While for the iC20 derivative only marginal membrane 

translocation can be observed, the shortest truncation derivative, iC88, is as efficiently 

transported as i16/23 comprising the complete passenger. In fact, with increasing size of 

truncated passenger polypeptide the rate of thylakoid transport decreases (Figure 4A). This 

reconfirms earlier observations that Tat-transport becomes less efficient with increasing length 

of unfolded passenger polypeptides, whereas both completely folded and particularly small 

passengers are efficiently translocated (Richter et al., 2007).   

 

In order to analyse if binding of the transport substrate to the TatBC receptor complex is 

likewise affected by C-terminal truncation, Blue-Native gel electrophoresis was performed after 

thylakoid transport of the 16/23 derivatives. In each case, two complexes of approximately 560 

and 620 kDa, which are indicative of binding to the TatBC receptor (Berghöfer and Klösgen, 

1999; Jakob et al., 2009), can be detected. The strengths of the respective signals are again 

divergent for the various precursor proteins (Figure 4B). While for i16/23 strongly labelled 



 

47 
 

2 Ergebnisse 

complexes are found (Figure 4B), binding of the derivatives iC20, iC40, and iC60 to the 

TatBC-receptor is considerably lower. Solely the iC88 polypeptide shows an extent of TatBC-

binding that is comparable to that of the i16/23 chimera. Such influence of the length of the 

truncated passenger polypeptide on TatBC binding becomes even more evident when the 

experiment is performed with antiTatA-treated thylakoid vesicles. In case of the i16/23 chimera 

this results in even stronger labelling of the 560/620 kDa complexes whereas only marginal 

binding is detectable for the iC20 mutant (Figure 4C). Binding of the other truncation 

derivatives to the TatBC-receptor becomes increasingly efficient with reduced size of the 

passenger polypeptide and the signals observed for iC88 are again comparable to those of the 

i16/23 chimera. Thus, the degree of TatBC-binding of the different truncation derivatives 

correlates well with the respective membrane transport efficiency (Figure 4A) suggesting that 

binding to the receptor is the rate-limiting step in the translocation process.  

 

Discussion  

 

It was the initial goal of this study to analyse the membrane transport of a truncation derivative 

of the chimeric Tat substrate 16/23, termed iC88, which basically corresponds to the protease-

protected 14 kDa fragment indicative of translocation intermediate Ti-1. In spite of its drastically 

reduced passenger polypeptide, thylakoid transport of iC88 strongly resembles that of the 

"original" 16/23 chimera in terms of receptor binding and TatA dependency (Figures 1 and 4). 

Solely the unassisted lipid binding, which is characteristic for the 16/23 chimera (Hou et al., 

2006), is not preserved in the iC88 polypeptide despite the fact that it comprises the entire 

protease-protected segment assumed to be involved in membrane interaction. Remarkably, 

unassisted membrane interaction is strictly dependent on the presence of the entire 23 kDa 

passenger protein because it is not observed for any of the C-terminal truncation derivatives, 

irrespective of the extent of truncation (Figure 3). This might be indicative of a requirement for a 

folded passenger to facilitate lipid interaction but this conclusion is still speculative. 

 

The impact of size and folding status of the passenger polypeptide on Tat-dependent thylakoid 

transport becomes even more evident when transport efficiency is analysed. We could show 

that stepwise C-terminal truncation of the OEC23 passenger affects both receptor binding and 

membrane transport of this model Tat substrate. Remarkably, the transport rates decrease with 

increasing size of the passenger protein, in line with the results of in organello import studies 

conducted by Roffey and Theg (1996). However, while for all our C-terminal truncation 

derivatives translocation into the thylakoid lumen is detectable, though to different degrees, 

terminal processing products indicative of thylakoid transport have not been found in the 
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in organello experiments of Roffey and Theg (1996), presumably due to proteolytic degradation 

in the thylakoid lumen.   

 

The transport efficiencies of our truncation derivatives correlate well with the observed binding 

to the TatBC-receptor, suggesting that in this case receptor binding is the rate limiting step in 

the transport process. This is consistent with former studies analyzing small, unstructured, 

hydrophilic peptides or passenger proteins, which likewise show a decrease in transport 

efficiency with increasing length of the passenger (Richter et al., 2007; Cline and McCaffery, 

2007). However, an arrest of the substrate protein within the membrane, as described in these 

studies, was not detectable in our experiments. Therefore, we propose that the decrease of 

membrane transport of long unfolded or partially folded proteins results not necessarily from an 

inhibition of the actually membrane translocation step but rather from impaired receptor binding.  

 

Materials and Methods 

 

Generation of truncation mutants 

DNA fragments comprising the coding region for the i16/23 polypeptide, which lacks the N-

terminal chloroplast import signal of the 16/23 Protein, or its C-terminal truncation derivatives 

iC20, iC40, iC60, iC88 (Figure 1A) were amplified from the chimeric 16/23 cDNA 

(Clausmeyer et al., 1993), cloned with the pBAT vector (Annweiler et al., 1991), verified by DNA 

sequencing, and subjected to in vitro transcription/translation as described by Marques et al. 

(2003).  

 

Protein transport and liposome insertion assays 

Isolation of thylakoids from pea seedlings (Pisum sativum var. Feltham First) was carried out 

according to Hou et al. (2006). In thylakoido protein transport experiments with radiolabelled 

precursor proteins were performed as described (Marques et al., 2003). The inhibition of Tat-

dependent protein transport with affinity-purified antibodies against TatA as well as the 

reconstitution of Tat transport with externally added TatA were carried out according to Hauer et 

al. (2013). Preparation of liposomes and liposome insertion experiments followed published 

protocols (Hou et al., 2006; Schlesier and Klösgen, 2010).  

  

Miscellaneous  

Gel electrophoresis of proteins under denaturing conditions was carried out according to 

Laemmli (1970) and Schägger (2006). Blue-Native electrophoresis followed protocols of 

Berghöfer and Klösgen (1999). The gels were exposed to phosphorimager screens and 

analysed with the Fujifilm FLA-3000 (Fujifilm, Düsseldorf, Germany) using the software 
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packages BASReader (version 3.14) and AIDA (version 3.25; Raytest, Straubenhardt, 

Germany). All other methods followed published protocols (Sambrook and Russell, 2001). 
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Figures and Figure legends  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

             

             

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Thylakoid transport of a C-terminal truncation derivative of the chimeric 16/23 precursor. (A) Schematic representation of 

the 16/23 precursor and its derivatives i16/23, iC20, iC40, iC60, and iC88. The Tat-specific signal peptide (SP) and the 

passenger polypeptide are shown in white and grey, respectively, while the stroma targeting domain of the full length 16/23 

precursor is depicted as striped rectangle. The cleavage sites of stromal processing peptidase (SPP) and thylakoidal processing 

peptidase (TPP) as well as the borders of the protease-protected Ti-1 fragment, which comprises 124 residues, are indicated. (B) 

The radiolabelled precursor proteins 16/23 and iC88 were obtained from in vitro translation in the presence of [
35

S]-methionine and 

added to freshly isolated pea thylakoids. After incubation for 15 min at 25°C in the light the thylakoids were washed with HM buffer 

and either treated with thermolysin (200 µg/ml, 30 min on ice, lanes +), or mock-treated (lanes -). Stoichiometric amounts of each 

fraction corresponding to 15 µg of chlorophyll were separated on either a 10-17.5% SDS-polyacrylamide gradient gel (16/23) or a 

16% Tris-Tricine gel (iC88) and subjected to phosphorimaging. In lanes t, 1 µl of the respective in vitro translation assays were 

loaded. The precursor (p) and mature proteins (m) are indicated by filled arrowheads, while open arrowheads point to the position of 

degradation products indicative of translocation intermediates (Ti-1, Ti-2). (C) Reconstitution of iC88 transport. Radiolabelled 

iC88 was incubated with isolated pea thylakoids that were either mock-treated (con) or treated with antibodies raised against TatA 

(HM). In the RTS assays, the anti-TatA treated thylakoids were supplemented with either pea TatA (TatA), which was obtained by 

in vitro translation with the wheat germ Rapid Translation System (RTS), or with RTS containing an empty vector control (empty). 

(D) In thylakoido time-course experiment performed with radiolabelled iC88 protein at 25 °C in the light. The incubation times are 

given on top of the lanes. 
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Figure 2 MalPEG-modification of the 16/23 chimera in Ti-1 conformation. (A) Amino acid sequence of the chimeric 16/23 protein 

given in the one-letter-code. The twin pair of arginine residues indicative for Tat transport signals is emphasized by two asterisks. 

Residues that were substituted by cysteine upon site-directed mutagenesis are highlighted in bold and additionally numbered on top 

according to their position within the precursor protein. Filled arrowheads indicate the thermolysin cleavage sites flanking the 

protease-protected fragment representing Ti-1 (Schlesier and Klösgen, 2010), while the open arrowhead points to the TPP-cleavage 

site. (B) Cysteine modification of the thylakoid-bound 16/23 derivatives by externally added MalPEG5000.  AntiTatA-pretreated 

thylakoids were incubated for 10 min with the 16/23 substitution mutants under transport conditions and resuspended in HM-buffer 

(pH 7.0) that was supplemented with 500 µM MalPEG5000. The modification reaction was performed for 30 min at 25°C in the dark. 

Afterwards, the thylakoids were sedimented, resuspended in HM-buffer (pH 8.0), and treated with thermolysin for 30 min at 4°C. 

Unmodified (Ti-1) and MalPEG5000-modified (Ti-1+MalPEG) fragments are indicated by open arrowheads. The asterisk marks an 

unspecific, MalPEG-independent degradation product obtained with the G93C derivative. (C) Schematic representation of the 

regions within the 16/23 chimera that are protected against thermolysin or sensitive toMalPEG5000. The positions of the residues 

used for cysteine-modification are indicated. For further details see legend to Figure 1. 
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Figure 3 Membrane interaction of the 16/23 chimera is affected by C-terminal truncation. (A) Comparison of thylakoid transport and 

liposome insertion of the 16/23 protein (left panel) and the iC88 derivative (right panel). In the insertion experiments, 200 l 

liposome suspension and 5 l in vitro translation assay were mixed and further treated as described for in thylakoido experiments. 

Aliquots corresponding to 75 g of lipids were loaded on the gel. The asterisk marks an unspecific degradation band. (B) Liposome 

insertion assays using the truncation derivatives i16/23, iC20, iC40, iC60, and iC88. For further details see the legend to 

Figure 1.   
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Figure 4 Transport efficiency of the C-terminal truncation derivatives correlates with the degree of receptor binding. (A) Thylakoid 

transport experiments with the C-terminal truncation derivatives i16/23, iC20, iC40, and iC60 were performed as described in 

the legend to Fig.1. (B) Mock-treated thylakoids (A) were washed twice with HM buffer, solubilized with digitonin, separated on a 5-

13.5 % Blue Native polyacrylamide gradient gel, and visualised by phosphorimaging. The sizes of the detected complexes deduced 

from co-migrating protein standards in the native gel are indicated. (C) Blue-Native-PAGE as described in (B) with the exception that 

thy thylakoid transport experiments were performed with antiTatA treated thylakoids.  
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2.3.3 Ergänzende Ergebnisse 

 

2.3.3.1   Untersuchungen zur Konformation des 23 kDa Passagierproteins 

Die effektive Translokation des authentischen 23 kDa Vorläuferproteins wird im 

Allgemeinen auf die kompakte Faltung seines Passagierproteins zurückgeführt, die sich durch 

eine hohe Resistenz gegenüber Trypsin auszeichnet, sodass nach Proteasebehandlung des 

Tat-Substrats ein ca. 20 kDa großes Degradationsfragment vorliegt (Creighton et al., 1995). 

Zunächst sollte untersucht werden, ob der Austausch des authentischen Transitpeptids mit 

demjenigen des 16 kDa Proteins zum chimären 16/23 Protein die Trypsinresistenz und somit 

die Konformation des Passagierproteins beeinflusst. Dafür wurden Aliquots der in vitro-

Translationen der Proteine 23/23, 16/23 und i16/23 mit Trypsin inkubiert und die Ansätze 

anschließend mittels SDS-PAGE analysiert. Wie in Abbildung 13A zu sehen, ist nicht nur für 

das authentische 23 kDa Vorläuferprotein (23/23) eine solche Degradationsbande nach 

Trypsinbehandlung detektierbar, sondern auch für das chimäre 16/23 Protein. Darüber hinaus 

lässt sich auch für das i16/23 Protein ein proteasestabiles Fragment mit dem gleichen 

Migrationsverhalten im SDS-Gel nachweisen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Faltung 

des Passagierproteins zu einer trypsinstabilen Konformation unabhängig vom Transitpeptid zu 

sein scheint.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Schlesier und Klösgen (2014, Manuskript) konnte gezeigt werden, dass mit 

zunehmender Verkürzung des 23 kDa Passagierproteins die TatBC-Rezeptorbindung und damit 

einhergehend auch die Translokation der Substratproteine wieder effizienter wird. Es bestand 

die Möglichkeit, dass dieser Effekt zumindest bei den kürzeren Varianten der in dieser Studie 

verwendeten Deletionsmutanten durch gefaltete Bereiche in den verbliebenen 

Abb.13 Untersuchungen zur Trypsinresistenz des Passagierproteins (A) Die Vorläuferproteine  23/23 und 16/23 sowie das 

stromale Intermediat i16/23 wurden  in vitro-synthetisiert und Aliquots der erhaltenen Translationsprodukte mit  3 µg/ml Trypsin für 

40 min auf Eis inkubiert. F kennzeichnet ein 20 kDa großes trypsinresistentes Degradationsfragment. (B) Trypsinbehandlung der 

in vitro-translatierten Proteine i16/23, iC20, iC40, iC60 und iC88. Für weitere Details, siehe (A). (*) markiert eine unspezifische 

Bande, die vermutlich auf einen alternativen Translationsstart zurückzuführen ist.  

 



 

57 
 

2 Ergebnisse 

Passagierproteinen verursacht wird. Um zu untersuchen, ob die Deletionsmutanten 

möglicherweise gefaltete Domänen besitzen, die ebenfalls eine Resistenz gegenüber Trypsin 

zeigen, wurden die in vitro-Translationsprodukte von allen Mutanten mit der Protease inkubiert 

und nachfolgend hinsichtlich eines möglichen proteasestabilen Degradationsfragments 

analysiert. Im Gegensatz zu den Proteinen mit unverändertem Passagierprotein zeigt keine der 

C-terminalen Deletionsmutanten eine resistente Fragmentbande nach Trypsinbehandlung 

(Abb.13B). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie von Roffey und Theg (1996), 

in der bereits gezeigt werden konnte, dass C-terminale Verkürzungen am 

23 kDa Passagierprotein aus Erbse zu dessen vollständiger Degradation in Anwesenheit von 

Trypsin und anderer Proteasen führt. 

Da keine der verwendeten C-terminalen Deletionsmutanten ein proteasestabiles 

Passagierprotein aufweist, die TatBC-Bindungseffizienzen mit weiterer Verkürzung des 

C-Terminus jedoch wieder zunehmen, lässt sich vermuten, dass zumindest für kurze Tat-

Substrate das Passagierprotein keine kompakte Konformation aufweisen muss, damit das Tat-

Substrat effizient an den TatBC-Rezeptor binden kann.   

 

2.3.3.2   Weiterführende Untersuchungen zur TatBC-Rezeptorbindung in Abhängigkeit      

    vom Passagierprotein 

Demnach war es nun interessant zu sehen, inwiefern sich eine vollständige Entfernung 

des 23 kDa Passagierproteins auf die TatBC-Bindung des verbleibenden Transitpeptids 

auswirkt. Aus diesem Grund wurden antiTatA-blockierte Thylakoide zum Vergleich mit dem 

16/23 Protein, der iC88 Mutante und dem 16 kDa Transitpeptid (16TP) inkubiert und die 

entsprechenden Ansätze mittels BN-PAGE analysiert. Wie in Abbildung 14 zu sehen, ist das 

Transitpeptid allein in der Lage an die TatBC-Komplexe zu assoziieren. Dies stimmt mit 

vorherigen Studien überein, die zeigen konnten, dass das Tat-Signalpeptid bei Anwesenheit 

des Zwillingsarginin-Motivs durchaus auch ohne reifen Proteinteil an den TatBC-Rezeptor 

bindet (Teter and Theg, 1998; Mori und Cline, 2002). Dennoch assoziiert das Transitpeptid 

ohne Passagierprotein, trotz ähnlich starker Translation wie die anderen beiden Proteine (nicht 

gezeigt), nur schwach an die TatBC-Komplexe. Obwohl beim 16TP durch das Fehlen des 

Passagierproteins nur fünf anstelle von sechs Methioninresten im Protein vorhanden sind, 

zeigen Quantifizierungen unter Berücksichtigung dieser Methioninreste, dass dies nicht als 

Ursache für das schwache Signal an den TatBC-Komplexen gelten kann. Demnach lässt sich 

vermuten, dass zumindest der N-Terminus eines Passagierproteins zu einer stabileren Bindung 

des gesamten Tat-Substratproteins an den TatBC-Rezeptor beiträgt.  

Darüber hinaus erkennt man im 16TP Ansatz einen shift in allen beiden Komplexbanden, 

der mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das fehlende 23 kDa Passagierprotein zurückzuführen ist. 

Interessanterweise liegen die entsprechenden Banden der iC88 Mutante, die noch ein ca. 
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10 kDa großes Passagierprotein besitzt, im Blue-Native-Gel genau zwischen denen der beiden 

anderen Proteine. Dieses beobachtete Laufverhalten der Komplexbanden in Abhängigkeit von 

der Größe des Passagierproteins könnte dafür sprechen, dass die mittels BN-PAGE 

detektierbaren Banden auf TatBC-Komplexe mit jeweils nur einem gebundenen Substrat 

zurückzuführen sind. 

Zudem lässt sich in den 16/23 und iC88 Ansätzen eine weitere Bande bei ca. 440 kDa 

nachweisen, die hinsichtlich ihres Laufverhaltens die gleiche Abhängigkeit zum Substratprotein 

aufweist wie die beiden oberen Banden. Hierbei könnte es sich um einen weiteren TatBC-

Substratkomplex handeln, der vermutlich aufgrund der schwachen Bindung des 16TP an die 

TatBC-Komplexe im entsprechenden Ansatz nicht mehr detektierbar ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3.3   Untersuchungen zum Einfluss des Passagierproteins auf die TatA-Funktion 

In einem nächsten Schritt sollte nun untersucht werden, inwiefern auch der TatA-

abhängige Translokationsprozess durch das Passagierprotein beeinflusst wird. Um dieser 

Frage nachzugehen, wurden chase-Experimente sowohl mit dem originalen 16/23 Protein als 

auch mit dessen Deletionsmutanten durchgeführt. Um den Translokationsprozess zu 

blockieren, ohne jedoch dabei die Membran- und TatBC-Rezeptorbindung zu beeinträchtigen, 

erfolgte vor dem eigentlichen Experiment eine antiTatA-Antikörper-Vorbehandlung der 

eingesetzten Thylakoide (Hauer et al., 2013). Diese transportinkompetenten Thylakoide wurden 

mit in vitro-Translationen der jeweiligen Proteine inkubiert, um eine Membran- bzw. 

Rezeptorbindung zu ermöglichen und anschließend mit HM-Puffer gewaschen, um 

ungebundenes Substratprotein zu entfernen. Für die Rekonstitution der 

Translokationskompetenz wurden nachfolgend Aliquots der „beladenen“ Thylakoide mit  in vitro-

synthetisiertem TatA versetzt und unter Standardimportbedingungen (10 min bei 25°C im Licht) 

inkubiert. Als Kontrolle wurden zudem Aliquots mit HM-Puffer oder leerem RTS (rapid 

Abb.14 Untersuchungen zur TatBC-Bindung von Tat-Substratproteinen in Abhängigkeit vom Passagierprotein. AntiTatA-

vorbehandelte Thylakoide wurden mit den Proteinen 16/23 und iC88 sowie mit dem Transitpeptid des 16 kDa Proteins inkubiert, 

mit HM-Puffer gewaschen und anschließend mittels mit Digitonin solubilisiert. Nachfolgend  wurden die jeweiligen  Ansätze auf 

einem 5-13% Blue-Native-Polyacrylamidgel separiert und mittels Phosphorimaging visualisiert.   
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translation system) versetzt (Abb.15). Des Weiteren ist die Rekonstitution des 

Membrantransports der jeweiligen Substrate gezeigt. Hierbei wurden die Banden des Ti-2 und 

des reifen Proteins in den proteasebehandelten Fraktionen der TatA-Ansätze quantifiziert und 

die Summe beider als prozentualer Anteil vom thylakoidgebundenen Substrat berechnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Analyse der chase-Experimente mittels SDS-Gelelektrophorese zeigt in den 

jeweiligen Kontrollspuren (HM, RTS), dass die Behandlung der Thylakoide mit antiTatA-

Antikörpern bei allen Proteinen zu einer vollständigen Inhibierung des Thylakoidtransports führt, 

der jedoch nach externer Zugabe von in vitro-synthetisiertem TatA zumindest teilweise wieder 

reaktiviert werden kann. So werden vor allem bei den größeren Tat-Substraten über 50% des 

thylakoidgebundenen Substrats über die Membran transloziert. Bei den kürzeren Proteinen 

weist nur die iC60 Mutante eine ähnlich effiziente Rekonstitution auf, während die iC88 und 

iC40 Mutanten weitaus weniger effizient nach TatA-Zugabe transportiert werden. Im Falle der 

iC40 Mutante werden ca. 9% transloziert, so dass nur eine schwache Ti-2 Bande nach 

Proteasebehandlung detektierbar ist. Auch wenn die SDS-PAGE Analysen der entsprechenden 

chase-Experimente bisher nur einmal durchgeführt wurden und die ermittelten 

Transporteffizienzen zwischen den einzelnen Substraten stark schwanken, könnten diese 

vorläufigen Ergebnisse darauf hindeuten, dass neben der TatBC-Bindung auch die TatA-

abhängige Translokation durch das Passagierprotein beeinflusst werden kann. Dennoch lässt 

Abb.15 Untersuchungen zur TatA-induzierten Membrantranslokation von Tat-Substratproteinen in Abhängigkeit vom 

Passagierprotein. Chase-Experimente unter Verwendung des 16/23 Proteins sowie den Deletionsmutanten i16/23, iC20, iC40, 

iC60 und iC88. AntiTatA-vorbehandelte Thylakoide wurden mit den jeweiligen Proteinen für 10 min bei 25°C vorinkubiert. Nach 

einem Waschschritt mit HM-Puffer wurden von jedem Ansatz Aliquots für 15 min mit je 5 µl HM-Puffer (HM), leer RTS (RTS) oder 

RTSTatA (TatA) versetzt und anschließend unter Standardimportbedingungen (25°C, Licht) für 10 min inkubiert. Die Ansätze 

wurden mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert und der Membrantransport an thylakoidgebundenem Substrat quantifiziert.  
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sich konstatieren, dass zwischen dem Einfluss des Passagierproteins auf die Translokation und 

die TatBC-Rezeptorbindung der Substrate scheinbar keine Korrelation besteht.    

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob sich die TatA-induzierte Translokation 

mittels nativer Analysen auch an den TatBC-Substratkomplexen detektieren lässt. Zur Klärung 

dieses Sachverhaltes wurden die gleichen chase-Experimente wiederholt, aber nun mittels 

Blue-Native-PAGE analysiert (Abb.16A). Es wurde erwartet, dass wenn TatA die Translokation 

von TatBC-gebundenem Substrat fördert, die Bandenintensitäten der jeweiligen Komplexe bei 

560 und 620 kDa nach TatA-Zugabe abnehmen. Wie schon vormals beschrieben (Frielingsdorf 

et al., 2008; Schlesier und Klösgen, 2014, Manuskript), führt die Inhibierung des Tat-

abhängigen Proteintransports zu einer Akkumulation des Substrats an den zwei TatBC-

Komplexen. Im Gegensatz dazu ist bei allen eingesetzten Proteinen in Anwesenheit von TatA 

ein deutlicher Abfall in den Bandenintensitäten beider Komplexe detektierbar. Davon 

ausgenommen ist die Mutante iC40, die nur eine schwache Änderung in diesen Banden im 

Vergleich zur HM-Kontrolle aufweist. Dies korreliert mit der sehr schwachen Rekonstitution des 

Transportes dieser Mutante (Abb.15).  

Auch wenn keine der verwendeten C-terminalen Deletionsmutanten eine detektierbare 

Resistenz gegenüber Trypsin aufweist und somit vermutlich auch nicht in einer gefalteten 

Konformation vorliegt, kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass diese Substrate am 

TatBC-Rezeptor eine transportkompetente Faltung annehmen, die ihnen nach Zugabe von TatA 

sowohl die Translokation über die Thylakoidmembran als auch die Dissoziation von den 

Komplexen erlaubt. Um dies zu klären, wurden abermals chase-Experimente ähnlich den 

bereits beschriebenen durchgeführt, nur das nun das 16 kDa Transitpeptid als Substrat 

Verwendung fand. Wie in Abbildung 16B gezeigt, akkumuliert das Transitpeptid nachweisbar an 

beiden Komplexen bei Verwendung von transportinkompetenten Thylakoiden. Die 

bemerkenswerteste Beobachtung ist jedoch, dass es nach Zugabe von in vitro-synthetisiertem 

TatA wie die anderen zuvor verwendeten Proteine von beiden TatBC-Komplexen dissoziiert.  

Zum Vergleich der einzelnen Dissoziationseffizienzen wurden für alle bis dato 

verwendeten Proteine die chase-Experimente mit nachfolgender Blue-Native-PAGE-Analyse 

mehrfach wiederholt und anschließend die erhaltenen Intensitäten der jeweiligen 560 und 

620 kDa Banden quantifiziert. Nach der Quantifizierung wurden die Werte von beiden 

Komplexen addiert und im prozentualen Verhältnis zum entsprechenden HM-Kontrollansatz des 

chase-Experimentes (HM) gesetzt (Abb.16C). Die Quantifizierungsergebnisse zeigen, dass im 

Falle der größeren Substrate die Zugabe von Leer-RTS nur geringfügig die TatBC-Bindung 

beeinflussen (80% - 90% gebundenes Substrat), während vor allem die Mutanten iC40 und 

iC88 sowie das 16 kDa Transitpeptid deutlich stärker von den Komplexen dissoziieren (60% 

gebundenes Substrat). Diese stärkere Dissoziation der Mutanten iC40 und iC88 spiegelt sich 

jedoch nicht in deren rekonstituierten Thylakoidtransport wider (siehe Abb.15), sodass 
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angenommen werden kann, dass diese RTS-bedingte Dissoziation von den TatBC-Komplexen 

vor dem eigentlichen Translokationsschritt stattfindet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des Weiteren verdeutlichen die Quantifizierungsdaten, dass bei allen verwendeten 

Proteinen nach Zugabe von RTSTatA nicht mehr als 30% an gebundenem Substrat an den 

TatBC-Komplexen vorliegen. Setzt man jedoch für alle Proteine die quantifizierten Werte der 

unspezifischen RTS-bedingten Dissoziation als Nullwert, so dass man die prozentualen Werte 

für die ausschließlich TatA-bedingte Substratfreisetzung von den TatBC-Komplexen erhält, so 

Abb.16 Untersuchungen zur TatA-induzierten Dissoziation von Tat-Substratproteinen vom TatBC-Rezeptor in Abhängigkeit 

vom Passagierprotein. (A) Blue-Native-PAGE-Analyse von chase-Experimenten wie in Abb.14 beschrieben. (B) Blue-Native-

PAGE-Analyse eines chase-Experiments mit dem 16 kDa Transitpeptid (16TP). Für weitere Details, siehe Abb.14. (C) 

Quantifizierung der Menge an TatBC-gebundenem Protein basierend auf Blue-Native-PAGE-Analysen von chase-Experimenten wie 

in (A) und (B) gezeigt. Für jedes Substrat  wurde die relative Menge an gebundenem Protein (620 kDa + 560 kDa Komplex) im 

prozentualen Verhältnis zum HM-Kontrollansatz des chase-Experimentes (HM) berechnet. (D) Darstellung der ausschließlich auf 

TatA zurückzuführenden Dissoziation der aufgeführten Substratproteine von den TatBC-Komplexen. Die TatA-induzierte 

Dissoziation ergibt sich jeweils aus der Differenz  zwischen den in (C) ermittelten prozentualen Werten für TatBC-gebundenes 

Substratprotein in Anwesenheit von leerem RTS (RTS) und RTSTatA (TatA). Die in den Diagrammen dargestellten Mittelwerte und 

Standardabweichungen basieren dabei auf drei unabhängigen Experimenten. 
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lassen sich bei einigen Proteinen deutliche Unterschiede in diesem durch das TatA vermittelten 

Prozess erkennen (Abb.16D). Überraschenderweise dissoziieren längere Proteine wie das 

16/23, i16/23 und iC20 unabhängig von ihrer Konformation und TatBC-Bindungseffizienz in 

Anwesenheit von TatA mit recht hoher Effizienz (nach Mittelwerten zwischen 80 und 65%), 

während bei einigen C-terminal verkürzten Mutanten, trotz höherer TatBC-Bindungseffizienz im 

Vergleich zum iC20 Protein, die Freisetzung von den TatBC-Komplexen geringer ist. Dies 

betrifft vor allem die Dissoziationen der iC40 Mutante und des 16 kDa Transitpeptids (nach 

Mittelwerten zwischen 50 und 40%). Dabei steht die schwächere Dissoziationseffizienz des 

iC40 Proteins in Korrelation zu der im Vergleich zu den anderen Mutanten drastisch 

schlechteren Rekonstitution des Thylakoidtransports. Die iC60 Mutante zeigt hingegen wieder 

eine ebenso hohe Dissoziationseffizienz wie die der längeren Proteine. Zieht man bei der 

kürzeren iC88 Mutante zudem die Standardabweichung in Betracht, so könnte sich diese 

Mutante hinsichtlich ihrer Dissoziationseffizienz durchaus auch im Bereich der längeren 

Proteine befinden. 

Insgesamt deuten diese Ergebnisse stark darauf hin, dass der TatA-abhängige 

Dissoziationsprozess weitestgehend unabhängig von der Konformation oder gar von der 

Anwesenheit des Passagierproteins verläuft und in Korrelation zur TatA-vermittelten 

Proteintranslokation steht (siehe Diskussion im Abschnitt 3.3). 

 

2.3.3.4   Untersuchungen zum Einfluss der terminalen Prozessierung auf die TatA- 

   Funktion 

Basierend auf der Beobachtung, dass das Transitpeptid auch ohne Passagierprotein 

TatA-abhängig vom TatBC-Rezeptor dissoziiert, stellte sich die Frage, ob die terminale 

Prozessierung des Substrats zum reifen Protein mittels der TPP eine Grundvoraussetzung für 

dessen Dissoziation vom TatBC-Rezeptor ist. Zur Klärung dieser Frage wurden chase-

Experimente unter Verwendung der A83L Mutante des 16/23 Proteins durchgeführt.  

In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Substitution des Alanins mit einem 

Leucin an Position 83 innerhalb der Primärsequenz des 16 kDa Transitpeptids, die sich direkt 

vor der TPP-Spaltstelle befindet, zur einer kompletten Inhibierung des finalem 

Prozessierungsschrittes führt (Fan et al., 2010; Dittmar et al., 2014). Nach SDS-PAGE-Analyse 

des chase-Experimentes mit der A83L Substitutionsmutante zeigt sich eine starke Ti-2 Bande 

mit einer einhergehenden Abnahme in der Ti-1 Bandenintensität nach TatA-Zugabe (Abb.17). 

Des Weiteren verweist das Fehlen einer Bande des reifen Proteins auf eine erfolgreiche 

Inhibierung der finalen Prozessierung (Abb.17, linke Seite). Zudem lässt sich in der 

korrespondierenden Blue-Native-PAGE eine deutliche Dissoziation von den TatBC-Komplexen 

mit ähnlicher Effizienz wie bei den vorherigen Proteinen im Zuge der Rekonstitution des 

Thylakoidtransports nachweisen (Abb.17, rechte Seite).  
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Diese Ergebnisse zeigen somit eindeutig, dass TatA unabhängig von der finalen 

Prozessierung die Membrantranslokation sowie Dissoziation des Tat-Substrates vom TatBC-

Rezeptor ermöglicht (siehe Diskussion im Abschnitt 3.3.2). 

             

            

             

             

             

             

             

             

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.17 Untersuchungen zur TatA-Funktion in Abhängigkeit von der finalen Prozessierung. Chase-Experiment unter 

Verwendung der TPP Mutante 16/23A83L. Für weitere Details, siehe Abb.14 und 15.  
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2.4 Quantifizierung des TatA-Bedarfs während des Tat-abhängigen 

Proteintransports  

 

2.4.1 Zusammenfassung 

 

Die Translokation eines Passagierproteins im Zuge des Tat-abhängigen Proteintransports 

benötigt die Aktivität des TatA Proteins, dessen genaue Funktion während dieses Schrittes 

jedoch noch nicht aufgeklärt ist. Dabei stehen drei verschiedene Modelle derzeit zur Diskussion, 

die TatA allesamt eine zentrale Rolle während des Transports zusprechen: (1) TatA bildet in 

oligomerer Form eine im Durchmesser variable Pore, die den Membrantransport verschieden 

großer Tat-Substrate ermöglicht, (2) TatA induziert eine Membranschwächung, die wiederum in 

einer direkten Translokation des Passagierproteins durch die Lipiddoppelschicht resultiert, (3) 

TatA besitzt eine katalytische oder regulatorische Funktion, die einen Transport durch den 

TatBC-Komplex ermöglicht. Die Tatsache, dass lösliches TatA in der Lage ist die 

Transporteigenschaften von TatA-defizienten Thylakoiden zu rekonstituieren (Frielingsdorf et 

al., 2008), ermöglichte es den Bedarf an TatA, der für den Transport eines Proteins benötigt 

wird, erstmalig zu quantifizieren und somit möglicherweise Hinweise zur tatsächlichen TatA-

Funktion zu erhalten.  

Im Zuge erster Analysen zeigte sich, dass in vitro-synthetisiertes TatA sowohl aus 

Pisum sativum als auch aus Arabidopsis thaliana in der Lage, ist die Transportkompetenz von 

Erbsenthylakoiden, die mit antiTatA-Antiköper behandelt wurden, wiederherzustellen, was mit 

der ausgeprägten Konservierung der Tat-Untereinheiten zumindest unter den dikotyledonen 

Pflanzen in Einklang steht. Für die beabsichtigte Quantifizierung der katalytischen Aktivität 

musste TatA jedoch in möglichst reiner Form in verschiedenen Konzentrationen zu den 

experimentellen Ansätzen gegeben werden. Aus diesem Grund wurde TatA aus A. thaliana in 

E. coli heterolog überexprimiert, aufgereinigt und auf Funktionalität hin überprüft. Dabei stellte 

sich heraus, dass die Zugabe von überexprimiertem TatA zu antiTatA-blockierten Thylakoiden 

ebenso wie die von in vitro-synthetisiertem TatA zu einer Rekonstitution des 

Transportverhaltens führt. 

In einem nächsten Schritt wurden Kinetikexperimente mit antiTatA-behandelten 

Thylakoiden in Anwesenheit von gereinigtem TatA durchgeführt. Es stellte sich heraus, dass in 

Anwesenheit von löslichem TatA der Membrantransport des 16/23 Proteins bemerkenswert 

schnell verläuft, sodass schon nach zweiminütiger Inkubationszeit etwa 50% Transportrate 

gegenüber der Kontrollreaktion mit unbehandelten Thylakoiden zu verzeichnen war. Basierend 

auf diesem Resultat wurden alle nachfolgenden Experimente mit zweiminütiger Inkubationszeit 

durchgeführt. Überraschenderweise konnte zudem gezeigt werden, dass die Inkubationsdauer 

von blockierten Thylakoiden mit löslichem TatA vor Zugabe von radioaktivmarkierten Substrat 
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keinerlei Einfluss auf die Effizienz des TatA-vermittelten Proteintransports hat. Dies lässt 

vermuten, dass entweder die Inkubationszeit von zwei Minuten ausreichend ist, um sowohl die 

Membraninsertion als auch die translokationsinduzierende Funktion des TatA zu ermöglichen, 

oder aber dass die Membraninsertion nicht essentiell für dessen Aktivität ist.   

Um auszuschließen, dass die zu beobachtende Rekonstitution des Tat-Transports nicht 

durch eine kompetitive Freisetzung des Antikörpers durch das von außen zugegebene TatA 

verursacht wird, wurden mehrere Kontrollexperimente mit hohen Konzentrationen an 

nichtfunktionellen Varianten des TatA Proteins durchgeführt. Es zeigte sich, dass sowohl das 

C-terminale hydrophile TatA Fragment, welches ursprünglich als Antigen zur Herstellung des 

Antikörpers benutzt wurde, als auch die E10C Mutante des TatA, bei der schon in vorherigen 

Studien fehlende Aktivität nachgewiesen werden konnte, zu keiner signifikanten Rekonstitution 

der Transportkompetenz TatA-blockierter Thylakoide führt. Darüber hinaus, verdeutlichte die 

ausbleibende Reaktivierung des Tat-Transports nach Zugabe des mit einem N-terminalen tag 

versehenen TatA Proteins, dass N-terminale Verlängerungen die TatA-Funktionalität stark 

beeinträchtigen.  

Basierend auf allen vorherigen Experimenten wurde der TatA-Bedarf für die Translokation 

des 16/23 Proteins exakt quantifiziert. Hierfür wurde die TatA-Konzentration in den 

experimentellen Ansätzen schrittweise von 3 auf 0,0125 µM reduziert und die entsprechenden 

Thylakoidtransportexperimente mehrfach wiederholt. Dabei wurden nachfolgend die 

translokationsspezifischen Banden (Ti-2 und reifes Protein) quantifiziert und in Beziehung zu 

den Signalstärken gesetzt, die aus einem Kontrollexperiment mit unbehandelten Thylakoiden 

erhalten wurden. Nach graphischer Auftragung der berechneten Werte gegen die Konzentration 

an jeweils eingesetzten löslichen TatA ergibt sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf. In diesem 

zeichnet sich ab, dass in einem kleinen Intervall, welches den Wendepunkt der Kurve bei 

annähernd 0,1 bis 0,15 µM TatA einschließt, sogar nur geringfügige Änderungen in der TatA-

Konzentration einen großen Einfluss auf die Translokationsrate haben. Interessanterweise 

ergab eine Quantifizierung der TatA-Menge in der Thylakoidmembran von Erbse eine 

Konzentration von ca. 0,17 µM. Diese korreliert mit der Konzentration an löslichem TatA, die für 

eine substantielle Transportrekonstitution benötigt wird und lässt somit vermuten, dass ein 

Großteil an löslichen TatA Molekülen, die zu den Thylakoidtransportexperimenten zugegeben 

wurden, durchaus katalytisch aktiv ist.  

Ein weiteres interessantes Ergebnis ergab sich durch die Auftragung der quantifizierten 

Werte in einem Hill-Diagramm. Aus dem Anstieg des sich ergebenden linearen Graphen konnte 

ein Hill-Koeffizient von über drei abgelesen werden. Dieser deutet wiederum stark darauf hin, 

dass TatA eine positive Kooperativität hinsichtlich der Katalyse des Tat-abhängigen 

Membrantransports aufweist. Solche kooperativen Effekte sind jedoch üblicherweise 

charakteristisch für allosterische Enzyme. Dies führte zu der Spekulation, dass die gesamte 
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Tat-Translokase als ein heteromerer, allosterischer Enzymkomplex beschreiben werden könnte, 

der die Membrantranslokation von Substratproteinen ermöglicht. Das TatA Protein als 

Untereinheit dieses Komplexes würde dabei einen spezifischen Schritt in einem mehreren 

Schritte umfassenden Reaktionszyklus am TatBC-Rezeptor katalysieren, in dessen Folge die 

Translokation eines gefalteten Passagierproteins über die Thylakoidmembran ermöglicht wird.   

Inwiefern jedoch diese Überlegungen zutreffend sind oder ob andere Modelle der TatA-

Funktion gültig sind, könnte sich letztendlich unter anderem durch die Untersuchung des TatA-

Bedarfs für den Transport verschieden großer Substratproteine sowie durch die genaue 

Bestimmung der stöchiometrischen Mengen an Substratprotein und Tat-Untereinheiten klären 

lassen. 

 

2.4.2 Artikel 
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2.4.3 Ergänzende Ergebnisse 

 

Wie in Hauer et al. (2013) beschrieben, war es mittels Thylakoidtransportexperimenten 

und deren anschließender Analyse unter denaturierenden Bedingungen möglich, den genauen 

TatA-Bedarf für die Translokation des chimären 16/23 Proteins zu bestimmen. Unter 

Verwendung nativer Gelelektrophoresemethoden konnte zudem in Abschnitt 2.3.3 gezeigt 

werden, dass die Zugabe von in vitro-synthetisiertem Erbsen-TatA zu einer deutlichen 

Signalintensitätsabnahme der beiden TatBC-Substratkomplexe führt. In weiterführenden 

Experimenten sollte nun für das 16/23 Protein untersucht werden, ob die TatA-Abhängigkeit des 

Translokationsschrittes mit derjenigen des Dissoziationsprozesses am TatBC-Komplex 

korreliert.  

 

2.4.3.1   Untersuchungen zur Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Komplex nach      

   Zugabe von überexprimiertem TatA  

Da eine exakte Quantifizierung des TatA-Bedarfs für die Dissoziation des 16/23 Proteins 

vom TatBC-Rezeptorkomplex mit in vitro-synthetisiertem TatA nicht möglich ist, wurde zu 

diesem Zweck abermals überexprimiertes und funktionell aufgereinigtes Arabidopsis thaliana-

TatA unterschiedlicher Konzentration verwendet (Hauer et al., 2013). In einem ersten Schritt 

sollte jedoch zunächst untersucht werden, ob das überexprimierte TatA aus 

Arabidopsis thaliana in einer Konzentration, die in Transportexperimenten zu einer 

vollständigen Rekonstitution der Translokation führt, mit ähnlicher Effizienz wie das in vitro-

synthetisierte Erbsen-TatA die Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Komplex verursacht. 

Zu diesem Zweck wurden im Zuge eines chase-Experimentes antiTatA-blockierte Thylakoide für 

10 min mit radioaktivmarkiertem 16/23 Protein inkubiert und nach einem anschließenden 

Waschschritt entweder mit in vitro-synthetisiertem TatA (RTSTatA) aus Erbse oder mit 

gereinigtem Arabidopsis thaliana-TatA für 10 min unter Transportbedingungen (Licht, 25°C) 

versetzt. Aufgrund des Waschschrittes sollte dabei weitestgehend nur TatBC-gebundenes 

Protein für einen Transport zur Verfügung stehen. Im Gegensatz zu den chase-Experimenten 

im Abschnitt 2.3.3 wurde jedoch, basierend auf der in Hauer et al. (2013) beschriebenen 

Beobachtung, dass eine Vorinkubation der Thylakoide mit TatA auf Eis vor der eigentlichen 

Inkubation mit radioaktivem Substrat unter Transportbedingungen nicht notwendig ist, bei den 

folgenden Experimenten auf eine solche Vorinkubation verzichtet.  

Wie in Abbildung 18 zu sehen, führt sowohl die Anwesenheit von RTSTatA als auch von 

überexprimiertem TatA mit annähernd gleicher Effizienz zu einer starken Abnahme in den 

Bandenintensitäten der beiden TatBC-Substratkomplexe. Dieses Ergebnis weist darauf hin, 

dass beide unterschiedlich synthetisierten und aus unterschiedlichen Spezies stammenden 

TatA Proteine die Dissoziation des 16/23 Proteins vom Rezeptorkomplex ermöglichen. Darüber 
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hinaus zeigt der Vergleich mit den in Abschnitt 2.3.3 aufgeführten Ergebnissen, dass auch für 

den Dissoziationsprozess keine längere Vorinkubation des TatA Proteins mit den 

transportinkompetenten Thylakoiden nötig ist.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In einem nächsten Schritt sollte nun mittels Blue-Native-PAGE-Analysen untersucht 

werden, inwiefern die Kinetik der Substrat-Dissoziation mit derjenigen der Translokation bei 

einem Überschuss an TatA korreliert. Hierfür wurden antiTatA-blockierte und mit 16/23 Protein 

vorinkubierte Thylakoide mit 0,6 µM TatA versetzt und die entsprechenden Ansätze 

unterschiedlich lang unter Transportbedingungen inkubiert (Abb.19A). In früheren Studien 

konnte gezeigt werden, dass die verwendete TatA-Konzentration in einem gesättigten Bereich 

liegt, indem es zu einer vollständigen Rekonstitution des 16/23 Proteins kommt (Hauer et al., 

2013). Nach erfolgter Auftrennung der jeweiligen Ansätze mittels Blue-Native-

Gelelektrophorese wurden die beiden oberen Komplexbanden bei 560 und 620 kDa einzeln 

quantifiziert und die erhaltenen Werte im Verhältnis zu den Komplexbanden im HM-

Kontrollansatz gesetzt (Abb.19B). Dabei zeigt sich, dass schon innerhalb der ersten fünf 

Minuten etwa 85% des Substrats (bei Addition beider Komplexwerte) von den Komplexen 

dissoziiert sind. Interessanterweise nehmen die Bandenintensitäten beider Komplexe nicht in 

gleichem Maße ab. Während am 560 kDa Komplex noch 85% Intensität bei 0 min zu 

detektieren sind, lassen sich zum gleichen Zeitpunkt beim oberen Komplex nur noch 50% des 

HM-Kontrollwertes nachweisen. Erst ab einer Inkubationszeit von 10 min konvergieren beide 

Messkurven bei einem Wert von 15%, der mit weiterer Inkubationszeit nur noch geringfügig 

abfällt (10% bei 40 min).  

Abb.18 Aufgereinigtes Arabidopsis thaliana-TatA ermöglicht die Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-

Rezeptorkomplex. AntiTatA-Antikörper vorbehandelte Thylakoide wurden für 10 min bei 25°C mit radioaktivmarkiertem 

16/23 Protein inkubiert. Nach einem anschließenden Waschschritt wurden die Ansätze entweder mit in vitro-synthetisiertem Erbsen-

TatA (TatA) oder heterolog überexprimierten, gereinigtem Arabidopsis thaliana-TatA (araTatA, 0.6 µM) versetzt und unverzüglich 

bei Standard-Transportbedingungen (25°C, Licht) für 10 min inkubiert. Als Kontrolle wurden Ansätze ausschließlich mit Leer-RTS 

(RTS) oder HM-Puffer versetzt.  Die Analyse des Experimentes erfolgte mittels Blue-Native-Gelelektrophorese und anschließender 

Autoradiographie. Für weitere Details, siehe Abb.15. 
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Insgesamt ergibt sich bei diesem Experiment ein zur Transportkinetik annähernd invers 

verlaufender Graph, der für eine enge Korrelation zwischen Translokation und Dissoziation des 

16/23 Proteins in Abhängigkeit von TatA spricht. Obwohl der 2 min Wert eher am Ende des 

linearen Bereichs liegt, wurden unter anderem aufgrund der Vergleichbarkeit zu den erhaltenen 

TatA-Quantifizierungsdaten aus Hauer et al. (2013) die nachfolgenden Experimente mit dieser 

Inkubationszeit durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Basierend auf den vorherigen Ergebnissen sollte nun als nächstes der genaue TatA-

Bedarf für die Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Rezeptorkomplex quantifiziert 

werden. Hierfür wurden Transportansätze, die antiTatA-blockierte und substratbeladene 

Thylakoide beinhalteten, nach erfolgtem Waschschritt mit 0,05 bis 0,6 µM an überexprimiertem 

TatA versetzt und anschließend für 2 min unter Transportbedingungen inkubiert. Für jede 

Konzentrationsreihe wurden vier unabhängige Experimente durchgeführt. Die Wahl der jeweils 

eingesetzten TatA-Konzentrationen bezog sich dabei auf einen Konzentrationsbereich, bei dem 

eine substantielle Rekonstitution des 16/23 Proteintransports nachgewiesen werden konnte 

(Hauer et al., 2013). Nach Quantifizierung der beiden Komplexbanden bei 560 und 620 kDa 

wurden die erhaltenen Werte in den jeweiligen Ansätzen addiert und ins Verhältnis zum 

additiven Wert der Komplexbanden im HM-Kontrollansatz gesetzt. 

Wie in Abbildung 20A gut zu erkennen, nehmen mit ansteigender TatA-Konzentration die 

Bandenintensitäten der beiden TatBC-Substratkomplexe bis auf ca. 40% (bei 0,6 µM) ab. 

Abb.19 Kinetik der TatA-vermittelten Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Rezeptorkomplex. (A) 

Thylakoidtransportansätze mit antiTatA-blockierten und mit 16/23 Protein vorinkubierten Thylakoiden wurden mit je 0,6 µM TatA 

versetzt und nach einem Waschschritt für unterschiedlichen Zeiten, wie oberhalb der Abbildung angezeigt, unter 

Standardtransportbedingungen (25°C, Licht) weiter inkubiert. Für den HM-Kontrollansatz betrug die Inkubationszeit 40 min. Für 

weitere Details, siehe Abb.15. (B) Quantifizierung der Bandenintensitäten des 620 und 560 kDa Komplexes der jeweiligen 

Transportansätze aus (A). Für jeden Zeitpunkt wurden die relativen Intensitäten, entweder einzeln oder nach Addition beider 

Komplexbanden, im prozentualen Verhältnis zum HM-Kontrollansatz dargestellt.   
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Aufgrund der starken Streuung der Messwerte bei 0,4 µM TatA, lässt sich jedoch nicht eindeutig 

klären, ob auch diese TatA-Konzentration in Bezug auf die Substratdissoziation im gesättigten 

Bereich liegt. Dennoch weist die graphische Darstellung der quantifizierten Werte darauf hin, 

dass die Prozesse der Translokation und Dissoziation auch hinsichtlich ihres TatA-Bedarfs 

miteinander korrelieren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interessanterweise fällt im Bereich von 0,1 bis 0,2 µM die Abnahme der Komplexbanden 

weitaus geringer aus (Abb.20B), als die entsprechenden Analysen zum Thylakoidtransport des 

16/23 Proteins vermuten lassen würden, da bei diesen schon bei 0,2 µM ein starker Anstieg in 

der Importrate bis zur Sättigung zu verzeichnen ist (Hauer et al., 2013). So beträgt die 

Substratabnahme an den Komplexen in diesem relativ kleinen Konzentrationsintervall (rot 

umrahmt) laut der entsprechenden Mittelwerte nur ca. 15% (von 85% bei 0,1 µM zu 70% bei 

0,2 µM). Demnach bedarf es für die Dissoziation des 16/23 Proteins vom Rezeptor höherer 

Konzentrationen an TatA, als für die eigentliche Translokation des Passagierproteins über die 

Thylakoidmembran. Eine mögliche Ursache für diese Diskrepanz im TatA-Bedarf wird in 

Abschnitt 3.3.2 diskutiert. 
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Abb.20 Quantifizierung des TatA-Bedarfs für die Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Rezeptorkomplex. (A) 

Thylakoidtransportansätze mit antiTatA-blockierten und mit 16/23 Protein vorinkubierten Thylakoiden wurden, wie oberhalb der 

Spuren angegeben, mit unterschiedlichen Konzentrationen an TatA versetzt und anschließend für 2 min unter 

Standardtransportbedingungen (25 °C, Licht) weiter inkubiert. Für weitere Details, siehe Abb.14. (B) Quantifizierung der 

Bandenintensitäten der TatBC-Substratkomplexe aus mehrfach wiederholten (n=4) und in (A) exemplarisch dargestellten 

Thylakoidtransportexperimenten. Für jede TatA-Konzentration wurden die relativen Intensitäten nach Addition beider 

Komplexbanden im prozentualen Verhältnis zum HM-Kontrollansatz dargestellt. Rot umrahmt: Konzentrationsintervall mit 

geringfügiger Substratdissoziation. Für weitere Details, siehe Text. 
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3.1 Zur Membraninteraktion des 16/23 Proteins 

 

3.1.1 Membraninsertion versus Membranassoziation: Topologiestudien zum Ti-1  

 

In Schlesier und Klösgen, 2010 konnte gezeigt werden, dass das thermolysinresistente 

Fragment des frühen Translokationsintermediats 1 (Ti-1) sowohl das hydrophobe Tat-

Signalpeptid als auch weite Bereiche des N-Terminus vom reifen Teil des chimären 

16/23 Proteins beinhaltet. Da der N-Terminus laut der Röntgenkristallstruktur des 

23 kDa Proteins aus Spinat (Kopecky et al., 2012) eine amphipathische -Helix zeigt, die über 

einen flexiblen loop mit dem restlichen, hauptsächlich aus einem -Faltblatt bestehenden, reifen 

Protein verbunden ist, wurde vermutet, dass dieser an der Membraninteraktion des 

Vorläuferproteins beteiligt ist (Schlesier und Klösgen, 2010). In einem solchen Szenario könnte, 

die amphipathische Helix zusammen mit der hydrophoben Domäne des 16 kDa Tat-

Signalpeptids, die eine -helikale Struktur bei der Interkation mit Membranen annimmt (Kerth et 

al., 2012), zu einer konzertierten Insertion dieses Proteinbereiches führen. Eine solche Insertion 

würde jedoch hierbei die trans-orientierte Translokation eines ca. 70 Aminosäure langen 

hydrophilen loops zwischen beiden Transmembranbereichen erfordern. Zwar ist bekannt, dass 

einige Proteine wie das CF0II Protein der chloroplastidären ATP-Synthase mit zwei 

Transmembranbereichen in die Thylakoidmembran inserieren, so dass der sie verbindende 

loop ins Thylakoidlumen transloziert wird (Michl et al., 1994), jedoch besteht dieser hydrophile 

Bereich aus nur wenigen negativ geladenen Aminosäuren, die dessen Lokalisierung auf der 

positiv geladenen trans-Seite der Membran begünstigen. Dass auch andere Tat-Substrate als 

das 16/23 Protein in der Lage sind spontan in die Membran zu inserieren, so dass sowohl der 

N- als auch der C-Terminus cis-membranseitig exponiert vorliegen, konnte erst kürzlich anhand 

des bakteriellen Proteins SufI in E. coli gezeigt werden (Karlsson et al., 2012). Wie beim 

16/23 Protein lässt sich auch beim Tat-abhängigen Proteintransport von einer Mutante des 

SufI Proteins ein frühes Translokationsintermediat nachweisen. Mittels Antikörpernachweis 

eines FLAG-tags, der zwischen beiden Transmembranbereichen des bakteriellen Proteins 

eingefügt wurde, konnte gezeigt werden, dass es durchaus zu einer periplasmatischen 

Exposition dieses Bereiches kommt. Dennoch sei auch hier angemerkt, dass der eingefügte tag 

ebenfalls aus relativ wenigen polaren Aminosäuren besteht, die sicherlich einer Translokation 

dieses Bereiches förderlich sind. Demnach bleibt die Frage bestehen, ob auch das 

unveränderte SufI Protein in der Lage ist in die Membran zu inserieren. Neben diesen bisher 

aufgeführten Studien zur spontanen Membraninsertion von Proteinen, die eine Translokation 

von eher kurzen, geladenen loop-Bereichen beschreiben, konnten Brambillasca et al., 2006 

anhand von Derivaten des tail anchored (TA) Proteins Cytochrom b(5) zeigen, dass bis zu 85 

Reste lange Domänen verschiedener Sequenzen und Ladungen C-terminal von der 
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Transmembrandomäne des Cytochrom b(5) spontan posttranslationell in Mikrosomen- und 

Lipidvesikel transloziert werden. Demnach besteht auch für den hydrophilen Bereich zwischen 

den beiden vorhergesagten Membransegmenten im Ti-1 Fragment des 16/23 Proteins die 

Möglichkeit, dass dieser trotz seiner Länge über die Membran in das Thylakoidlumen 

transloziert werden kann.  

Da jedoch schon in früheren Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass eine gewisse 

Anzahl an thermolysingeschützten Resten des Ti-1 Fragments mittels anderer Proteasen wie 

beispielsweise Proteinase K abgespalten werden kann (Hou et al., 2006), ließ sich eine 

stromale Exposition eines weitaus größeren Bereichs des Fragments vermuten, der allein durch 

den Einsatz von Proteasen nicht erfasst werden kann. Zur genaueren Bestimmung des stromal 

exponierten Bereichs wurden deshalb SCAM-Analysen unter Verwendung von thiolreaktiven 

Reagenzien unterschiedlicher Größe verwendet. Wie im Abschnitt 2.2.3 beschrieben, zeigen 

die SCAM-Analysen insbesondere unter Verwendung von MalPEG5000 im Gegensatz zum 

proteolytischen Verdau, dass sich durchaus ein Großteil des proteaseresistenten 

Ti-1 Fragments noch auf der stromalen Seite befindet. So scheinen ausschließlich Reste, die 

sich unmittelbar hinter der TPP-Spaltstelle im reifen Proteinteil befinden (siehe Mutante G93C), 

mittels des thiolreaktiven Reagens nicht modifiziert zu werden. Obwohl in ersten 

Untersuchungen sich auch das im Signalpeptid eingeführte Cystein in Position 74 einer 

Modifizierung entzog, zeigte sich jedoch bei der Wiederholung der Modifizierungsexperimente 

mit der S74C Mutante, dass diese durchaus, wenn auch nur schwach, mittels MalPEG5000 

modifizierbar ist. Dies ist insofern überraschend, da angenommen wurde, dass zumindest der 

hydrophobe Bereich des Signalpeptids vollständig in die Lipiddoppelschicht eingebettet wird.  

Da sowohl Reste innerhalb des amphipathischen Helix-Bereichs im reifen Proteinteil 

(Positionen 159 und 165) als auch N-terminal von diesem (Positionen 115 und 153) signifikant 

modifiziert werden konnten, erscheint es eher unwahrscheinlich, dass die amphipathische 

-Helix während der Membraninteraktion des 16/23 Proteins als zweites 

Transmembransegment in die Lipiddoppelschicht inseriert. Aufgrund der ausbleibenden 

Modifikation des Restes an Position 93 besteht jedoch noch die Möglichkeit, dass der 

membraneingebettete bzw. inserierte Bereich kleiner ist als ursprünglich vermutet. Demnach 

könnte man von einem wesentlich kürzeren hydrophilen loop sowie von einem 

Transmembranbereich ausgehen, der weiter N-terminal von der amphipathischen Helix gelegen 

ist. Geht man davon aus, dass das Lysin am Ende des hydrophoben Bereichs des 

Signalpeptids (Position 79) das Lumen erreicht, so könnte sich ein zweiter 

Transmembranbereich nur zwischen den Positionen 79 und 115 befinden. Da ein 

Transmembransegment für das Durchspannen einer Membran ca. 15-25 Aminosäuren benötigt 

(zusammengefasst in Rath und Deber, 2012), könnte ein lumenal exponierter loop des Ti-1 

immer noch eine Länge von über 20 Aminosäuren besitzen. Dennoch ergaben 
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Insertionsexperimente unter Verwendung von reagensbeladenen Lipidvesikeln keinerlei 

Evidenz für einen vollständigen Insertionsprozess mit einhergehender Translokation eines 

hydrophilen loop-Bereichs über die Vesikelmembran. Wobei diese Experimente aufgrund der 

parallel durchgeführten Kontrollexperimente mit Cysteinmutanten des CF0II Proteins durchaus 

zur Diskussion stehen.  

Obwohl in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass das CF0II Protein mittels 

einer „horse shoe“ Konformation spontan in die Membran inseriert, so dass ein kurzer 

hydrophiler loop auf die trans-Seite transloziert wird und dies die TPP-Abspaltung des 

Transitpeptids ermöglicht (Michl et al., 1994, 1999), konnte keine der beiden eingesetzten 

Cysteinmutanten des Proteins durch eingeschlossenes MalPEG5000 oder EGFP-SMCC 

modifiziert werden. Da selbst nach Solubilisierung der Vesikelmembranen durch Zugabe von 

Triton X-100 und der damit einhergehenden Reagensfreisetzung keine Modifikation 

nachweisbar war, lässt sich vermuten, dass im Verlauf der Liposomenherstellung zu wenig 

Reagens eingeschlossen wird. Gründe hierfür könnten unter anderem in der 

Einschlussprozedur, die mehrere Gefrier-Tau-Zyklen umfasst, oder im physikochemischen 

Verhalten des Reagens liegen. So ist unter anderem bekannt, dass die Einschlusseffizienz von 

niedermolekularen Substanzen, aber auch von Proteinen in artifizielle Vesikel stark variiert und 

dabei in Abhängigkeit von der Lipidzusammensetzung und Einschlussprozedur zwischen 10 bis 

50% betragen kann (Walde und Ichikawa, 2001; Colletier et al., 2002; Li et al., 2007; Xu et al., 

2012). Für MalPEG5000 konnte gezeigt werden, dass die Bedingungen der Einschlussprozedur 

nicht zu einer Inaktivierung des Reagens führen. Jedoch lässt sich nicht ausschließen, dass die 

Polyethylenkette den Einschluss des gesamten Reagens durch hydrophobe Interaktionen mit 

den Lipiden während der Liposomenherstellung erschwert. Im Fall des EGFP-SMCC (Emal), 

konnte zumindest rein optisch auf dessen effizienten Einschluss in die Liposomen geschlossen 

werden. Dennoch könnte die fehlende Modifizierung der eingesetzten Cysteinmutanten des 

16/23 Proteins in Lösung darauf hindeuten, dass die crosslinker-Länge des Emal von ca. 8 Å zu 

kurz sein könnte, um effizient an die einzelnen Cysteinderivate kovalent zu binden. 

Basierend auf den beschriebenen SCAM-Experimenten zur Topologiebestimmung des 

Ti-1 lässt sich konstatieren, dass schon allein die Analyse der lumenal eingeschlossenen 

thiolreaktiven Reagenzien hinsichtlich ihrer verbleibenden Funktionalität eine beträchtliche 

Herausforderung darstellt. Aus diesem Grund könnte neben dem Einschluss von thiolreaktiven 

Reagenzien in artifizielle Vesikel, auch alternativ der Einsatz von proteasebeladenen 

Liposomen zur Bestimmung der Ti-1 Membrantopologie in Betracht gezogen werden. Demnach 

könnten nach erfolgreichem Einschluss einer aktiven Protease wie -Chymotrypsin die 

beladenen Vesikel in Liposomeninsertionsexperimenten mit dem 16/23 Protein analysiert 

werden. Falls nach erfolgter Membraninsertion das Protein einen lumenalen loop aufweist, 

welcher die jeweilige Proteaseschnittstelle beinhaltet, sollte es zu einer proteolytischen 
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Spaltung des Vorläuferproteins kommen. Im Zuge dieser Arbeit war es bereits möglich eine 

Methode zum Einschluss von aktivem -Chymotrypsin in Liposomen zu etablieren, wobei die 

Prozedur der von Walde und Marzetta (1998) beschriebenen folgte.  

Der Vorteil bei diesem experimentellen Ansatz liegt insbesondere darin, dass die  

hydrolytische Aktivität der Protease nach erfolgtem Einschluss mittels externer Zugabe von 

Bz-Tyr-pNA, einem membrangängigen Substrat von -Chymotrypsin, über längere Zeiträume 

detektiert werden kann. In ersten Experimenten bestätigte die kontinuierliche Freisetzung von 

p-Nitroanilin, die mittels Spektroskopie bei einer Wellenlänge von 410 nm für verschiedene 

Zeitpunkte gemessen werden konnte, eindeutig eine vorhandene Proteaseaktivität des 

eingeschlossenen Enzyms (Abb.21A). Um auszuschließen, dass die gemessene katalytische 

Aktivität nicht von bereits freigesetztem Enzym, sondern ausschließlich von dem 

eingeschlossenen -Chymotrypsin stammt, wurde das Experiment durch die Zugabe des 

membranundurchlässigen Substrates Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA wiederholt. Im Gegensatz zu 

Bz-Tyr-pNA ist dieses Substrat nicht in der Lage, in das Vesikellumen zu diffundieren und sollte 

demnach auch nicht durch die Protease gespalten werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Wie in Abbildung 21B zu erkennen, konnte selbst nach langen Inkubationszeiten von über 

einer Stunde keine signifikante Spaltung des membranundurchlässigen Substrates 

nachgewiesen werden. Erst die Solubilisierung der Vesikel durch Zugabe von Triton X-100 

führte zu einem signifikanten Anstieg in der p-Nitroanilin-Freisetzung. Zusammengenommen 

bestätigen diese vorläufigen Experimente den effektiven Einschluss von aktivem 

-Chymotrypsin in Lipidvesikel. Demnach könnten diese enzymbeladenen Liposomen in 

weiterführenden Insertionsexperimenten unter Verwendung des 16/23 Proteins als auch des 

Abb.21 Spektroskopischer Nachweis des effizienten Einschlusses von aktivem-Chymotrypsin in Lipidvesikel. (A) Kinetik 

der Freisetzung von p-Nitroanilin nach externer Zugabe und anschließender Hydrolyse des membranpermeablen Substrats 

Bz-Tyr-pNA in Tris-Puffer (pH 7.0) bei 25°C. Der Pfeil verweist auf den charakteristischen Anstieg des 410 nm Wertes im Zuge der 

p-Nitroanilin-Freisetzung. (B) Kinetik zur Hydrolyse des membranimpermeablen Substrates Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA in 

Abwesenheit von Detergens (schwarze Kurven) und nach externer Zugabe von Trition X-100 (TX-100; rote Kurven).   
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Kontrollproteins CF0II eingesetzt werden und somit weitere Aufschlüsse über die Existenz von 

lumenal exponierten loops liefern.  

Obwohl aufgrund der zur Zeit noch nicht ausgereiften Insertionsexperimente mit 

eingeschlossenen Reagenzien und Enzymen keine eindeutige Aussagen zu der Existenz einer 

lumenal exponierten loop-Struktur im Ti-1 gemacht werden können, deuten doch die 

entsprechenden Experimente unter Anwesenheit von extern zugegebenen thiolreaktiven 

Substanzen eher auf eine stromale Lokalisierung der Reste im Ti-1 Fragment hin. Da jedoch 

nicht alle Positionen gleichermaßen modifiziert werden (siehe Position 74 und 93), liegt die 

Vermutung nahe, dass das Protein zumindest partiell in die Membran inseriert, wenn auch eine 

bloße Membranassoziation, die zu einer partiell geschützten Konformation führt, derzeit nicht 

ausgeschlossen werden kann. Zur besseren Unterscheidung dieser beiden Möglichkeiten, 

könnten Tryptophanfluoreszenzmessungen wie in Clayton und Sawyer (2002) 

zusammengefasst durchgeführt werden. Dieser Ansatz beruht auf der Tatsache, dass 

Tryptophanreste innerhalb eines Proteins einen Anstieg in ihrer relativen Fluoreszenzintensität 

sowie eine Blauverschiebung in ihrem Wellenlängenmaximum im Fluoreszenzspektrum 

aufweisen, wenn diese innerhalb einer Lipiddoppelschicht lokalisiert sind (Le Guernevé et al., 

1998). Durch das Einfügen von einzelnen Tryptophanresten in mögliche 

Membraninteraktionsbereiche innerhalb des 16/23 Proteins wie der hydrophoben Domäne des 

Signalpeptids oder dem N-Terminus des reifen Proteinteils sollten Membraninsertionen der 

veränderten Positionen und der damit korrespondierende Proteinbereich mittels 

Fluoreszenzspektroskopie detektiert werden können.  

 

3.1.2 Einfluss des Passagierproteins auf die Ausbildung des Ti-1  

 

Auch wenn im Zuge dieser Arbeit die Topologie des 16/23 Proteins in Ti-1 Konformation 

noch nicht endgültig geklärt werden konnte, so zeigen doch die vorliegenden Daten, dass der 

N-Terminus des reifen Proteinteils an der Membraninteraktion beteiligt ist und somit die Frage 

aufgeworfen wird, inwiefern der Faltungszustand des 23 kDa Passagierproteins eine Rolle bei 

diesem Prozess spielt. Wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, weist das in vitro-translatierte 

23 kDa Protein aus Spinat unabhängig vom Transitpeptid eine kompakt gefaltete Struktur auf, 

so dass ein Großteil der Polypeptidkette gegenüber Trypsin resistent ist. Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass diese Faltung nicht nur entscheidend für das Transportverhalten des 

gesamten Vorläuferproteins ist, sondern auch einen großen Einfluss auf dessen 

Membraninteraktionsverhalten hat. So ließen sich mittels Transport- und 

Insertionsexperimenten unter Verwendung von C-terminalen Deletionsmutanten keine 

Ti-1 Fragmentbanden detektieren. Im Zuge der Topologiestudien konnte jedoch auch gezeigt 

werden, dass eine einzelne Mutation in Position 106 des Proteins zu einer Inhibierung der 



 

86 
 

3 Diskussion 

Membraninteraktion führt. Infolgedessen weist im Gegensatz zu allen anderen in dieser Arbeit 

beschriebenen Cysteinmutanten nur die G106C Mutante kein Ti-1 Fragment auf. In diesem Fall 

liegt die Erklärung nahe, dass diese Position möglicherweise als Bestandteil einer 

Transmembrandomäne oder eines teilweise membraninserierten Proteinbereiches in einer 

hydrophoben Umgebung lokalisiert ist, sodass die Einführung einer polaren Seitengruppe 

letztendlich die Ausbildung des Ti-1 inhibiert.  

Auch wenn diese Erklärung für das Verhalten der G106C Mutante plausibel erscheint, als 

schlüssige Begründung für das Fehlen einer Ti-1 Fragmentbande nach Substitution des 

Cystein 242 mit einem Serin kann sie wohl eher nicht angesehen werden. Obwohl diese 

Position am C-Terminus des reifen Proteinteils und somit relativ weit entfernt von den Resten 

des Ti-1 Fragmentes lokalisiert ist, zeigt die entsprechende C242S Mutante selbst nach 

Blockierung des Tat-abhängigen Proteintransports mittels Antikörper gegen TatA sowie im 

Verlauf von Insertionsexperimenten keinerlei Indizien für eine spontane Membraninteraktion 

(Abb.22A). Laut Röntgenkristallstruktur bilden die Aminosäuren 250 bis 266 eine C-terminale 

-Helix, die wiederum im engen Kontakt zu einem-Faltblatt steht, in dessen letzten Strang das 

Cystein positioniert ist (Kopecky et al., 2012). Es wäre durchaus denkbar, dass schon der 

Austausch eines Sauerstoffatoms zu einem Schwefelatom in der Aminosäureseitenkette und 

die damit einhergehende Erhöhung des Atomradius zu einer Destabilisierung der gesamten 

Konformation des reifen Proteinteils führen. Für diese Annahme spricht, dass eine 

Trypsinbehandlung der in vitro-Translation der C242S Mutante im Gegensatz zum 

unveränderten 16/23 Protein kein proteasestabiles Fragment bei 20 kDa ergibt (Abb.22B). Es 

sei angemerkt, dass ein entsprechendes Experiment für die G106C Mutante bis dato nicht 

durchgeführt wurde und sich somit auch hier nicht gänzlich ausschließen lässt, dass diese 

Mutation die Faltung des Proteins beeinträchtigt. Obwohl sich für die C242S Mutante das 

Ergebnis der Trypsinbehandlung mit denen für die C-terminalen Deletionsmutanten iC20 und 

iC40 gleicht, verweisen entsprechende Thylakoidtransportexperimente dieser Mutante mit 

nachfolgender denaturiender sowie nativer gelelektrophoretischer Analyse auf einen weitaus 

geringeren Effekt bezüglich deren TatBC-Binde- und Transportverhaltens (Abb.22A,C). Ein 

ähnliches Verhalten hinsichtlich nicht nachweisbarer Membraninteraktion, aber dennoch 

signifikanter TatBC-Bindung, konnte im Falle der C-terminalen Deletionsmutanten nur für die 

kürzeren Varianten iC60 und iC88 gezeigt werden. Folgt man nun der Argumentation aus 

Schlesier und Klösgen (2014), dass eine Faltung insbesondere für große Tat-Passagierproteine 

nötig ist, um deren effiziente TatBC-Bindung zu ermöglichen, so lässt sich für die 

C242S Mutante zumindest eine partiell gefaltete Konformation annehmen. Dies würde dem 

Protein immer noch eine starke Bindung an den TatBC-Komplex mit einhergehender effektiver 

Translokation erlauben, auch wenn es zur Ti-1 Ausbildung nicht mehr befähigt ist.  
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Zusammengenommen zeigen die beschriebenen Ergebnisse, dass die 

Membraninteraktion an sich keinen obligatorischen Schritt für den Tat-abhängigen 

Proteintransport darstellt. Dies korreliert mit der Tatsache, dass bis dato nur für einige wenige 

bakterielle und pflanzliche Proteine eine spontane Membranbindung nachgewiesen werden 

konnte (siehe hierzu Einleitung, Abschnitt 1.3). Darüber hinaus verdeutlichen sie jedoch, dass 

die Aminosäuren des thermolysinresistenten Bereichs des Ti-1 allein nicht in der Lage sind, 

dessen Ausbildung an der Membran zu fördern, sondern dass es vielmehr einer strikt gefalteten 

Konformation des Passagierproteins bedarf. Hierbei stellt sich die Frage, ob für die 

Membraninteraktion ausschließlich die Primärsequenz der Polypeptidkette des 23 kDa Proteins 

benötigt wird oder ob allein eine gefaltete Domäne, die C-terminal von den Aminosäuren des 

Ti-1 Fragments lokalisiert ist, für diesen Prozess ausreicht. Aufschluss darüber könnten 

beispielsweise Transport- und Insertionsexperimente mit einem iC88-EGFP Konstrukt geben.  

Weiterhin bleibt zu klären, warum das Passagierprotein gefaltet sein muss, damit Ti-1 

gebildet werden kann. Es lässt sich vermuten, dass das 16/23 Protein in oligomerer Form an 

die Membran bindet und dass dieser Prozess durch Interaktion der gefalteten Domänen 

gefördert bzw. ermöglicht wird. So konnten bereits Ma und Cline (2010) zeigen, dass mehrere 

Substrate mit eigenem Signalpeptid gleichzeitig mittels des Tat-Apparats unter oxidierenden 

Bedingungen über die Thylakoidmembran transportiert werden, auch wenn in ihren Studien 

keine spontane Membraninteraktion des von ihnen verwendeten Derivats des authentischen 

16 kDa Proteins nachweisbar war. Ein detaillierterer Blick auf eine mögliche Oligomerisierung 

des 16/23 Proteins in Anwesenheit von Membranen könnte in Zukunft durch den Einsatz von 

bifunktionalen crosslinkern wie DSS (Disuccinimidylsuberat) oder DSG (Disuccinimidylglutarat) 

in Insertionsexperimenten erhalten werden.  

 

Abb.22 Untersuchungen zum Transport- und Membraninteraktionsverhalten der C-terminalen Substitutionsmutante 

16/23C242S. (A) Thylakoidtransportexperimente mit dem originalen 16/23 Protein sowie mit dessen C-terminaler 

Substitutionsmutante C242S . Die entsprechenden in vitro-Translationen wurden jeweils für 10 min bei 25°C entweder mit 

unbehandelten oder antiTatA-vorbehandelten Thylakoiden inkubiert. (B) Je 2 µl der in vitro-Translationen vom originalen 

16/23 Protein sowie von der C242S Mutante wurden für 30 min bei 4°C mit 3 µM Trypsin inkubiert. (C) Blue-Native-PAGE-Analyse 

der Thylakoidtransportexperimente mit antiTatA-vorbehandelten Thylakoiden aus (A).  Für weitere Details, siehe Abb.14. 
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3.2  Zur TatBC-Rezeptorbindung unterschiedlicher Tat-Substrate 

 

3.2.1 Die TatBC-Bindung als entscheidender Schritt des Tat-abhängigen                    

 Proteintransports 

 

Thylakoid-Transportexperimente mit den C-terminalen Deletionsmutanten des 

16/23 Proteins zeigen, dass schon eine geringfügige Verkürzung des Passagierproteins zu 

einer drastischen Abnahme in der Transporteffizienz führt und dass dieser Effekt vor allem auf 

einer stark eingeschränkten TatBC-Bindung dieser minimal verkürzten Mutante beruht. Die 

proteolytische Degradation der entsprechenden Mutante mittels Trypsin lässt zudem darauf 

schließen, dass das verbliebende Passagierprotein im Gegensatz zum unveränderten Protein 

keine oder nur eine schwach gefaltete Konformation aufweist. Da aber mit weiterer Verkürzung 

des C-Terminus die TatBC-Bindungs- und Transporteffizienzen wieder zunehmen, obwohl 

keine der jeweiligen Mutanten eine Resistenz gegenüber Trypsin zeigt, lässt sich vermuten, 

dass eine kompakte Faltung des Passagierproteins keine notwendige Voraussetzung für beide 

Prozesse darstellt. Die schwache TatBC-Bindung der größeren Deletionsmutanten könnte 

dabei auf einer vermehrten Interaktion zwischen hydrophoben Bereichen des reifen Proteinteils 

und dem ebenfalls stark hydrophoben Signalpeptid beruhen, so dass Letzteres nicht mehr für 

die Bindung an den TatBC-Komplex zur Verfügung steht. Bei den kleineren Mutanten könnte 

sich die Wahrscheinlichkeit für diese Interaktion zwischen Signalpeptid und verbliebenem 

Passagier verringern, da weniger hydrophobe Anteile in der Polypeptidkette des reifen Proteins 

vorliegen sollten.  

Dennoch bleibt anzumerken, dass eine Sensitivität gegenüber Trypsin allein sicherlich 

noch keine vollständige Aussage über die tatsächliche Konformation des jeweils verbliebenen 

Passagierproteins erlaubt. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass insbesondere die 

kürzeren C-terminalen Deletionsmutanten durchaus eine partielle Faltung einnehmen, die zwar 

das Protein nicht vor proteolytischer Degradation schützt, sich aber möglicherweise positiv auf 

dessen TatBC-Bindung und Transport auswirkt. Die nachgewiesene TatBC-Bindung  des 

16 kDa Transitpeptids bestätigt jedoch schon frühere Studien, die zeigen konnten, dass für eine 

Assoziation der Tat-Substrate an den TatBC-Rezeptor im Wesentlichen nur ein funktionelles 

Tat-Signalpeptid benötigt wird (Teter and Theg, 1998; Mori und Cline, 2002). Dennoch könnten 

die schwachen Signale der TatBC-Substratkomplexbanden bei Verwendung des Transitpeptids 

in BN-PAGE-Analysen darauf hindeuten, dass neben dem hydrophoben Signalpeptid auch das 

Passagierprotein an einer stabilen Bindung des Tat-Substrats an den TatBC-Rezeptor beteiligt 

ist. Die in Abschnitt 2.3.3 beschriebenen chase-Experimente zur Analyse der 

Dissoziationseffizienzen der einzelnen Deletionsmutanten zeigen zudem, dass das Leer-RTS 

allein zu einer deutlichen Dissoziation der kleinsten eingesetzten C-terminalen Mutanten von 
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den TatBC-Substratkomplexen führt, die sich nicht in einer Rekonstitution des Tat-Transports 

widerspiegelt. Mit zunehmender Verkürzung des C-Terminus erhöht sich zwar wieder die 

Fähigkeit der Mutanten an den TatBC-Rezeptor zu binden, jedoch scheint sich die Stabilität 

dieser Bindung eher zu verringern. Die beobachtete Dissoziation in Anwesenheit von Leer-RTS 

könnte dabei möglicherweise auf Salze oder Chaperon-Proteine, die im RTS vorhanden sind, 

zurückzuführen sein. Durch bevorzugte Erkennung und Bindung an entfaltete Bereiche könnten 

diese Chaperone die Entfernung der weniger stark TatBC-assoziierten Tat-Substrate 

begünstigen. Eine Ausnahme hiervon bildet die iC60 Mutante, die hinsichtlich ihrer Stabilität 

am TatBC-Substratkomplex dem originalen 16/23 Protein gleicht. Möglicherweise nimmt dieses 

Protein eine Konformation an, die sich stabilisierend auf deren Bindung an den TatBC-Rezeptor 

auswirkt.  

Neben einer RTS-bedingten Dissoziation, die vor allem auf die kürzeren Mutanten zutrifft,  

zeigen die gleichen chase-Experimente aber auch eine deutliche TatA-induzierte Entfernung  

aller verwendeten Tat-Substrate von den TatBC-Substratkomplexen. Die Effizienz dieser TatA-

induzierten Dissoziation scheint bei weitem nicht so stark zwischen den einzelnen Proteinen zu 

variieren, wie deren TatBC-Bindungseffizienzen. Darüber hinaus verweisen erste vorläufige 

SDS-PAGE-Analysen solcher chase-Experimente, dass in Anwesenheit von TatA der Transport 

aller TatBC-gebundenen Substrate wieder rekonstituiert werden kann, wenn auch die iC40 

und iC88 Mutanten im Vergleich zu den anderen Proteinen deutlich geringere 

Transporteffizienzen aufweisen (siehe Diskussion 3.3.3). Zusammengefasst könnten diese 

Daten darauf hinweisen, dass vor allem die Bindung an den TatBC-Rezeptorkomplex und 

weniger die TatA-abhängige Translokation abhängig von der Konformation des 

Passagierproteins ist. Diese Annahme könnte dabei mit molekularbiologischen Studien 

übereinstimmen, in denen unterschiedlich mutierte Tat-Translokasen in E. coli generiert 

wurden, die auch falschgefaltete oder ungefaltete Proteine als Tat-Substrate erkennen und über 

die Cytoplasmamembran transportieren (Rocco et al., 2012). Dabei konnte gezeigt werden, 

dass vor allem Mutationen im TatBC-Rezeptor den Transport der falschgefalteten Substrate 

ermöglichen. Jedoch wurden auch einige wenige TatA Mutanten identifiziert, bei denen ebenso 

eine weniger stringente Ablehnung von falschgefalteten Tat-Substraten vorzuliegen scheint. 

Basierend auf ihren Ergebnissen vermuten die Autoren, dass die insbesondere für das 

bakterielle System oft beschriebene inhärente qualtity control-Funktion der Tat-Translokase 

gegenüber dem Faltungsstatus der zu transportierenden Tat-Substratproteine (DeLisa et al., 

2003; Palmer und Berks, 2012) hauptsächlich darin besteht, ob Substrat an den TatBC-

Rezeptor binden kann oder nicht. Des Weiteren konnten bereits Richter et al. (2007) in E.coli 

zeigen, dass auch das bakterielle Tat-System wie das pflanzliche ohne Mutationen in den 

Translokaseuntereinheiten in der Lage ist, ein durch verhinderte Co-Faktor-Assemblierung 

entfaltetes Tat-Substrat zu transportieren. Zudem war es möglich, vollständig unstrukturierte 
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Tat-Substratproteine, bestehend aus einem Tat-Signalpeptid und repetitiven Einheiten von FG 

aus dem Hefe Nsp1p Kernporenprotein, mittels des Tat-Apparats zu transportieren, wobei die 

Effizienz des Transports dieser ungefalteten Passagierproteine mit zunehmender Länge 

schwächer wurde.   

Dennoch deuten Studien von Musser und Theg (2000) darauf hin, dass neben der TatBC-

Bindung auch der Translokationsschritt durch die Struktur des Passagierproteins beeinflusst 

werden könnte. So zeigen die Autoren, dass das von ihnen verwendete Avidin-gekoppelte 

16 kDa Vorläuferprotein zwar an den TatBC-Rezeptor bindet, aber trotz Faltung dennoch nicht 

transportiert werden kann. Jedoch konnte anhand dieser Analysen nicht belegt werden, ob die 

TatA-Funktion durch das sperrige Tat-Substrat beeinträchtigt wird oder ob die Translokase 

generell nicht in der Lage ist die Substrat-Translokation zu vermitteln, unabhängig davon 

welche Komponente des Tat-Apparats für diesen Prozess zuständig ist. Demnach könnte man 

vermuten, dass der Tat-abhängige Translokationsprozess möglicherweise durch bestimmte 

Konformationen bzw. strukturelle Eigenschaften des Passagierproteins beeinträchtigt wird. Dies 

könnte erklären, warum beispielsweise das iC40 Protein relativ ineffizient in Anwesenheit von 

TatA transloziert wird, obwohl es eine stärkere TatBC-Bindung als die iC20 Mutante aufweist.  

 

3.2.2 Stöchiometrische Zusammensetzung des TatBC-Substratkomplexes  

 

In Abschnitt 2.3.3 wurde beschrieben, dass die Bindung von unterschiedlich großen Tat-

Substraten an den TatBC-Rezeptor zu einem deutlichen shift im Laufverhalten der TatBC-

Substratkomplexbanden bei 560 und 620 kDa im Verlauf einer BN-PAGE führt. Unter 

Verwendung des 8 kDa großen Transitpeptids des 16 kDa Proteins sowie der etwas größeren 

iC88 Mutante (18 kDa) konnte durch Vergleich mit dem 16/23 Protein (29 kDa) gezeigt 

werden, dass dieser shift annähernd der Größe des jeweils vorhandenen bzw. nicht 

vorhandenen Passagierproteins entspricht. Zudem konnte neben den bereits beschriebenen 

oberen TatBC-Komplexen noch ein weiterer Komplex bei ca. 400 kDa detektiert werden, der im 

Vergleich zu den beiden anderen Komplexen nur eine sehr schwache Bandenintensität zeigt 

und sich nicht immer bei allen durchgeführten BN-PAGE-Analysen nachwiesen ließ. Da diese 

Bande ebenso in Abhängigkeit vom Substrat einen deutlichen shift aufweist, kann davon 

ausgegangen werden, dass deren Detektion auf die Bindung des Vorläuferproteins 

zurückzuführen ist und nicht auf eine unspezifische Markierung mittels radioaktiven Methionins. 

Bereits frühere Studien von Jakob et al. (2009) verwiesen mittels BN-PAGE- und  Western-blot-

Analysen von Arabidopsis thaliana-Thylakoiden auf vier TatBC-Komplexe, von denen jedoch 

nur die beiden größten einen schwachen shift nach Substratzugabe zeigen. Auch wenn die in 

dieser Arbeit angeführten Experimente mit Erbsenthylakoiden durchgeführt wurden, liegt es 

nahe, dass der detektierte dritte Komplex mit einem von den unteren der vier in Jakob et al. 
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(2009) beschriebenen TatBC-Komplexe übereinstimmen könnte. Die schwache 

Bandenintensität des dritten Komplexes im Autoradiogramm sowie die deutlichen 

Westernsignale der untersten Komplexbanden in Arabidopsis, lassen darauf schließen, dass im 

Allgemeinen nur wenig Tat-Substrat an diesen TatBC-Komplex gebunden vorliegt, sodass die in 

Jakob et al. (2009) durchgeführten Western-blot-Analysen möglicherweise nicht sensitiv genug 

sind, um einen substratinduzierten shift an diesen Komplexen zu detektieren.  

Insbesondere die Veränderungen im Laufverhalten der TatBC-Substratkomplexe in 

Abhängigkeit von der Größe des Tat-Substrats deuten stark darauf hin, dass jeder dieser im 

nativen Gel detektierten Komplexe nur jeweils ein radioaktives Protein gebunden hat. 

Möglicherweise könnte es sich bei diesen detektierten Komplexen zwischen 620 und 400 kDa 

um stabile Dissoziationsprodukte eines wesentlich größeren Rezeptor-Substratkomplexes 

handeln, die durch dessen Zerfall unter den gegebenen Bedingungen der 

Membransolubilisierung und BN-PAGE entstehen. Demnach könnten an diesen großen TatBC-

Rezeptorkomplex mehrere Substratproteine gleichzeitig gebunden vorliegen. Dieses Szenario 

steht im Einklang mit früheren Studien unter Verwendung von Erbsenthylakoiden, in denen 

gezeigt werden konnte, dass durchaus mehrere Tat-Substratproteine gleichzeitig an TatBC 

binden und in Anwesenheit von funktionellem TatA auch transportiert werden können (Ma und 

Cline, 2010). Darüber hinaus verweisen neueste Quantifizierungsdaten zur Stöchiometrie der 

Tat-Untereinheiten in Pflanzen und Bakterien auf annähernd äquimolare Mengen an TatB und 

TatC (Jakob et al., 2009; Celedon und Cline, 2012). In weiteren Studien wurde postuliert, dass 

ein funktioneller TatBC-Rezeptorkomplex aus 7-8 TatB:TatC-Protomeren bestehen könnte 

(Tarry et al., 2009; Ma und Cline, 2010). Weiterhin wurde vermutet, dass in diesem heptameren 

bzw. oktameren Komplex an jedem TatB:TatC-Protomer ein Substrat gebunden vorliegt 

(Celedon und Cline, 2012). 

Geht man davon aus, dass auch die in dieser Arbeit nachgewiesenen TatBC-

Substratkomplexe in Erbse jeweils nur aus den Tat-Untereinheiten TatB (19 kDa) und TatC 

(33 kDa) sowie aus nur einem Substratprotein wie das 16/23 Protein (29 kDa) bestehen, so 

erhält man beispielsweise im Falle des 560 kDa Komplexes nach Abzug des Molekulargewichts 

des gebundenen Substrats einen etwa 530 kDa großen TatBC-Komplex. Legt man jedoch 

diesem Wert ein 1:1 Verhältnis von TatB zu TatC zugrunde und teilt diesen durch die Summe 

der Molekulargewichte der beiden Tat-Untereinheiten, so ergibt sich ein Endergebnis von ca. 10 

TatB:TatC-Protomeren. Würden nun die beiden obersten Komplexe bei 620 und 560 kDa zu 

einem annähernd 1,2 MDa großen Komplex zusammengefasst, so müsste dieser aus 21 bis 22 

TatB:TatC-Protomeren bestehen und nur zwei gebundene 16/23 Proteine beinhalten. Tarry et 

al. (2009) konnten mittels Einzelpartikelelektronenmikroskopie von isolierten TatBC-

Substratkomplexen aus E. coli ebenfalls nur maximal zwei gebundene SufI Proteine pro 

Komplex nachweisen. Die Autoren vermuten, dass die von ihnen untersuchten TatBC-
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Komplexe der Größe nach Heptameren entsprechen. Obwohl insbesondere in Bakterien eine 

Assoziation des TatA-Proteins auch im Zuge von nativen Gelelektrophoresemethoden an den 

TatBC-Substratkomplexen gezeigt werden konnte (Oates et al., 2005), war es bis dato nicht 

möglich, mit den in der Arbeitsgruppe durchgeführten BN-PAGE-Analysen, eine solche TatA-

Assoziation auch an den pflanzlichen Komplexen nachzuweisen (Jakob et al., 2009 und nicht 

gezeigte Daten). Somit lässt sich ausschließen, dass das TatA-Protein durch Assoziation an die 

TatBC-Substratkomplexe am ermittelten Laufverhalten der drei Komplexbanden aus 

Erbsenthylakoiden beteiligt ist. 

Weiteren Aufschluss darüber, ob die mittels BN-PAGE detektierten Komplexe tatsächlich 

Dissoziationsprodukte eines wesentlich größeren TatBC-Substratkomplexes darstellen, könnte 

beispielsweise durch eine Modifizierung der Membransolubilisierungsprozedur oder aber auch 

durch Verwendung alternativer Gelsysteme erlangt werden. So wird unter anderem vermutet, 

dass sich der in der BN-PAGE verwendete Farbstoff und Ladungsträger Coomassie-Blau G250 

negativ auf die Stabilität größerer Membranproteinkomplexe auswirkt (Ladig et al., 2011). 

Dieses Problem könnte jedoch möglicherweise umgangen werden, indem beispielsweise der 

Coomassie-Farbstoff im Zuge einer high resolution clear native (hrCN)-PAGE (Wittig et al., 

2007) oder auch histidine- and deoxycholate based native (HDN)-PAGE (Ladig et al., 2011) 

durch eine farblose Mischung aus anionischen und neutralen Detergenzien ersetzt wird. 

 

3.3 Zur Rolle des TatA Proteins während des Translokations-

 schrittes 

 

3.3.1 Rekonstitution des Tat-Transports mittels überexprimiertem und gereinigtem TatA 

 

Mit Hilfe des chimären 16/23 Proteins wurde in dieser Arbeit neben der Untersuchung des 

Membraninteraktionsverhaltens und des Einflusses der Konformation des Passagierproteins auf 

den Tat-Transport auch die quantitative Bestimmung des TatA-Bedarfs für die Translokation 

durchgeführt. Hierbei kam für Letzteres erstmals heterolog überexprimiertes und aufgereinigtes 

TatA in funktioneller Form sowie in genau definierten Konzentrationen zum Einsatz 

(Hauer et al.,  2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass dieses aufgereinigte TatA aus 

Arabidopsis thaliana in gleichem Maße wie in vitro-translatiertes TatA (Dabney-Smith et al., 

2003; Frielingsdorf et al., 2008) in der Lage ist, den Tat-abhängigen Proteintransport von 

transportinkompetenten Thylakoiden zu rekonstituieren. Damit konnte ausgeschlossen werden, 

dass weitere Komponenten wie Chaperonproteine oder Salze, die möglicherweise in den 

in vitro-Ansätzen zur Synthese von TatA in unbekannter Menge vorliegen, den Tat-Transport 

begünstigen oder wie vormals schon gezeigt gar negativ (Frielingsdorf et al., 2008). Der Fakt, 

dass Arabidopsis thaliana-TatA in der Lage ist, den Tat-Transport an Erbsen-
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Thylakoidmembranen zu rekonstituieren, spricht für eine starke Konservierung der Tat-

Komponenten zumindest unter den dikotyledonen Pflanzen. Dies steht im Einklang mit 

Untersuchungen im bakteriellen System, in dem gezeigt werden konnte, dass die Tat-

Untereinheiten TatAd und TatCd aus dem gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis den 

Substrattransport in Tat-defizienten E. coli-Stämmen komplementieren (Barnett et al., 2008). 

Dennoch bleibt die Frage offen, ob auch eine Komplementierung des Tat-Transports zwischen 

evolutionär weiter entfernt liegenden Spezies möglich ist. So könnten weiterführende 

Experimente klären, ob beispielsweise TatA Proteine aus niederen Pflanzen, Cyanobakterien 

oder gar aus den Domänen der Bakterien und Archaeen auch in höheren Pflanzen funktionell 

sind. 

Wie schon erwähnt, ermöglichte der erstmalige Einsatz von überexprimiertem TatA eine 

genaue Quantifizierung der Menge dieses Proteins, die für die Tat-abhängige Translokation des 

16/23 Proteins über die Thylakoidmembran benötigt wird. Überraschenderweise entspricht die 

quantifizierte TatA-Konzentration, die zur vollständigen Rekonstitution des 

16/23 Proteintransports führt (0,15 µM), annähernd der Menge an membrangebundenen TatA 

(0,17 µM). Da eine Kompetition des extern zugegebenen TatA Proteins mit dem bereits 

gebundenem Antikörper ausgeschlossen werden kann und die zu beobachtende 

Transportaktivität somit ausschließlich auf das überexprimierte Protein zurückzuführen ist, stellt 

sich Frage nach dessen tatsächlichen Wirkungsort. Aufgrund der mittels quantitativer Western-

blot-Analysen ermittelten TatA-Mengen in der Thylakoidmembran könnte man davon ausgehen, 

dass das extern zugegebene TatA zunächst in die Membran inseriert und erst dort seine 

Funktion erfüllt. Dies würde sicherlich eine Vorinkubation der transportinkompetenten 

Thylakoide mit TatA notwendig machen, was jedoch in dieser Arbeit nicht bestätigt werden 

konnte. Entweder inseriert TatA so schnell in die Membran, dass dieser Prozess unter den 

gewählten Vorinkubationsbedingungen nicht nachweisbar ist, oder aber das Protein verbleibt in 

der löslichen Phase und vermittelt von dort aus den Transport. Letzteres würde mit der 

Tatsache übereinstimmen, dass sowohl im isolierten Stroma von Erbsenchloroplasten 

(Frielingsdorf et al., 2008) als auch im Cytosol von gram-negativen und gram-positiven 

Bakterien (Pop et al., 2003; Westermann et al., 2006; Berthelmann et al., 2008) funktionelles 

TatA nachgewiesen werden konnte. Hierbei bleibt zu untersuchen, wie und in welcher Form das 

TatA Protein aus der löslichen Phase heraus den Transport von Tat-Substraten vermitteln 

könnte. Unter anderem wäre denkbar, dass TatA mit potentiellen Tat-Substratproteinen schon 

im Stroma interagiert und deren Translokation über eine nachfolgende Assoziation mit dem 

TatBC-Rezeptorkomplex ermöglicht. So vermuteten bereits Pop et al. (2003), basierend auf 

einer effektiven TatAd-Coimmunopräzipitation des Vorläuferproteins prePhoD in 

Bacillus subtilis, dass das TatAd vor der Membraninsertion durch spezifische Bindung an ein 

funktionelles Tat-Signalpeptid mit dem Substratprotein interagiert und somit bei dessen 
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zielgerichteter Weiterleitung zur Translokation assistiert. Ein solches Verhalten könnte dabei in 

Analogie zum peroxisomalen Proteintransport stehen, bei dem Pex5p im Cytosol gefaltete 

cargo-Proteine mit C-terminalen PTS (peroxisome targeting signal)-Sequenzen bindet und zum 

sogenannten docking-Komplex geleitet, wo es nachfolgend den Translokationsprozess 

vermittelt (zusammengefasst in Hasan et al., 2013). Dennoch bleibt anzumerken, dass bis dato 

in keinerlei Studien eine ähnliche Interaktion zwischen chloroplastidären TatA und 

Substratproteinen im Stroma nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus belegen Studien 

von Mori und Cline (2002), als auch entsprechende BN-PAGE-Analysen in dieser Arbeit, dass 

das Substratprotein in Abwesenheit von funktionellem TatA effektiv an den TatBC-Komplex 

binden kann und, dass diese über das Tat-Signalpeptid vermittelte Bindung gar eine 

Voraussetzung für die nachfolgende TatA-Assoziation darstellt. 

Die bisher in der Literatur aufgeführten crosslinking-Experimente belegen zwar einen 

engen Kontakt zwischen TatA und dem ternären TatBC-Substratkomplex, jedoch können diese 

keinen direkten Hinweis geben, ob es aus dem Stroma oder doch eher aus der Membran 

kommend an den Komplex bindet. So könnte durchaus die Möglichkeit bestehen, dass TatA 

direkt von der löslichen Phase aus mit dem ternären Komplex assoziiert und den 

anschließenden Translokationsschritt vermittelt. Der Transportprozess könnte dabei unter 

anderem die Ausbildung einer an das Passagierprotein angepassten TatA-Pore am ternären 

TatBC-Substratkomplex umfassen. So konnte gezeigt werden, dass TatA sowohl in 

angereichertem Stroma (Daten nicht gezeigt) als auch im bakteriellen Cytoplasma 

(Berthelmann et al., 2008) in der Lage ist, hochmolekulare Oligomerstrukturen auszubilden. 

Jedoch könnte der in Hauer et al. (2013) nachgewiesene und diskutierte kooperative Effekt des 

TatA Proteins auf den Thylakoidtransport des 16/23 Proteins durchaus auch einen Hinweis auf 

einen allosterischen Enzymkomplex geben, bei dem TatA als eine Art stromaler Co-Faktor die 

Translokation des Substrats über den TatBC-Komplex vermittelt. Nach dieser Hypothese würde 

die allosterische Bindung von TatA zu Konformationsänderungen in den TatBC-Untereinheiten 

und somit zu einer Umorientierung bzw. Aktivierung im TatBC-Rezeptorkomplex führen, was 

wiederum die Translokation des gefalteten Passagierproteins zur Folge hätte.  

Weitere Aufklärung darüber, ob TatA als Pore oder als eine Art Co-Faktor die 

Translokation von Tat-Substratproteinen vermittelt, könnten beispielsweise Analysen zur 

exakten Stöchiometrie der einzelnen Tat-Komponenten liefern. Während Einigkeit darüber 

besteht, dass TatB und TatC sowohl in bakteriellen als auch in pflanzlichen Systemen in 

äquimolaren Mengen vorliegen, steht der tatsächliche TatA-Gehalt zur Diskussion (Jakob et al., 

2009). So lassen bisherige Studien vor allem bei Bakterien aber auch zum Teil in Erbse einen 

Überschuss an TatA gegenüber den anderen Untereinheiten vermuten (Jack et al., 2001; 

Celedon and Cline, 2012), wohingegen quantitative Western-blot-Analysen in 

Arabidopsis thaliana eher auf substöchiometrische Mengen dieses Proteins hinweisen (Jakob et 
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al., 2009). Inwiefern hier Spezies-spezifische Eigenarten oder Unterschiede in den jeweilig 

verwendeten Quantifizierungsmethoden als Ursachen für diese Diskrepanz herangezogen 

werden können, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Des Weiteren könnte 

insbesondere die Quantifizierung des TatA-Bedarfs für den Transport weiterer Tat-Substrate, 

die sich in der Größe ihrer jeweiligen Passagierproteine deutlich voneinander unterscheiden, 

wertvolle Einblicke in die Funktionsweise des TatA Proteins geben. So wäre es interessant zu 

sehen, ob der Bedarf an TatA mit der Größe des Passagierproteins steigt oder ob für die 

Translokation sämtlicher Tat-Substrate stets annähernd die gleiche TatA-Konzentration benötigt 

wird. Beispielsweise würde man bei der Ausbildung einer an die Substratgröße angepassten 

TatA-Pore eher von einer direkten Korrelation zwischen TatA-Konzentration und 

Passagiergröße ausgehen, als es bei einer durch TatA-induzierten und über den TatBC-

Komplex vermittelten Translokation der Fall wäre.  

 

3.3.2 TatA-induzierte Dissoziation des Substrats vom TatBC-Komplex 

 

Im Zuge dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die Anwesenheit von TatA zu 

einer Dissoziation unterschiedlich großer Tat-Substrate vom TatBC-Rezeptorkomplex führt 

(siehe Abschnitte 2.2.3 und 2.3.3). So verbleiben nach externer Zugabe von TatA und 

nachfolgender Inkubation der jeweiligen chase-Ansätze für 10 min im Licht durchschnittlich 10-

20% Substrat an den Komplexen gebunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den 

gewählten Bedingungen die gleiche Menge an TatA in der Lage ist, in annähernd gleichem 

Umfang die Dissoziation von verschiedenen Tat-Substraten zu vermitteln. Es sei dennoch 

darauf hingewiesen, dass die entsprechenden Experimente mit in vitro-synthetisiertem TatA 

durchgeführt wurden. Auch wenn dessen tatsächliche Konzentration nicht genau bestimmt 

wurde, so ließen jedoch quantitative Vergleiche mit heterolog überexprimiertem und 

gereinigtem TatA ein Wert von annähernd 3 µM pro experimentellem Ansatz vermuten (Daten 

nicht gezeigt). Diese hohe TatA-Konzentration liegt bei weitem über der vor Kurzem bestimmten 

Menge, die für eine vollständige Rekonstitution des 16/23 Transports benötigt wird (0,15 µM, 

siehe Hauer et al., 2013). Geht man jedoch davon aus, dass TatA eine dem Passagierprotein 

angepasste Translokationspore ausbildet, würde man bei den eingesetzten hohen TatA-

Konzentrationen allgemein eine wesentliche höhere Dissoziationseffizienz der kleinsten 

Substrate vom TatBC-Rezeptor gegenüber den größeren bzw. längeren Passagierproteinen 

erwarten, was jedoch in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Dennoch bedarf es 

weiterführender Arbeiten, um im Detail die Transport- und Dissoziationsraten von 

verschiedenen Proteinen in Anwesenheit unterschiedlicher TatA-Konzentrationen, wie schon für 

das 16/23 Protein gezeigt (Hauer et al., 2013), zu quantifizieren.     
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Neben der bemerkenswert hohen Toleranz des TatA Proteins gegenüber verschiedenen 

Passagierproteinen hinsichtlich deren Dissoziationsverhaltens, deuten Blue-Native-PAGE-

Analysen von chase-Experimenten mit dem 16 kDa Transitpeptid stark darauf hin, dass 

möglicherweise überhaupt kein Passagier für die TatA-Funktion benötigt wird (Abb.10B). Dies 

würde zumindest im Einklang mit früheren crosslinking Studien stehen, die zeigen konnten, 

dass es für eine pH abhängige Bindung des TatA Proteins mit dem TatBC-Rezeptorkomplex 

nur der Anwesenheit von gebundenem Signalpeptid bedarf (Mori und Cline, 2002). Im 

Gegensatz dazu könnte sich jedoch die Annahme, dass TatA unabhängig von der Anwesenheit 

eines Passagierproteins seine Funktion ausübt, neuerlichen crosslinking-Experimenten 

widersprechen, die eine direkte Interaktion zwischen dem reifen Proteinteil des Tat-Substrats 

und TatA während des Tat-abhängigen Transports eines modifizierten 16 kDa Proteins 

verdeutlichen (Pal et al., 2013). Dennoch bleibt bei diesen Studien die Frage bestehen, ob 

diese nachgewiesenen Interaktionen eine Voraussetzung für die Funktion des Tat-Transports 

sind oder nur die Folge eines temporären Kontaktes beider Proteine während ihrer Assoziation 

am TatBC-Komplex sind. 

Auch wenn im Allgemeinen Transport und Dissoziation der Substrate miteinander in 

Korrelation stehen, so verweisen die Daten zur Quantifizierung der Dissoziation des 

16/23 Proteins in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an überexpremiertem TatA 

auf einen Unterschied hinsichtlich des TatA-Bedarfs für beide Prozesse (Abschnitt 2.3.3). 

Während im Zuge von Thylakoidtransportexperimenten eine vollständige 

Transportrekonstitution bereits bei einer TatA-Konzentration von 0,2 µM nachgewiesen werden 

konnte, befindet sich laut BN-PAGE-Analysen der entsprechenden Transportansätze die 

Dissoziation des 16/23 Proteins vom TatBC-Komplex in diesem Konzentrationsbereich noch 

nicht in der Sättigung. Es scheint so, als ob mehr TatA benötigt wird, um das Substrat vom 

Komplex dissoziieren zu lassen als für dessen Translokation über die Thylakoidmembran. Die 

bereits erwähnte Dissoziation des 16 kDa Transitpeptids in Anwesenheit von in vitro-

synthetisiertem TatA könnte die Vermutung nahe legen, dass die Dissoziation der Substrate 

vom TatBC-Rezeptorkomplex ein von der eigentlichen Translokation unabhängiger Prozess ist. 

So wäre denkbar, dass die Dissoziation erst nach der eigentlichen Translokation erfolgt und 

dass zur Ausführung beider Prozesse TatA benötigt wird. Dabei könnte eine erneute Bindung 

des Substrats und dessen Translokation direkt abhängig von der erfolgten Dissoziation des 

bereits translozierten Proteins sein. Da Gérard und Cline (2007) trotz lichtinduzierter kovalenter 

Verknüpfung des Tat-Signalpeptids eines photoreaktiven Derivats des 16 kDa Proteins mit dem 

TatBC-Komplex eine signifikante Translokation des Passagierproteins ins Thylakoidlumen 

nachweisen konnten, scheint es eher unwahrscheinlich, dass die Dissoziation des Substrats 

konzertiert mit dessen Translokation einhergeht oder diese möglicherweise gar induziert.  
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Darüber hinaus könnte der höhere TatA-Bedarf für die Intensitätsabnahme in den TatBC-

Komplexbanden durchaus auch in einer Entfernung des bereits abgespalteten Transitpeptids 

vom TatBC-Komplex begründet liegen. Dass die finale Prozessierung zumindest an der TatC-

Untereinheit stattfinden kann, wurde erst kürzlich mittels mehrerer chimärer Proteine, die ein N-

terminales TorA-Signalpeptid besitzen, am bakteriellen Tat-Transportweg nachgewiesen. So 

konnte gezeigt werden, dass das bakterielle TatC als eine Art Insertase die Insertion des TorA-

Signalpeptids in einer Orientierung vermittelt, die dessen Abspaltung durch die leader peptidase 

an der periplasmatischen Seite der Membran, ohne Transport des Passagierproteins, 

ermöglicht (Fröbel et al., 2012). Dennoch bleibt anzumerken, dass die Anwesenheit von TatB 

diese vorzeitige, transportabgekoppelte Prozessierung der untersuchten Proteine verhindert. 

Darüber hinaus belegen vorläufige 2D-PAGE-Analysen von Thylakoidtransportexperimenten mit 

dem authentischen 16 kDa Vorläuferprotein, die in unserer Arbeitsgruppe durchgeführt wurden, 

den temporären Verbleib vom bereits abgespalteten Transitpeptid am TatBC-Komplex (Daten 

nicht gezeigt).  

Andererseits zeigen chase-Experimente mit dem 16/23A83L Protein, dass die finale 

Prozessierung scheinbar keine notwenige Voraussetzung für die TatA-induzierte Dissoziation 

des Proteins vom TatBC-Komplex ist (siehe Abschnitt 2.2.3). Ebenso verdeutlichen neuerliche 

Transportexperimente mit einer TPP-Schnittstellenmutante des bakteriellen YedY-Proteins, 

dass die Blockierung der Prozessierung zu einer Akkumulation des Proteins in der 

Plasmamembran führt, jedoch den Transport von anderen Tat-Substratproteinen nicht blockiert 

(Ren et al., 2013). Die Autoren nehmen an, dass das nichtprozessierte Vorläuferprotein nach 

erfolgtem Transport lateral in die Membran entlassen wird. Diese Daten korrelieren mit dem Tat-

Transport des thylakoidalen Rieske Fe/S Proteins, welches zwar über die Thylakoidmembran 

transloziert wird, in dieser aber aufgrund des Fehlens einer TPP-Spaltstelle über das 

Signalpeptid „verankert“ bleibt und in den Cytochrom b6/f-Komplex assembliert wird (Molik et al., 

2001). 

 Ein weiteres Argument, das gegen eine Entfernung des abgespalteten Transitpeptids als 

Ursache für den höheren TatA-Bedarf bei der Substratdissoziation spricht, ist die Tatsache, 

dass in den chase-Experimenten die Komplexbanden bei keiner der gewählten TatA-

Konzentrationen einen sichtbaren shift in ihrem Laufverhalten aufweisen. Wie in Abbildung 14 

zu sehen, lässt sich mittels BN-PAGE-Analysen durchaus unterscheiden, ob beispielsweise das 

16/23 Protein oder nur das 16 kDa Transitpeptid an den TatBC-Komplexen gebunden vorliegt, 

da die transitpeptidbeladenen Komplexe im Nativgel eine höhere Mobilität zeigen, als solche die 

das Volllängen-16/23 Protein gebunden haben. 

Zieht man nun die bisher aufgeführten Studien in Betracht, lässt sich vermuten, dass das 

TatA-induzierte Dissoziationsverhalten sowie der Zeitpunkt bzw. die Lokalisierung der finalen 

Prozessierung durchaus abhängig vom jeweiligen Tat-Substratprotein sind. Es wäre vorstellbar, 
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dass einige Proteine wie z.B. das chimäre 16/23 Protein so langsam von der TPP prozessiert 

werden, dass dieser Schritt erst nach der TatA-vermittelten Freisetzung vom Rezeptorkomplex 

vonstattengeht. Hingegen kann vermutlich bei anderen Substraten das Transitpeptid bzw. 

Signalpeptid bereits direkt an der funktionellen Translokase nach erfolgtem Transport des 

Passagierproteins abgespalten werden. Demnach könnte bei diesen Proteinen nur noch das 

abgespaltene Peptid TatA-vermittelt vom Rezeptor dissoziieren. Aufschluss darüber könnten 

letztendlich chase-Experimente zur Quantifizierung des TatA-Bedarfs für die Dissoziation von 

unterschiedlich effektiv prozessierbaren Substratproteinen geben.   

 

3.4 Modifiziertes Modell des Tat-abhängigen Proteintransports 

 

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus dieser Arbeit, aber auch aus teils kürzlich 

veröffentlichten Studien von anderen Arbeitsgruppen in einem modifizierten und in weiten 

Teilen noch sehr spekulativen Modell des Tat-abhängigen Proteintransports zusammengefasst 

(siehe hierzu vergleichend die Abbildungen 4 und 22). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach diesem Modell bindet beim chimären 16/23 Protein in einem ersten Schritt das 

Vorläuferprotein in Ti-1 Konformation an bzw. teilweise in die äußere Lipidschicht der 

Thylakoidmembran, sodass ein Großteil des Proteins auf der stromalen Seite zwar 

proteasegeschützt vorliegt, aber dennoch weitestgehend für thiolreaktive Moleküle zugänglich 

ist. Da annähernd ein Drittel des reifen 23 kDa Proteins an der Membraninteraktion beteiligt ist, 

lässt sich zumindest eine partielle Entfaltung bzw. Konformationsänderung an dessen 

N-Terminus vermuten. Andererseits muss zur Ausbildung des Ti-1 der C-terminale Bereich in 

Abb.23  Modifiziertes Modell des Tat-abhängigen 16/23 Proteintransports. Für weitere Details, siehe Abb.4 oder Beschreibung 

im Text.    
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seiner Struktur erhalten bleiben. Zudem lässt sich nicht ausschließen, dass es über den 

C-Terminus zur Oligomerisierung von einzelnen Vorläuferproteinen während der 

Membranbindung kommt. Einmal an der Thylakoidmembran gebunden, könnte das Protein 

anschließend an den TatBC-Rezeptorkomplex assoziieren. Jedoch stellt die spontane 

Membraninteraktion keine notwendige Voraussetzung für die Rezeptorbindung des 

Substratproteins dar. Vielmehr ist denkbar, dass ein gewisser Anteil an Tat-Substratproteinen 

aus der löslichen Phase kommend direkt mit dem Komplex assoziiert. Hierbei können mehrere 

Substratproteine gleichzeitig mit ihren jeweiligen Tat-Signalpeptiden an einem Rezeptor binden. 

Für diesen Schritt ist vermutlich nicht primär eine gefaltete Konformation des Passagierproteins 

an sich entscheidend, sondern vielmehr ob das Signalpeptid für eine effektive Bindung am 

Rezeptor zugänglich ist.  

Die Ausbildung des TatBC-Substratkomplexes generiert vermutlich TatA-Bindestellen und 

ermöglicht somit in Anwesenheit eines pH bzw.  an der Thylakoidmembran die 

Rekrutierung des ambivalenten Proteins möglicherweise direkt aus dem Stroma heraus. Auch 

wenn die Stöchiometrie der einzelnen Tat-Komponenten noch nicht eindeutig geklärt ist, wäre 

denkbar, dass mehrere TatA Proteine allosterisch an den aus mehreren Untereinheiten 

bestehenden Rezeptor-Substrat-Komplex binden. Die Assoziation von TatA könnte 

anschließend Konformationsänderungen in den TatBC-Untereinheiten induzieren, in deren 

Verlauf der Rezeptorkomplex temporär eine Pore bildet und das Passagierprotein über diese 

ins Thylakoidlumen transloziert wird. Diese Konformationsänderungen könnten nun ebenso 

dazu führen, dass die Prozessierungsstelle des bereits transportierten Proteins zugänglich für 

die TPP ist und bei einigen Proteinen das Signalpeptid abgespalten wird. Es wäre vorstellbar, 

dass das Signalpeptid dabei so lange am Komplex assoziiert bleibt, bis eine erneute 

Translokationsrunde, induziert durch Substrat- und TatA-Bindung, beginnt. Im Fall von Tat-

Substratproteinen, bei denen die finale Prozessierung relativ langsam verläuft, wie beim 

16/23 Protein, dissoziiert ein Großteil des Proteins in Ti-2 Topologie vom TatBC-Komplex lateral 

in die Membran und wird erst dort durch die TPP prozessiert.  
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5.1   Abkürzungsverzeichnis 

 

°C Grad Celsius  

Abb. Abbildung 

AMS 4-Azetamido-4´-Maleimidylstilben-2,2´-disulfonsäure 

A. th. Arabidopsis thaliana  

ATP  Adenosin-5`-triphosphat 

BN  Blau nativ (blue native) 

BrCN Bromcyan 

BSA  bovine serum albumine 

B. subtilis Bacillus subtilis 

c Konzentration 

CD Circulardichroismus  

CF0 Untereinheit der ATP-Synthase  

cp chloroplastidär 

C-Terminus Carboxyterminus 

ca.  circa 

cDNA komplementäre DNS (complementary DNA) 

Chl Chlorophyll 

DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 

pH Protonengradient 

DSG Disuccinimidylglutarat 

DSS Disuccinimidylsuberat 

DTT Dithiothreitol 

 elektrochemischer Gradient 

E. coli Escherichia coli 

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein 

EK Enterokinase  

Emal EGFP-SMCC  
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ER Endoplasmatisches Retikulum 

g Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 

GTP Guanosin-5`-triphosphat 

h Stunde 

HCl  Hydrochlorid  

hrCN high resolution clear native  

HDN histidine- and deoxycholate based native  

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N`-2-ethansulfonsäure 

His-tag Histidin-tag 

HM HEPES + Magnesium 

HPLC high performance liquid chromatography  

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

kDa Kilodalton 

KM Michaelis-Menten-Konstante  

KOH Kaliumhydroxid  

LHC light harvesting complex 

Lipo Liposomen 

M Molar  

m reifes Protein (mature protein) 

MalPEG5000 Methoxypolyethylenglykolmalimid 

µg Mikrogramm 

MgCl2 Magnesiumdichlorid 

min Minute 

ml  Milliliter 

µl Mikroliter 

mM Millimolar 

µM Mikromolar 

NaCl Natriumchlorid 

Ni Nickel 
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nM Nanomolar  

nm Nanometer 

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance) 

N-Terminus Aminoterminus 

OEC Wasserspaltungsapparat (oxygen evolving complex) 

p Vorläuferprotein (precursor protein) 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS phosphate buffered saline 

PC Phosphatidylcholin / Plastocyanin  

PCR  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 

pdb protein data bank 

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

pmol Pikomol 

Psa Proteine des Photosystems I 

Psb  Proteine des Photosystems II 

PTS peroxisome targeting signal 

RTS rapid translation system 

RuBisCO Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase  

SCAM substituted cysteine accessibility method 

SDS Natriumdodecylsulfat 

Sec secretory 

SPP stromale Prozessierungspeptidase  

SRP  Signalerkennungspartikel (signal recognition particle) 

SSU kleine Untereinheit der RuBisCO (small subunit) 

S-tag Strepavidin-tag  

STD stromadirigierende Domäne (stroma targeting domain) 

SulfoSMCC Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidoethyl) cyclohexan-1-carboxylat 

t in vitro-Translation 

Tat twin arginine translocation 
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Thy Thylakoide 

Ti-1 Translokationsintermediat 1 

Ti-2 Translokationsintermediat 2 

TIC translocon of the inner envelope of chloroplasts 

TMD Transmembrandomäne 

TP Transitpeptid 

TPP Thylakoidprozessierungspeptidase 

TOC translocon of the outer envelope of chloroplasts 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-methylglycin 

TTD thylakoiddirigierende Domäne (thylakoid targeting domain) 

TX-100 Triton X-100 

UV Ultraviolett  

V Volt 

Vmax Maximalgeschwindigkeit  

Zn Zink 
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