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Urea Harnstoff

V Volt

(v/v) Volumen/Volumen

(w/v) Gewicht/Volumen
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kursiv geschrieben. Gennamen wurden gemäß der allgemeinen Konvention kursiv und

Proteinnamen in normaler Schrift geschrieben. Ebenfalls kursiv hervorgehoben wurden

die Namen von Mutanten, die in dieser Arbeit nach den betroffenen Genen benannt sind.

X



1 Einleitung

1.1 Funktion und Evolution der Plastiden

Pflanzen zeichnen sich durch den Besitz von Plastiden aus. Zu ihnen gehören die Proplas-

tiden, Chromoplasten, Leukoplasten und als wichtigste Vertreter die Chloroplasten. In

ihnen findet die für die photoautotrophen Pflanzen lebenswichtige Photosynthese statt.

Dabei wird die Lichtenergie unter Freisetzung von Sauerstoff in chemische Energie um-

gewandelt, welche für den Aufbau von organischen Verbindungen genutzt wird. Neben

der Photosynthese erfolgt in den Plastiden die Ammoniumassimilation, sowie die Synthe-

se von Lipiden, Aminosäuren und je nach Pflanzenart unterschiedlichen Sekundärstoffen.

Die Entstehung der Chloroplasten wird auf ein endosymbiotisches Ereignis zurückgeführt,

bei dem ein photosynthetisch aktiver Prokaryot von einer eukaryotischen Zelle, die einen

Vorläufer der heutigen Mitochondrien enthielt, phagozytiert wurde (Gray, 1989; Schim-

per, 1883). Basierend auf Sequenzanalysen ist davon auszugehen, dass es sich bei dem

photosynthetischen Prokaryot um einen Vorfahren der heutigen Cyanobakterien (McFad-

den, 1999) und bei den Mitochondrien, die ebenfalls endosymbiotisch entstanden sind,

um Proteobakterien als Vorfahren (Gray et al., 1999) handelt.

Begründet durch ihre endosymbiotische Herkunft, besitzen die Chloroplasten eine dop-

pelte Hüllmembran, die das Stroma und die darin liegenden Thylakoide mit den Pho-

tosynthesekomplexen umschließen. Des Weiteren verfügen sie über ein eigenes Genom

und sind in der Lage Proteine selbst zu synthetisieren. Allerdings erfolgte im Laufe der

Evolution ein massiver Gentransfer vom Genom des Endosymbionten in den Kern der

Wirtszelle (Martin und Herrmann, 1998; Martin et al., 2002), welcher die genetische

Kontrolle übernahm. Das Genom des nun semiautonomen Organells der höheren Pflan-

zen kodiert nur noch für ∼ 100 Gene (Sugiura, 1995). Alle anderen ∼ 2100 kernkodierten

Proteine (Richly und Leister, 2004), die für die Aufrechterhaltung der plastidären Funk-

tionen benötigt werden, müssen nach ihrer im Cytosol stattfindenden Synthese in die

Plastiden transportiert werden.
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1.2 Import von kernkodierten Proteinen in die

Plastiden

Damit die kernkodierten Plastidenproteine zu ihrem Bestimmungsort gelangen, werden

die meisten Proteine mit einer N-terminalen Extension, dem Transitpeptid, syntheti-

siert (Bruce, 2000, 2001). Analysen der primären Aminosäuresequenz ergaben, dass die

Transitpeptide dieser Vorstufenproteine ganz unterschiedliche Längen von ca. 10 – 100

Aminosäuren aufweisen und viele hydrophobe, hydroxylierte sowie positiv geladene, aber

kaum saure Aminosäurereste besitzen, so dass sie insgesamt positiv geladen sind (Zhang

und Glaser, 2002). Diese Transitpeptide sind sowohl notwendig, als auch ausreichend für

den Transport in die Plastiden (Keegstra et al., 1989).

Wie in Abb. 1.1 dargestellt, vollzieht sich der Import der Vorstufenproteine in die Chloro-

plasten über zwei Multiproteinkomplexe, wobei die Translokation über die äußere Mem-

bran über den Toc- (translocon at the outer envelope membrane of chloroplasts) und

die über die innere Hüllmembran über den Tic-Komplex (translocon at the inner en-

velope membrane of chloroplasts) erfolgt. In einem energieunabhängigen Schritt binden

zunächst die Vorstufenproteine an Rezeptorproteine, die sich auf der Oberfläche der

Chloroplasten befinden (Perry und Keegstra, 1994). Es folgt eine partielle Translokation

über die äußere Hüllmembran in Gegenwart von geringen Mengen GTP und ATP (≤
100 µM) (Olsen und Keegstra, 1992; Young et al., 1999). Größere ATP-Mengen sind für

die komplette Translokation des Vorstufenproteins über beide Hüllmembranen ins Stro-

ma notwendig (Theg et al., 1989). Benötigt wird die Energie sehr wahrscheinlich von

stromalen Chaperonen, die am Transport der Proteine beteiligt sind (Pain und Blobel,

1987). Im Stroma wird das Transitpeptid von der stromalen Prozessierungspeptidase

(SPP) abgespalten (Richter und Lamppa, 2002).

Für einige Transitpeptide wurde von Waegemann und Soll (1996) beobachtet, dass sie

in vitro phosphoryliert werden können und dann von einem sogenannten Guidance-

Komplex, bestehend aus 14-3-3 Proteinen und Hsp70, gebunden werden (May und Soll,

2000). Für die kleine Untereinheit der RubisCO wurde nachgewiesen, dass sie, durch

Interaktion mit dem Guidance-Komplex, mit 3 – 4 mal höherer Effizienz im Vergleich

zum freien Vorstufenprotein in isolierte Chloroplasten transportiert wird (May und Soll,

2000). Ob die Phosphorylierung der Transitpeptide auch in vivo eine Rolle spielt bleibt

fraglich, da eine Mutation der Phosphorylierungsstelle im Transitpeptid der kleinen Un-

tereinheit der RubisCO in Arabidopsis thaliana zu keinem veränderten Import führt

(Nakrieko et al., 2004).
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Abb. 1.1: Proteinimport in Chloroplasten. Kernkodierte Chloroplastenproteine (Vorstu-
fenproteine) gelangen aus dem Cytosol über die äußere und innere Hüllmembran ins Stroma.
Dort angelangt wird das Transitpeptid von der stromalen Prozessierungspeptidase (SPP) ab-
gespalten. Die Translokation über die äußere bzw. innere Hüllmembran erfolgt über den Toc-
(translocon at the outer envelope membrane of chloroplasts) bzw. Tic-Komplex (translocon at
the inner envelope membrane of chloroplasts). Der Toc-Komplex ist in rot, der Tic-Komplex
in gelb und weitere am Transport beteiligte Proteine sind in grau dargestellt.

1.2.1 Zusammensetzung der Toc- und Tic-Komplexe

Die Komponenten des Toc- und Tic-Komplexes wurden erstmals aus Erbse isoliert (Wae-

gemann und Soll, 1991; Perry und Keegstra, 1994; Hirsch et al., 1994; Kessler et al., 1994;

Schnell et al., 1994; Wu et al., 1994; Seedorf et al., 1995; Tranel et al., 1995).

Durch den Einsatz von Quervernetzungs-Techniken, sowie den verlangsamten in vitro

Import von Vorstufenproteinen in isolierte Chloroplasten, wurde ein Toc-Kernkomplex

identifiziert, der sich aus den Proteinen Toc159, Toc75 und Toc34 zusammensetzt (Kess-

ler et al., 1994; Hirsch et al., 1994; Seedorf et al., 1995; Perry und Keegstra, 1994). Die

Zahlen im Namen geben nach einer Konvention aus dem Jahre 1997 das berechnete Mo-
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lekulargewicht an, welches von der cDNA-Sequenz abgeleitet wird (Schnell et al., 1997).

Für den Toc-Kernkomplex wurde ein apparentes Molekulargewicht von ∼ 500 kDa und

ein stöchiometrisches Verhältnis von 1:4:4-5 zwischen Toc159, Toc75 und Toc34 ermit-

telt (Schleiff et al., 2003b).

Toc159 und Toc34 sind C-terminal in die Membran integriert und besitzen einen weitaus

größeren ins Cytosol ragenden N-terminalen Bereich (Hirsch et al., 1994; Kessler et al.,

1994; Seedorf et al., 1995). Dieser Bereich besteht bei Toc159 aus einer N-terminalen

sauren Domäne (A-Domäne) und einer zentralen GTP-Bindedomäne (G-Domäne), der

sich auf der C-terminalen Seite der Membrananker (M-Domäne) anschließt (Bölter et al.,

1998; Chen et al., 2000)(siehe Abb. 1.2, analog zu atToc159 aus Arabidopsis). Toc159

wurde zunächst als kleineres Toc86 (Hirsch et al., 1994; Schnell et al., 1994) identifiziert,

was darauf hinweist, dass die A-Domäne leicht proteolytisch abbaubar ist (Bölter et al.,

1998; Chen et al., 2000). Chloroplasten mit intaktem Toc159 weisen eine höhere Im-

portrate auf, als solche mit Toc86 (Bölter et al., 1998). Laut Hiltbrunner et al. (2001b)

gibt es auch eine cytosolische Form von Toc159 von der angenommen wird, dass sie ab-

wechselnd im Cytosol und in der Hüllmembran vorkommt. Sie soll Vorstufenproteine im

Cytosol binden und zum Chloroplasten dirigieren. Das Vorhandensein der cytosolischen

Form wird jedoch von Becker et al. (2004b) in Frage gestellt.

Der cytosolische Bereich von Toc34 besitzt ebenfalls wie Toc159 eine GTP-Bindedomäne

(Kessler et al., 1994) und weist auch über die konservierten G-Motive (Bourne et al.,

1991) hinaus signifikante Homologie zu Toc159 auf. Beide Proteine dienen als Rezeptor-

proteine für Vorstufenproteine (Perry und Keegstra, 1994; Ma et al., 1996; Sveshnikova

et al., 2000b; Schleiff et al., 2002). Die G-Domäne spielt offenbar eine entscheidende

Rolle, da Toc159 und Toc34 in der GTP gebundenen Form die größte Affinität zu

den Vorstufenproteinen aufweisen (Schleiff et al., 2002; Becker et al., 2004b). Weiter-

hin können die G-Domänen der beiden Proteine in der GDP-gebundenen Form sowohl

Homo- als auch Heterodimere miteinander bilden (Weibel et al., 2003; Sun et al., 2002).

Es gibt zwei Theorien, welcher Toc-Rezeptor als initialer Rezeptor der Transitpeptide

dient. Nach der
”
targeting“-Hypothese (Keegstra und Froehlich, 1999; Kessler und Schnell,

2004, 2006) ist Toc159 und nach der
”
Motor“-Hypothese (Schleiff et al., 2003a; Be-

cker et al., 2004b) Toc34 der erste Bindungspartner der Vorstufenproteine (Kessler und

Schnell, 2004).

Bei der
”
targeting“-Hypothese binden die Transitpeptide der Vorstufenproteine an mem-

brangebundenes oder cytosolisches Toc159 in der GTP gebundenen Form (Toc159GTP ).

Zusammen mit der G-Domäne von Toc34GTP bildet es ein GTP-reguliertes Tor zur
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Translokase. Eine durch die Vorstufenproteine ausgelöste Hydrolyse von GTP zu GDP

soll eine Konformationsänderung der GTPasen hervorrufen, die die Insertion der Vor-

stufenproteine in den Translokationskanal fördert. Die Translokation an sich wird durch

ein im Intermembranraum lokalisiertes Hsp70, in einem ATP-abhängigen Zyklus, ange-

trieben.

Bei der
”
Motor“-Hypothese bindet ein phosphoryliertes Transitpeptid mit seinem C-

terminalen Bereich an Toc34GTP und anschließend mit dem N-terminalen Bereich des

Transitpeptids an Toc159GTP . Eine durch das Vorstufenprotein ausgelöste GTP-Hy-

drolyse von Toc34 führt zur Heterodimerisierung mit Toc159 und zur Dissoziation des

Vorstufenproteins von Toc34. Nach der Dephosphorylierung des Transitpeptids bindet

der C-terminale Bereich des Transitpeptids ebenfalls an Toc159GTP und bewirkt die

GTP-Hydrolyse von Toc159, welches dann unter Konformationsänderung das Vorstu-

fenprotein durch den Translokationskanal schiebt.

Als Translokationskanal in der äußeren Hüllmembran dient Toc75, welches in vitro einen

Kanal bildet (Hinnah et al., 1997, 2002), 16 β-Faltblätter besitzt (Sveshnikova et al.,

2000a) und eine geringe Affinität zu Vorstufenproteinen aufweist (Chen et al., 2000;

Hinnah et al., 2002).

Neben den Komponenten des Toc-Kernkomplexes wurde auch für Toc64 und Toc12 eine

lockere Assoziation mit dem Toc-Komplex nachgewiesen (Sohrt und Soll, 2000; Becker

et al., 2004a). Toc64 besitzt eine große cytosolische und ebenfalls eine in den Intermem-

branraum gerichtete Domäne (Qbadou et al., 2007), für welche zusammen mit Hsp70,

Toc12 und Tic22 eine Beteiligung am Transport der Vorstufenproteine durch den In-

termembranraum angenommen wird (Becker et al., 2004a). Toc12 ist N-terminal in der

äußeren Hüllmembran inseriert und besitzt eine katalytische, C-terminale Domäne, die

in den Intermembranraum hineinreicht. Sie ist möglicherweise für die Aktivierung der

ATPase Aktivität von Hsp70 zuständig (Becker et al., 2004a).

An der Translokation von Vorstufenproteinen über die innere Hüllmembran sind Tic110,

Tic40, Tic55, Tic62, Tic32, Tic22 und Tic20 beteiligt, wobei Tic110 als erstes identifi-

ziert wurde (Lübeck et al., 1996; Akita et al., 1997). Es enthält zwei kurze α-helikale

Membrananker am C-Terminus und eine große N-terminale, stromale Domäne (Inaba

et al., 2003). In Quervernetzungs-Experimenten konnte eine Interaktion mit Vorstufen-

proteinen beobachtet werden, wobei die Transitpeptid-Bindestelle offenbar im stromalen

Bereich liegt (Inaba et al., 2003). Es gibt Hinweise, dass Tic110 einen Teil des Translo-

kationskanals bildet (Heins et al., 2002) und stromale Chaperone rekrutiert, da es meist

mit Hsp93 (auch Hsp100 bzw. ClpC genannt) und Cpn60 im Komplex isoliert wurde
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(Kessler et al., 1994; Akita et al., 1997; Nielsen et al., 1997). Ebenfalls im Komplex

mit Tic110 und Hsp93 kommt Tic40 vor (Chou et al., 2003). Tic40 ist ein integra-

les Membranprotein mit einer großen stromalen Domäne (Chou et al., 2003). Es ist

wahrscheinlich als Co-Chaperon am Import von Vorstufenproteinen beteiligt (Kovache-

va et al., 2005). Tic22 ist als lösliches Protein im Intermembranraum nur peripher mit

der inneren Hüllmembran assoziert und interagiert mit Vorstufenproteinen (Kouranov

und Schnell, 1997; Kouranov et al., 1998). Für Tic20 wurden vier transmembrane α-

Helices vorausgesagt, weshalb es möglich ist, dass es einen Teil des Translokationskanals

bildet (Kouranov et al., 1998; Chen et al., 2002). Bei Tic55, Tic62 und Tic32 handelt es

sich um Redoxproteine (Caliebe et al., 1997; Küchler et al., 2002; Hörmann et al., 2004),

die möglicherweise den Proteinimport regulieren (Kessler und Schnell, 2006).

1.2.2 Homologe Proteine des Toc-Kernkomplexes in

Arabidopsis thaliana

Zu den drei aus Erbse isolierten Proteinen des Toc-Kernkomplexes (Toc159, Toc75,

Toc34) wurden in Arabidopsis thaliana mehrere homologe Gene identifiziert (Jackson-

Constan und Keegstra, 2001; Bauer et al., 2000; Hiltbrunner et al., 2001a).

Die Analysen des Genoms ergaben, dass drei kodierende Bereiche eine große Ähnlichkeit

zum Toc75 -Gen aus Erbse aufweisen. Diese sind atToc75-I, atToc75-III und atToc75-IV

(Jackson-Constan und Keegstra, 2001), die nach ihrer chromosomalen Lokalisation be-

nannt sind. Bei atToc75-I handelt es sich um ein nicht exprimiertes Pseudogen. AtToc75-

IV und atToc75-III werden beide exprimiert, wobei nur atToc75-III für ein vollständiges

Toc75 kodiert. Das Genprodukt von atToc75-IV ist am N-Terminus verkürzt. Arabi-

dopsis-Nullmutanten für diese zwei Gene zeigen, dass die atToc75-IV -Mutante keinen

veränderten Phänotyp aufweist, aber die atToc75-III -Mutante schon im Zweizellstadi-

um der Embryoentwicklung verbleibt (Baldwin et al., 2005; Hust und Gutensohn, 2006).

Dieses deutet darauf hin, dass nur ein zu Toc75 homologes Protein (atToc75-III) in Ara-

bidopsis existiert.

Für die Rezeptorproteine Toc34 und Toc159 kodieren in Arabidopsis thaliana kleine Gen-

familien mit zwei Genen für Toc34 (atToc33 und atToc34 ) und vier Genen für Toc159

(atToc159, atToc132, atToc120 und atToc90 ).

AtToc33 und atToc34 werden beide entwicklungsabhängig reguliert und weisen den

höchsten Transkriptgehalt in jungen Pflanzen auf, wobei atToc33 stärker in Blättern und

atToc34 stärker in Wurzeln exprimiert wird (Jarvis et al., 1998; Gutensohn et al., 2000;
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Toc159-Rezeptorfamilie aus Arabidopsis
thaliana . Angegeben sind die Längen ausgehend vom N-Terminus in Aminosäuren. A=Saure
Domäne, G=GTP-Bindedomäne, M=Membrananker

Vojta et al., 2004). Arabidopsis-Nullmutanten und Antisensepflanzen für atToc33 zeigen

einen hell gelblichen und für atToc34 keinen veränderten Phänotyp (Jarvis et al., 1998;

Gutensohn et al., 2000, 2004; Constan et al., 2004). In biochemischen Untersuchungen

konnten unterschiedliche Affinitäten von atToc33 und atToc34 zu Vorstufenproteinen

festgestellt werden (Gutensohn et al., 2000; Jelic et al., 2003).

In Arabidopsis Keimlingen wurde mRNA von atToc159, atToc132 und atToc120 nachge-

wiesen, wobei der Gehalt der atToc159 -mRNA fünfmal so hoch ist wie der von atToc132

bzw. atToc120 (Bauer et al., 2000). Für atToc90 wurde ebenfalls eine exprimierte cDNA

nachgewiesen, so dass anzunehmen ist, dass es sich um ein aktives Gen handelt (Hilt-

brunner et al., 2001a). Für alle vier Gene sind die abgeleiteten Proteine in Abb. 1.2

dargestellt.

Die größte Homologie mit dem Toc159-Protein aus Erbse weist atToc159 mit einer

Übereinstimmung von 48% insgesamt und 74% in der G- und M-Domäne auf (Bau-

er et al., 2000). Innerhalb der Toc159-Genfamilie in Arabidopsis thaliana (Abb. 1.2)

sind die G- und M-Domänen am stärksten konserviert (∼ 65% Identität zwischen at-

Toc159/atToc132/atToc120) (Bauer et al., 2000). Sehr unterschiedlich sind hingegen die

A-Domänen, die sowohl in der Länge als auch Sequenz stark differieren (∼ 20% Identität

zwischen atToc159/atToc132/atToc120) (Bauer et al., 2000). AtToc90 ist phylogenetisch

am weitesten von allen anderen entfernt und besitzt nur eine stark verkürzte A-Domäne

(Hiltbrunner et al., 2001a). Die G- und M-Domäne ist zu den anderen Homologen zu

∼ 38% identisch.

Arabidopsis-Nullmutanten für atToc159 weisen einen albino Phänotyp auf und sind keim-

lingsletal (Bauer et al., 2000). Für zwei kernkodierte photosynthetische Proteine wurde
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ein verringerter Proteingehalt in der Mutante nachgewiesen. Während ihre Transkrip-

te in der Mutante ebenfalls reduziert vorlagen, war für ein cytosolisches Protein und

ein nicht-photosynthetisches Plastidenprotein kein veränderter Transkriptgehalt nach-

weisbar. Für die ebenfalls nicht-photosynthetischen Proteine atToc75 und atTic110 war

der Proteingehalt gegenüber dem WT unverändert. Diese Beobachtungen weisen darauf

hin, dass atToc159 möglicherweise für den Import von photosynthetischen Proteinen

verantwortlich ist (Bauer et al., 2000). Für den Import der geringen Mengen an pho-

tosynthetischen Proteinen und derer, die in der Mutante nicht betroffen sind, könnten

atToc132, atToc120 oder atToc90 verantwortlich sein, die möglicherweise weitere Import-

komplexe mit bestimmten Substratspezifitäten bilden (Bauer et al., 2000; Hiltbrunner

et al., 2001a). In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl atToc159 als

auch atToc132 und atToc120 in Erbsenhüllmembranen inserieren und zusammen mit

dem Toc34 Erbsenprotein coimmunpräzipitiert werden können (Bauer et al., 2000).
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1.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit galt es der Frage nach der Funktion der homologen Proteine

atToc159, atToc132 und atToc120 nachzugehen. Anhand der Ergebnisse von Bauer et al.

(2000), die gezeigt haben, dass alle drei Proteine in die Hüllmembranen von Erbsen

inserieren und im Komplex mit Toc34 vorliegen, war davon auszugehen, dass sie alle, wie

ihr Toc159-Homolog aus Erbse, ebenfalls als Rezeptoren für Vorstufenproteine dienen.

Hier sollte geklärt werden, warum gleich drei Rezeptoren vorhanden sind, und welche

Funktion sie besitzen. Darüber hinaus sollte die Größe und Zusammensetzung des Toc-

Komplexes analysiert werden. Dabei galt es herauszufinden, ob jeweils nur ein Vertreter

der Toc159-Familie mit atToc75 und atToc33/atToc34, oder aber alle zusammen einen

Komplex bilden.

Zur Beantwortung dieser Fragen sollten:

1. Arabidopsis-Nullmutanten für die entsprechenden Gene atToc159, atToc132 bzw. at-

Toc120 isoliert und analysiert werden. Ihr Phänotyp, sowie die veränderten Protein-

und Transkriptgehalte, sollten Hinweise auf die Funktion der jeweiligen Proteine ge-

ben. In den Mutanten fehlende Plastidenproteine könnten Substrate eben dieser feh-

lenden Rezeptorproteine sein.

2. spezifische Antikörper gegen atToc159, atToc132 und atToc120 hergestellt werden,

die für die Analyse der Mutanten, als auch der Toc-Komplexe benötigt werden. Dazu

musste zunächst anhand von Sequenzvergleichen überprüft werden, welche Bereiche

zwischen allen Toc159-Vertretern eine geringe Sequenzübereinstimmung aufweisen.

Die ausgewählten Bereiche sollten dann heterolog in E. coli überexprimiert, und

nach erfolgreicher Reinigung für die Immunisierung von Kaninchen zur Antikörper-

gewinnung eingesetzt werden.

3. die Toc-Komplexe aus den Hüllmembranen solubilisiert und mittels Blue Native-

PAGE im Hinblick auf Größe und Zusammensetzung analysiert werden. Für diese

Untersuchung sollten auch die Nullmutanten herangezogen werden. Da das Fehlen

eines Rezeptorproteins zur Größenänderung des Toc-Komplexes führen könnte, kann

auch die Analyse von Mutanten weiteren Aufschluss über den Aufbau der Komplexe

geben. Die Zusammensetzung des Toc-Komplexes sollte ebenfalls durch Coimmun-

präzipitationen untersucht werden.
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2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem analytischen Reinheitsgrad und wur-

den, wenn nicht anders angegeben, von einer der folgenden Firmen bezogen: Biomol

(Hamburg), Difco (Detroit, USA), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fluka über Sigma-

Aldrich, Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Dei-

senhofen).

Radioaktives Nukleotid α[32P]-dCTP wurde von Amersham Biosciences (Freiburg) be-

zogen.

2.2 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main), Roche

(Mannheim) und MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

2.3 Molekularbiologische Kits

Anwendung Bezeichnung Herkunft

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

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

Reinigung von DNA-Fragmenten NucleoSpin® Extract Macherey-Nagel

Sequenzierung von DNA ABI PRISM® Applied Biosystems

dRhodamine

Isolation von RNA TRIZOL®Reagent Invitrogen
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2.4 Membranen

Anwendung Bezeichnung Herkunft

Proteintransfer Immobilon™-P (PVDF-Membran) Millipore

Nukleinsäuretransfer Biodyne®B 0.45 µm (Nylon-Membran) Pall Corporation

2.5 Antibiotika

Stammlösung Arbeitskonz. Herkunft

Ampicillin 50 mg/ml 100 µg/ml Serva

Kanamycin 50 mg/ml 50 µg/ml Serva

Chloramphenicol (in Ethanol) 34 mg/ml 34 µg/ml Sigma-Aldrich

Gentamycin 25 mg/ml 25 µg/ml Duchefa

Rifampicin (in DMSO) 100 mg/ml 100 µg/ml Fluka

Cefotaxim 250 mg/ml 500 µg/ml Duchefa

DL-Phosphinothricin 5 mg/ml 12 µg/ml Duchefa

2.6 Antikörper

Alle nachfolgenden Antikörper sind polyklonal und wurden in Kaninchen produziert.

Nur αPenta-His ist ein monoklonaler Antikörper aus Maus-Hybridomzellen.

Bezeichnung (Gerichtet gegen) Verdünnung kDa Herkunft

αOEC16 (Spinat) 1:2 000 16 Berghöfer (1998)

αOEC23 (Spinat) 1:2 000 23 Berghöfer (1998)

αOEC33 (Spinat) 1:2 000 33 Berghöfer (1998)

αCP24 (Spinat) 1:2 000 24 Berghöfer (1998)

αLHCa1 1:1 000 21,6 Agrisera (Stockholm)

αLHCa2 1:1 000 23,4 Agrisera (Stockholm)

αPSI-3 (Spinat) 1:2 000 17 Berghöfer (1998)

αFNR (Spinat) 1:2 000 34 Berghöfer (1998)

αHcf136 1:5 000 37 P. Westhoff

αRieske (Spinat) 1:3 000 20 Berghöfer (1998)

αCf0-II (Spinat) 1:2 000 17 Berghöfer (1998)

αSSU 1:2 000 14 Flügge

αLHcb1 1:2 000 24 Agrisera (Stockholm)
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Bezeichnung (Gerichtet gegen) Verdünnung kDa Herkunft

αLHcb2 1:1 000 25 Agrisera (Stockholm)

αHsp70 (Hefe) 1:3 000 70 Th. Langer

αHsp60 (Hefe) 1:3 000 60 Th. Langer

αClpP (Weizen) 1:2 000 22 U. Johanningmeier

αSRP54 (Ffh, E. coli) 1:2 000 54

αTatB (A. th.) 1:1 000 31 M. Jacob

αToc75 (Erbse) 1:2 000 75 John E. Froehlich

αTic110 (Erbse) 1:3 000 110 John E. Froehlich

αTic40 (A. th.) 1:3 000 40 John E. Froehlich

αToc33 (A. th.) 1:500 33 Voigt et al. (2005)

αToc34 (A. th.) 1:750 34 Voigt et al. (2005)

αToc159A (Gly) (A. th.) 1:1 000 230 diese Arbeit

αToc159A (Urea) (A. th.) 1:500 230 diese Arbeit

αToc132A (Gly) (A. th.) 1:750 200 diese Arbeit

αToc132A (Urea) (A. th.) 1:250 200 diese Arbeit

αToc120A (Gly) (A. th.) 1:750 170 diese Arbeit

αToc120A (Urea) (A. th.) 1:250 170 diese Arbeit

αToc159G (Gly) (A. th.) 1:750 230 diese Arbeit

αPenta-His 1:1 000 - Quiagen

Als sekundäre Antikörper wurden eingesetzt:

Anti-Mouse IgG–Peroxidase antibody produced in rabbit 1:30 000 Sigma-Aldrich

Anti-Rabbit IgG–Peroxidase antibody produced in goat 1:30 000 Sigma-Aldrich
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2.7 Bakterienstämme

E.coli -Stamm Genotyp

TG1 supE hsd∆5 thi ∆(lac-proAB)

F’[traD36 proAB+ lacIq lacZ∆M15]

Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) F- ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm lacY1 (DE3)

pLysSRARE2 (CmR)

SG13009[pREP4] (Quiagen)

M15[pREP4] (Quiagen)

C43(DE3) F- ompThsdSB(rB
-mB

-) gal dcm(DE3)

(Miroux und Walker, 1996)

2.8 Vektoren

Bezeichnung Resistenz Herkunft

pGEM-T Easy Ampicillin Promega

pET-26b(+) Kanamycin Novagen

pET-28a(+) Kanamycin Novagen

pQE-60 Ampicillin Qiagen

pRT-Ω/Not/Asc Ampicillin Überlacker et al. (1996)

pJM007 Ampicillin Schattat et al. (2004)

pGPTV-BAR Kanamycin (Bakterien) Becker et al. (1992)

Phosphinothricin (Pflanzen)

2.9 Größenstandards

Bezeichnung Anwendung Herkunft

1 Kb DNA Ladder DNA-Größenmarker Gibco BRL

HyperLadder I DNA-Größenmarker Bioline

DaltonMark® VII-L Standard Protein-Größenmarker Sigma-Aldrich

SDS-6H Protein-Größenmarker Sigma-Aldrich

HMW Native Marker Protein-Größenmarker Amersham Biosciences

PageRuler™ Prestained Protein-Größenmarker Fermentas
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2.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion (Planegg-Martinsried) und MWG-

Biotech (Ebersberg) bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’) T m

Sequenzierungen
T7-Primer TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 53,2
SP6-Primer ATT TAG GTG ACA CTA TAG 46,8
T7-terminator-Primer GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 56,7
pQE for GTA TCA CGA GGC CCT TTC GTC T 62,1
pQE rev CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG GAG 59,3

Klonierungen
Toc1ATG/NcoI (5’-atToc159) CCA TGG ACT CAA AGT CGG TTA CTC CAG A 66,6
Toc1N3’/BglII CGA GAT CTA GAG AAA AGC TTC GTG CC 64,8
Toc1N3’/XhoI CTC GAG AGA GAA AAG CTT CGT GCC AT 64,8
Toc2 ATG NdeI TGC ATA TGG GAG ATG GGA CTG AGT TTG TG 66,7
Toc2 N3’ XhoI/2 CTC GAG TAC TAC CTC AGG TTC TGT TTC 65,0
Toc3 ATG NdeI TCG ATA TGG GAG ATG GGG CTG AGA TTG TA 66,7
Toc3 N3’- XhoI CTC GAG TTG GCT TTC CTT AAT CTC TGG 64,9

Toc1GTP5’NcoI CCA TGG ATC GAC CTG CTG GTT TGA GTT 66,5
Toc1GTP3’XhoI CTC GAG ACC AAA TAC TTT ACG ATG GTC C 65,1

Toc2Antisens5’NotI TGC GGC CGC TTC TGT AAT CTC TGG ATC TAC 69,5
Toc2Antisens3’BamHI TGG ATC CGC CTA CAC AAG TAA TAT CGT T 63,7
Toc2Sens5’FseI TGG CCG GCC GCC TAC ACA AGT AAT ATC GTT 69,5
Toc2Sens3’XbaI TTC TAG ATT CTG TAA TCT CTG GAT CTA C 60,7

Gen/T-DNA Nachweis
Toc1S1-rev (3’-atToc159) GTT CCA TTG TCA GCT ACT GCA CTA GCT 65,0

Toc2GABIfor (5’-atToc132) CTG AAT TCT GTT AAG GCT TTC AT 55,3
Toc2GTP3’XhoI (3’-atToc132) CTC GAG TGC AAA TGG TCT CCC TGG AAT ATT 66,8

Toc3S1 (5’-atToc120) AAT GGG AGA TGG GGC TGA GAT TGT AAC 64,9
Toc23A2 (3’-atToc120) CTC CTC TTC CAC ATT TTC ACT ATA CCC 63,4

LB2 GAT GCA CTC GAA ATC AGC CAA TTT TAG AC 63,9
LB(08049) ATA TTG ACC ATC ATA CTC ATT GC 55,3
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Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’) T m

MOG-LB1 AAT CAG CTG TTG CCC GTC TCA CTG GTG AA 68,1

Actin2-RT-F GCC ATC CAA GCT GTT CTC TC 59,4
Actin2-RT-R CAG TAA GGT CAC GTC CAG CA 59,4
Toc159-RT-F ATG CGA TCA CAG GGA GAT TC 57,3
Toc159-RT-R CAC CAG GTC CTC CAG TGA AT 59,4
Toc132-RT-F TTC AGA GAA TGA TGA GCA GGA GGA GG 64,8
Toc132-RT-R CAT GGC TCT CTC CAA CAG CCG TAA AA 64,8
Toc120-RT-f2 ATC AAC TCT TGG ACT CTC TGT G 58,4
Toc120-RT-r2 TGT TTA CGC GGA TGC TTA CTT 58,4
Toc75-RT-F TCT CAT GGG TTC AGT GAC CA 57,3
Toc75-RT-R CAC CAG GTC CTC CAG TGA AT 59,4
Toc34-RT-F CAA ACC CAA ACG AAA GAG GA 55,3
Toc34-RT-R GCA TTT GCT CAG GGG AAT AA 57,3

2.11 Pflanzenmaterial

Es wurde Arabidopsis thaliana vom Ökotyp Columbia (Col-0) und Wassilewskija (Ws-

O) eingesetzt.

Samen der T-DNA Mutanten für atToc120 (N543456) und atToc34 (N559206) wurden

vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) bezogen. Die T-DNA Mutante für

atToc33 wurde aus einen Samenpool von 10 T-DNA-Linien (N19793) isoliert (Gutensohn

et al., 2004), welche vom Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) der Ohio State

Universität erhalten wurden. Im Rahmen des GABI-Kat Programms (Rosso et al., 2003)

wurde die T-DNA Mutante für atToc132 (394E01) generiert und von Bernd Weisshaar

(MPI für Pflanzenzüchtung, Köln) zur Verfügung gestellt. Die Mutanten sind alle im

Ökotyp Col-0. Die atToc159 T-DNA-Mutante wurde aus einem 10er Samenpool isoliert,

aus dem auch die von Bauer et al. (2000) beschriebene atToc159 -Mutante stammt. Sie

ist im Ws-0 Ökotyp und wurde vom ABRC bezogen.
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2.12 Anzucht und Transformation von Arabidopsis

thaliana

2.12.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde

Arabidopsis thaliana Samen wurden auf feuchter Erde (1/3 Vermiculitgemisch) ausgesät

und unter Kurztagbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) bei 20°C tags und 16°C
nachts im Klimaschrank (Modell AR-66L, Percival Scientific) kultiviert. Die Lichtin-

tensität im Klimaschrank betrug 100 µEinstein/m2/s. Zur Blüten- und Samenbildung

wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkelheit) im An-

zuchtraum gehalten.

2.12.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana als hydroponische

Kultur

Nährsalzlösung Spuren

KNO3 3 mM H3BO3 23 µM

Ca(NO3)2 2 mM MnCl2 x 4H2O 4,5 µM

MgSO4 1 mM ZnSO4 x 7 H2O 0,38 µM

KH2PO4 1 mM CuSO4 x 5 H2O 0,16 µM

Fe-EDTA 0,02 mM Na2Mo04 0,06 µM

Spuren

Für die Untersuchung von Proteinen aus Wurzelmembranen, wurde Arabidopsis thaliana

als hydroponische Kultur in Nährsalzlösung angezogen. Die Lösung wurde mittels Aqua-

riumpumpen ständig belüftet. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte in Lichtregalen bei

100 µEinstein/m2/s unter Kurztagbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit).

2.12.3 Sterilisation von Samen

Die gesiebten Samen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 15 Sekunden

mit 70%igem Ethanol inkubiert. Anschließend wurde der Ethanol abgenommen und

1 ml Hypochlorid-Lösung (1,5% Na-Hypochlorid; 0,15% Tween 20) zugegeben. Nach 10

– 15 Minuten wurde der Überstand abgenommen und 6 mal mit sterilem Leitungswasser

gewaschen.
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2.12.4 Anzucht von Arabidopsis thaliana in Sterilkultur

1/2 MS-Platten

Saccharose 10 g/l

MS (Murashige & Skoog) 2,2 g/l pH 5,6 (mit KOH einstellen)

Micro Agar 0,7 % (w/v)

Die sterilen Samen (2.12.3) wurden auf 1/2 MS-Platten ausgelegt, mit sterilem Wasser

angefeuchtet und mit einem abgeflammten Glasstab gleichmäßig verteilt. Die Kultivie-

rung der Pflanzen erfolgte in Lichtregalen bei 100 µEinstein/m2/s unter Kurztagbedin-

gungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit).

2.12.5 Pflanzentransformation durch Vakuuminfiltration

Infiltrationsmedium (200 ml)

Saccharose 10 g

6-Benzylaminopurine (10 mg/ml in 1 M NaOH) 200 µl

1/2 MS (Murashige & Skoog) 459,5 mg pH 5,8 (mit KOH)

Sapogenat T-110 1 Tropfen

Die Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte nach der von Bechtold und Pelle-

tier (1998) beschriebenen Methode. Es wurden Agrobakterien, die einen binären Vektor

trugen, bei 28°C bis zu einer OD600 von 0,8 - 1,0 angezogen (2.13.5). Nach 15 minütiger

Zentrifugation bei 2500 x g (SLC-250T, Sorvall) wurde das Bakterienpellet vorsichtig

mit Infiltrationsmedium, entsprechend 1/3 des ursprünglichen Volumens, aufgenommen.

Diese Zellsuspension wurde in ein Gefäß am Boden eines Exsikkators gegeben. Zur Trans-

formation wurden blühende Arabidopsis Pflanzen kopfüber in den Exsikkator gestellt,

so dass die Infloreszenzen in die Agrobakterienlösung tauchten. Mit Hilfe einer Vaku-

umpumpe wurde für 20 bis 30 min ein Vakuum angelegt. Anschließend wurden die

transformierten Arabidopsis Pflanzen bis zur Samenreife weiter kultiviert (2.12.1). In

den ersten Tagen nach der Infiltration wurden die Pflanzen mit einer Pikierhaube zum

Schutz vor Austrocknung abgedeckt.

2.12.6 Selektion transgener Pflanzen

Die Samen der infiltrierten Arabidopsis thaliana Pflanzen (2.12.5) wurden sterilisiert

(2.12.3) und auf 1/2 MS-Platten (2.12.4) mit 500 µg/ml Cefotaxim, welches das Wachs-

tum von Agrobakterien inhibiert, und 12 µg/ml Phosphinotricin, als Selektionsmarker
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für die durch den pGPTV-BAR-Vektor eingebrachte T-DNA, ausgelegt. Nach 2 Wochen

ließen sich die Transformanten von den Nicht-Transformanten (gelblich, ohne Wurzeln

im Agar) unterscheiden. Die Transformanten wurden nun auf 1/2 MS-Platten pikiert

und für weitere 2 Wochen in Sterilkultur gehalten bevor sie groß genug waren, um auf

Erde umgesetzt zu werden.

2.13 Anzucht und Transformation von Escherichia

coli und Agrobakterium tumefaciens

2.13.1 Anzucht von E.coli

LB-Medium/Platten

Pepton aus Casein 10 g

Hefeextrakt 5 g

NaCl 10 g ad 1 l (autoklavieren)

Agar 15 g ad 1 l (autoklavieren): für LB-Platten

Indikator-Platten

Pepton aus Casein 10 g

Hefeextrakt 5 g

NaCl 5 g

Agar 15 g ad 1 l pH 7,0 (autoklavieren)

Ampicillin (50 mg/ml) 2 ml (100 µg/ml)

IPTG (0,1 M) 5 ml (0,5 mM)

X-Gal (50 mg/ml in DMF) 1,6 ml (80 µg/ml)

E. coli wurde für die Plasmidisolation im LB-Flüssigmedium nach Bertani (1951) mit

entsprechendem Antibiotikum unter Schütteln bei 37° C über Nacht angezogen. Trans-

formierte E.coli Zellen wurden zur Vereinzelung auf LB-Platten mit dem entprechenden

Antibiotikum ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Plasmide, die das lac

z -Gen enthielten, wurden zur Blau-/Weißselektion auf Indikatorplatten ausplattiert.
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2.13.2 Anlegen von Stammkulturen

Lagermedium

Glycerin 65 % (v/v)

MgSO4 0,1 M

Tris/HCl 25 mM pH 8,0

0,5 ml einer Übernachtkultur (2.13.1) wurden mit der gleichen Menge an Lagermedium

in einem sterilen 1,5 ml Reaktionsgefäß vermischt. Die Lagerung erfolgte bei −20°C.

2.13.3 Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte nach Sambrook et al. (1989) mit leichten

Modifikationen.

50 ml LB-Medium wurden mit 0,5 ml einer Übernachtkultur (2.13.1) von E. coli ange-

impft und bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert, bis die Bakterien eine OD600 von

0,4 erreicht hatten. Die Kultur wurde auf zwei 50 ml Zentrifugationsröhrchen aufge-

teilt und 10 Minuten auf Eis gestellt. Nach einer 10 minütigen Zentrifugation bei 4°C
und 4000 U/min (ST-H750, Sorvall) wurde das Pellet jeweils in 5 ml eiskaltem 50 mM

CaCL2 resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden beide Pellets vorsichtig mit

1 ml eiskaltem 50 mM CaCL2 resuspendiert. Es folgte eine einstündige Inkubationszeit

auf Eis. Schließlich wurde die Suspension noch jeweils mit 1 ml 40% Glycerin in 50 mM

CaCL2 vermischt. 100 µl Aliquots wurden mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die

Lagerung erfolgte bei −80°C.

2.13.4 Transformation von E.coli mittels Hitzeschock

100 µl kompetente Zellen (2.13.3) wurden mit 1 µl Plasmid-DNA oder der Hälfte eines

Ligationsansatzes versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde durch

einen 1,5 minütigen Hitzeschock (42°C), und sofortige Inkubation auf Eis, die Aufnahme

der DNA in die Zellen vermittelt. Durch die Zugabe von 900 µl LB-Medium (2.13.1)

und Inkubation für 60 Minuten bei 37°C kam es zur Regeneration der Zellen vor der

Plattierung auf den LB-Platten (2.13.1).
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2.13.5 Anzucht von Agrobakterium tumefaciens

YEB-Medium

Rinderextrakt 5 g

Baktopepton 5 g

Saccharose 5 g

Hefeextrakt 1 g ad 1 l (autoklavieren)

Bacto-Agar 1,5% (w/v) für YEB-Platten

Die Agrobakterium tumefaciens Stamm GV3101(pMP90) (Koncz und Schell, 1986) wur-

den in YEB-Medium mit 100 µg/ml Rifampicin (Chromosomale Selektion) und 25 µg/ml

Gentamycin (pMP90) unter Schütteln bei 28°C angezogen. Die Kulturen wurden entwe-

der mit 5 - 10 µl einer Stammkultur oder mit einer Einzelkolonie von einer YEB-Platte

angeimpft. Bei der Anzucht von Zellen mit dem pGPTV-BAR Vektor wurde dem Medi-

um 25 µg/ml Kanamycin zugesetzt. Stammkulturen wurden wie unter 2.13.2 beschrieben

angelegt und bei −80°C gelagert.

2.13.6 Herstellung kompetenter Agrobakterien-Zellen

Mit 4 ml einer Übernachtkultur (2.13.5) von Agrobakterium tumefaciens wurden 50 ml

YEB-Medium (100 µg/ml Rifampicin, 25 µg/ml Gentamycin) angeimpft. Die Bakteri-

enkultur wurde bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,5 gezogen und bei 4000 U/min (ST-H50,

Sorvall) abzentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 1 ml YEB resuspendiert und

200 µl Aliquots mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten

Zellen erfolgte bei −80°C.

2.13.7 Transformation von Agrobakterium tumefaciens

Zu 200 µl kompetenten Agrobakterien-Zellen (2.13.6) wurden 3 µl rekombinante DNA

gegeben. Nach einer Schockgefrierung mit flüssigem Stickstoff wurden die Zellen 5 Mi-

nuten bei 37°C aufgetaut. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Medium erfolgte eine Inkubation

bei 28°C für 1 1/2 Stunden. Anschließend wurden 100 µl der transformierten Zellen auf

einer YEB-Platte (25 µg/ml Gentamycin und 25 µg/ml Kanamycin) ausgestrichen.
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2.14 Proteinbiochemische Methoden

2.14.1 Heterologe Expression von Proteinen in Bakterien

Alle Proteine wurden mit einem N-terminalen Hexahistidin-tag heterolog in E.coli expri-

miert. Die pET-Vektoren wurden im Bakterienstamm Rosetta und der pQE-60 Vektor

in C43 Zellen exprimiert (Vektoren: 2.8; Bakterienstämme: 2.7). Dazu wurden 10 ml

LBG-Medium (LB-Medium + 0,4% (w/v) Glucose), mit entsprechendem Antibiotikum,

mit einer Kolonie von einer LB-Platte angeimpft und über Nacht bei 37°C kultiviert

(2.13.1). Mit dieser Übernachtkultur wurde eine Hauptkultur von 500 ml (LBG + Anti-

biotikum) angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,8 - 1,0 angezogen. Anschließend wurde

die Expression mit 2 mM IPTG induziert und für weitere 3 Stunden inkubiert. Danach

wurden die Zellen sedimentiert und bis zur Reinigung (2.14.2) bei −20°C gelagert.

2.14.2 Reinigung heterologer His6-Proteine durch

Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie

Phosphatpuffer

NaH2PO4 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 10 - 250 mM pH 8,0

Bevor die Proteine mittels Affinitätschromatographie gereinigt werden konnten, muss-

ten die E.coli Zellen aufgeschlossen werden. Dazu wurde das Bakterienpellet (2.14.1)

mit 200 - 400 µl Phosphatpuffer versetzt. Der Aufschluß erfolgte durch einen 5-maligen

Zyklus aus schockgefrieren mit N2 und Auftauen bei 37°C. Zwischendurch wurde dieses

Gemisch mit einem
”
Eppie-Potter“ (Dstroy®-Sticks, Biozym) zerkleinert. Es folgte ei-

ne einstündige Inkubation mit 5 µl DNase bei 25°C. Nach einem Zentrifugationsschritt

(13 000 U/min; 15 Minuten; Biofuge fresco, Heraeus) wurde der Überstand mit 100 µl

äquilibrierter Ni-NTA Agarose (Quiagen) eine Stunde bei 4°C rotierend inkubiert. An-

schließend wurde die Ni-NTA Matrix auf eine Säule, die aus einer Pasteurpipette mit

etwas Watte als
”
Verschluss“ besteht, überführt. Die Matrix wurde 4 - 6 mal mit 1 ml

Puffer, der eine steigende Imidazolkonzentration von 10 - 30 mM Imidazol enthielt, ge-

waschen. Mit jeweils 100 µl Phosphatpuffer + 250 mM Imidazol wurde 5x eluiert.
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2.14.3 Isolierung von Gesamtprotein aus Arabidopsis thaliana

Extraktionspuffer

Triton X-100 5 % (w/v)

NaCl 100 mM

Tris/HCL pH 7,4 50 mM

PMSF 2 mM (frisch zugeben)

Protease Inhibitor Cocktail 5 µl/ml (frisch zugeben)

(P9599 von Sigma)

Rosettenblätter von Arabidopsis thaliana wurden mit einem
”
Eppie-Potter”(Dstroy®-

Sticks, Biozym) im 1,5 ml Reaktionsgefäß mit flüssigem Stickstoff zerkleinert. Nach

Zugabe von 200 µl Extraktionspuffer wurden die nicht löslichen Zellbestandteile bei

4°C und 13 000 U/min in der Tischzentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus) 10 Minuten

abzentrifugiert. Der Überstand enthielt die Gesamtproteine.

2.14.4 Isolierung von löslichen Proteinen und

Gesamtmembranen aus Arabidopsis thaliana

Isolationsmedium

HEPES 50 mM pH 7,6 (KOH)

MgCl2 5 mM

EDTA 5 mM

PMSF 2 mM (frisch zugeben)

Protease Inhibitor Cocktail 5 µl/ml (frisch zugeben)

(P9599 von Sigma)

3 - 4 Wochen alte Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden auf Eis mit Isolationsmedium

gemörsert (1 ml Isolationsmedium auf 160 mg FG). Nach Filtration durch zwei Lagen

Miracloth (Calbiochem) wurden die Gesamtmembranen durch eine einstündige Ultra-

zentrifugation bei 4°C (100 000 x g in MLA-80-Rotor, Beckmann) sedimentiert (1 ml

Lösung pro Reaktionsgefäß). Die im Überstand befindlichen löslichen Proteine wurden

abgenommen. Das Membranpellet wurde mit 0,8 ml Isolationspuffer gewaschen, d. h. es

wurde mit einem Pinsel resuspendiert und erneut eine Stunde bei 100 000 x g zentrifu-

giert. Das Membranpellet und die löslichen Proteine wurden anschließend mit flüssigem

N2 schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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2.14.5 Proteinbestimmung

Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

200 µl 5x konzentrierte Färbelösung (dye reagent, BioRad) wurde mit der Proteinprobe

vermischt und auf ein Endvolumen von 1 ml eingestellt. Nach 5 minütiger Inkubation bei

Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm im Spektrophotometer (UV-1602,

Shimadzu) gemessen. Die Proteinkonzentration konnte mit Hilfe eines BSA-Standards

ermittelt werden.

BCA-Assay

Der BCA-Assay (BCA Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology) wurde eingesetzt, wenn

die Proteinproben Detergenzien enthielten und somit eine Proteinbestimmung nach

Bradford nicht möglich war. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach den Anga-

ben des Herstellers.

2.14.6 Proteinfällung

TCA-Fällung

Die TCA (Trichloressigsäure)-Fällung diente als Probenvorbereitung für die isoelektri-

sche Fokussierung (siehe 2.14.8). Dazu wurden die Proteinproben mit 80%iger TCA

versetzt, so dass eine Endkonzentration von 15% TCA erreicht wurde. Anschließend

wurden die Proteine 30 min auf Eis präzipitiert, bevor sie abzentrifugiert wurden. Das

Pellet wurde mit Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet.

Chloroform/Methanol-Fällung

Die Chloroform/Methanol-Fällung nach Wessel und Flügge (1984) wurde bei Proben

mit geringer Proteinkonzentration durchgeführt. 100 µl einer Proteinprobe wurden mit

400 µl Methanol und 100 µl Chloroform versetzt und kurz geschüttelt. Nach Zugabe von

300 µl H2O wurde erneut geschüttelt und drei Minuten bei 13 000 U/min zentrifugiert.

Der Überstand wurde bis zur Interphase (enthält Protein) abgenommen und verworfen.

Danach wurden 300 µl Methanol zugegeben, kurz geschüttelt und dann bei 13 000 U/min

die ausgefällten Proteine sedimentiert. Anschließend wurde das Pellet getrocknet.
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2.14.7 SDS-PAGE nach Laemmli

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde nach der Methode von Laemm-

li (1970) durchgeführt.

4x Probenpuffer

Tris/HCL pH 6,8 0,25 M

Glycerin 40 % (w/v)

SDS 8 % (w/v)

β-Mercaptoethanol 20 % (v/v)

Bromphenolblau 0,02 % (w/v)

10x Laemmli-Laufpuffer

Tris 0,25 M

Glycin 1,92 M

SDS 1 % (w/v)

30%ige Acrylamidlösung

Acrylamid 29,2 % (w/v)

Methylenbisacrylamid 0,8 % (w/v)

SERDOLIT 1 Eßlöffel/l

(über Nacht rühren, dann abfiltrieren)

Pipettierschema für 4 Mini-Gele (10 x 8 x 0,75 mm, Hoefer) unterschiedlicher Acrylamid-

konzentration:

7,5 % 12,5 % Sammelgel (5%)

H2O 13,7 ml 9,5 ml 7 ml

30% Acrylamid 6,25 ml 10,4 ml 1,7 ml

2 M Tris/HCl pH 8,8 4,7 ml 4,7 ml -

1 M Tris/HCl pH 6,8 - - 1,25 ml

10% SDS 0,25 ml 0,25 ml 100 µl

10% APS 160 µl 160 µl 60 µl

TEMED 16 µl 16 µl 6 µl

Endvolumen (ca.) 25 ml 25 ml 10 ml
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Pipettierschema für 4 Mini-Gradienten-Gele (10 x 10,5 x 0,75 mm, Hoefer) mit einer

Acrylamidkonzentration von 6-13%:

6 % 13 % Sammelgel (5%)

H2O 8,6 ml 2,34 ml 7 ml

30% Acrylamid 3,2 ml 6,93 ml 1,7 ml

2 M Tris/HCl pH 8,8 3 ml 3 ml -

1 M Tris/HCl pH 6,8 - - 1,25 ml

80% Saccharose 0,93 ml 3,47 ml -

10% SDS 160 µl 160 µl 100 µl

10% APS 96 µl 96 µl 60 µl

TEMED 9,6 µl 9,6 µl 6 µl

Endvolumen (ca.) 16 ml 16 ml 10 ml

2.14.8 Isoelektrische Fokussierung (IEF) löslicher Proteine

IEF-Puffer

Harnstoff 7 M

Thioharnstoff 2 M

CHAPS 4 % (w/v)

Bromphenolblau 0,002 %

DTT 60 mM frisch zugeben

IPG buffer ph 4-7 (Amersham) 0,5 % frisch zugeben

Zur Trennung löslicher Proteine (2.14.4) nach ihrem isoelektrischen Punkt, auf immobi-

lisierten pH-Gradienten, wurde das Ettan™IPGphor™IEF System von Amersham Bios-

ciences eingesetzt. Es wurden 90 µg (für analytische Gele) bzw. 300 µg (für präparative

Gele) lösliche Proteine TCA gefällt (2.14.6). Das getrocknete Pellet wurde anschlie-

ßend mit 345 µl IEF-Puffer versetzt und zum Lösen 1 - 2 Stunden geschüttelt. Nicht

gelöste Anteile wurden bei 13 000 U/min in der Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus) für

10 Minuten abzentrifugiert. Anschließend wurden 340 µl vom Überstand auf einem Gel-

streifenhalter (Ettan™IPGphor™Strip Holder) aufgetragen. Ein 18 cm langer Gelstreifen

(Immobiline DryStrip pH 4-7 ) wurde mit der Gelseite nach unten aufgelegt. Danach

wurde dieser mit Mineralöl (DryStrip Cover Fluid) überschichtet, damit der Gelstreifen

nicht austrocknet.

Nach Rehydrierung des Gelstreifens für 12 Stunden erfolgte die IEF in drei Schritten bei

20°C mit drei verschiedenen Spannungen: 1 Stunde bei 500 V, 1 Stunde bei 1000 V und
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4,5 Stunden bei 8000 V. Desweiteren war für jeden Gelstreifen ein Stromfluß von 50 µA

eingestellt.

Nach der IEF erfolgte eine Auftrennung der Proteine in der 2. Dimension (2.14.10).

2.14.9 Native Auftrennung von Proteinkomplexen: Blue

native-PAGE

Die Solubilisierung von Membranproteinen und Auftrennung von Proteinkomplexen in

der Blue native-PAGE erfolgte in Anlehnung an Schägger und von Jagow (1991) und

Schägger et al. (1994).

Solubilisierungslösung

6-Aminocapronsäure 750 mM

EDTA 0,5 mM

Bistris 50 mM pH 7,0

PMSF 2 mM (frisch zugeben)

Protease Inhibitor Cocktail 5 µl/ml (frisch zugeben)

(P9599 von Sigma)

Gesamtmembranen aus Arabidopsis-Blättern (2.14.4) entsprechend 160 mg FG wurden

unter Zugabe von 40 µl Solubilisierungslösung, die die doppelte PMSF- und Inhibitor-

Konzentration enthielt, mit einem Pinsel resuspendiert. Dann wurden 40 µl Solubili-

sierungslösung mit der doppelten Detergenzkonzentration zugegeben. Als Detergenzien

wurden Digitonin, n-Dodecyl β-D-maltoside oder Triton X-100 (jeweils 10%ig in H2O)

in einer Endkonzentration von 0,5% bis 3% eingesetzt. Die Solubilisierung erfolgte für

1 Stunde bei 4°C auf dem Rotator. Anschließend wurden nicht solubilisierte Bestand-

teile bei 100 000 x g in der Ultrazentrifuge (MLA-80-Rotor, Beckmann) für 30 Minu-

ten abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit 5% (w/v) Coomassie G-250 in 750 mM

6-Aminocapronsäure versetzt (Detergenz:Coomassie; 8:1) und 10 Minuten auf Eis in-

kubiert. Nach einer 3 minütigen Zentrifugation bei 20 000 U/min (ST-Micro, Sorvall)

wurden die Proben in einer Blue native-PAGE aufgetrennt.

Pipettierschema für 4 Mini-Blue-native-Gradientengele (10 x 10,5 x 0,75 mm) mit einer

Acrylamidkonzentration von 3-13,5%:
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Stammlösung 3 % 13,5 % Sammelgel

H2O 7,77 ml 1,3 ml 5,23 ml

0,5 M Bistris pH 7,0 1,6 ml 1,6 ml 1,0 ml

30% Acrylamidlösung 1,6 ml 7,2 ml 1,17 ml

2 M ε-Aminocapronsäure 4,0 ml 4,0 ml 2,5 ml

87% (v/v) Glycerin 0,95 ml 1,7 ml -

10% (w/v) APS 70 µl 70 µl 90 µl

TEMED 7 µl 7 µl 9 µl

Endvolumen: 16 ml 16 ml 10 ml

10x Anodenpuffer

Bistris 0,5 M pH 7,0

10x Kathodenpuffer

Bistris 150 mM

Tricin 0,5 M

Der Kathodenpuffer (1x) enthielt noch zusätzlich 0,01% Coomassie G-250 (50 mg/500 ml).

Die Elektrophorese erfolgte über Nacht bei 4°C und 45 V für einen normalen Lauf bzw.

80 V für einen langen Lauf.

2.14.10 2D-Gelelektrophorese

nach IEF:

Äquilibrierungslösung

Harnstoff 6 M

Tris/HCl pH 8,8 50 mM

SDS 2 %

Glycerin 30 % (v/v)

Bromphenolblau 0,002 %

Nach der isoelektrischen Fokussierung (2.14.8) wurde der Gelstreifen (Immobiline Dry-

Strip pH 4-7 ) zunächst zwei Äquilibrierungsschritten unterzogen. Beim ersten Schritt

wurde der Streifen für 15 Minuten in einer Lösung bestehend aus 10 ml Äquilibrier-

ungslösung und 100 mg DTT inkubiert. Dieser Schritt dient der Reduzierung der Disul-

fidbrücken.
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Beim zweiten Schritt erfolgte eine Inkubation des Gelstreifens für 15 Minuten in einer

Lösung aus 10 ml Äquilibrierungslösung und 250 mg Jodacetamid. Bei diesem Schritt

werden reduzierte SH-Gruppen kovalent modifiziert.

Die Proteine auf dem IEF-Streifen wurde dann wie im nächsten Abschnitt beschrieben

in einer SDS-PAGE aufgetrennt.

nach BN-PAGE:

Die Auftrennung der Proteinkomplexe in der zweiten Dimension nach der Blue-native-

PAGE (2.14.9) erfolgte mittels SDS-PAGE nach Laemmli (1970) (2.14.7).

Denaturierungspuffer

10x Laemmli-Laufpuffer 1 x

SDS 1 %

β-Mercaptoethanol 0,1 %

Von der BN-PAGE wurde der entsprechende Gelstreifen ausgeschnitten und vor der

SDS-PAGE zehn Minuten bei 40°C im Denaturierungspuffer inkubiert.

Anschließend wurde der Gel- bzw. IEF-Streifen horizontal auf ein Midi- (200 x 200 x

1,5 mm) bzw. Minigel (10 x 10,5 x 1 mm), welches über dem Trenngel eine dünne Schicht

Sammelgel enthielt, gelegt und mit 0,5%iger Agarose fixiert. Ein Proteinmarker wurde

auf ein 5 x 5 mm großes Whatman-papier getropft und dann links neben dem Gel- bzw.

IEF-Streifen in die Agarose geschoben. Im Anschluß an die Elektrophorese (2.14.7) wurde

das Gel Silber gefärbt (2.14.11) oder auf eine PVDF-Membran transferiert (2.14.15).

28



2 Material und Methoden

2.14.11 Färbung von Acrylamidgelen

Coomassie-Färbung

Lösung I

Coomassie Brilliant Blue 5 g

Methanol 800 ml lösen

H2O 200 ml nach 30 min filtrieren

Lösung II

H2O 400 ml

Essigsäure 100 ml

Entfärber

Methanol 1000 ml

H2O 800 ml

Essigsäure 200 ml

Die Proteine wurden nach der SDS-PAGE (2.14.7) Coomassie gefärbt. Dazu wurden die

Lösungen I + II zu gleichen Teilen vermischt, bevor das SDS-Gel für 2 Stunden auf

einem Schüttler darin inkubiert wurde. Danach wurde das Gel mit Entfärber so lange

entfärbt, bis die Proteinbanden klar sichtbar waren.

Silberfärbung

Fixierlösung

Methanol 50 % (v/v)

Essigsäure 12 % (v/v)

Formaldehyd (37%) 0,0185 % (v/v)

Ethanol-Waschlösung

Ethanol 50 % (v/v)

Thiosulfat-Lösung

Na2S2O3 0,02 % (w/v)
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Silbernitrat-Lösung

AgNO3 0,2 % (w/v)

Formaldehyd (37%) 0,02775 % (v/v)

Entwickler-Lösung

Na2CO3 6 % (w/v)

Formaldehyd (37%) 0,0185 % (v/v)

Thiosulfat-Lösung 2,5 % (v/v)

Stopper-Lösung

Methanol 50 % (v/v)

Essigsäure 12 % (v/v)

Trocknerlösung

Methanol 40 % (v/v)

Essigsäure 10 % (v/v)

Glycerin 3 % (v/v)

Analytische SDS-Gele (2.14.7) wurden einer Silberfärbung unterzogen. Dazu wurden die

Gele zuerst für mindestens eine Stunde in der Fixierlösung geschüttelt und dann drei mal

mit der Ethanol-Waschlösung jeweils für 20 Minuten gewaschen. Es folgte eine 1-minütige

Inkubation in der Thiosulfat-Lösung, der sich drei 20 sekündige Waschungen mit H2O

anschlossen. Gefolgt von einer 20 minütigen Inkubation in der Silbernitrat-Lösung. An-

schließend wurde drei mal mit H2O gewaschen. Die Inkubation mit der Entwicklerlösung

erfolgte bis zum sichtbar werden der Proteine. Dann wurde für 30 Sekunden gewaschen,

bevor mit der Stopper-Lösung die fortschreitende Färbung des Gels unterbunden wurde.

Mit dieser wurde das Gel 10 Minuten inkubiert. Bis zur Trocknung (2.14.13) wurden die

Gele für mindestens 20 Minuten in Trocknerlösung aufbewahrt.
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Coomassie-Colloidal-Färbung

Lösung A

ortho-Phosphorsäure (85%) 2 %

Ammoniumsulfat 10 %

Lösung B

Coomassie Brilliant Blue G-250 5 %

Fixierer

Methanol 40 %

Essigsäure 10 %

Färbelösung

Lösung A 98 %

Lösung B 2 %

(in großer Flasche über Nacht schütteln)

Die Coomassie-Colloidal-Färbung ist sensitiver als die Comassie-Färbung (2.14.11). Sie

wurde für die Färbung von 2D-Gelen eingesetzt, wenn Spots für die Massenspektrome-

trie gestochen wurden, da Proteine aus silbergefärbten Gelen nicht analysiert werden

konnten.

Das Gel wurde eine Stunde im Fixierer geschüttelt. Danach folgte eine Inkubation mit

80% Färbelösung + 20% Methanol für mindestens vier Stunden (besser über Nacht).

Entfärbt wurde mit Wasser, welches mehrmals gewechselt wurde. Falls dann immer noch

Hintergrund zu sehen war, wurde mit 20% Methanol entfärbt.

2.14.12 Massenspektrometrie

Aus Coomassie-Colloidal gefärbten SDS-Gelen wurde mit Hilfe einer abgeschnittenen Pi-

pettenspitze der zu analysierende Proteinspot ausgestochen und von Frau Dr. Schierhorn

(Fachbereich Biochemie/Biotechnologie, MLU Halle) massenspektrometrisch untersucht.

Zur Identifizierung der Proteine wurden die erhaltenen Massen der Peptidfragmente mit

denen in der Datenbank der Suchmaschiene Mascot (www.matrixscience.com) vergli-

chen.
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2.14.13 Trocknen von Acrylamidgelen

Zur Aufbewahrung von Gelen wurden diese für mindestens 30 Minuten in 2% Glycerin

geschüttelt. Anschließend in Cellophanfolie (Cellophan, Büropa GmbH), die zuvor mit

H2O angefeuchtet wurde, eingeschlagen und auf eine Glasscheibe bis zur völligen Trock-

nung aufgespannt. In Trockner-Lösung eingelegte Silber gefärbte Gele (2.14.11) wurden

gleich aufgespannt.

2.14.14 Elektroelution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen

Die Elektroelution wurde durchgeführt, um Proteine von weiteren Proteinen zu trennen.

Nur ausgewählte Banden wurden ausgeschnittenen und mit einer Rasierklinge in kleine

Stücke geschnitten. Für die Elektroelution kam eine selbstgebaute Apperatur zum Ein-

satz. Das Prinzip beruht darauf, dass die Proteine in einem Gefäß (
”
Brücke“), welches auf

zwei Seiten über eine Dialysemembran (SERVAPOR® Dialysis Tubing : MWCO 12 000-

14 000, Serva) mit dem Anoden- bzw. Kathodenpuffer in Verbindung steht, aufgrund

einer angelegten Spannung aus dem Polyacrylamidgel (Kathodenseite) zur Dialysemem-

bran (Anodenseite) wandern, wo sie dann entnommen werden können. Als Anoden-

und Kathodenpuffer diente 1x Laemmli-Laufpuffer (2.14.7). Für die
”
Brücke“ wurde 1x

Laemmli-Laufpuffer mit zusätzlich 2% SDS eingesetzt. Die Elektroelution erfolgte über

Nacht bei 80 Volt.

2.14.15 Western Blot

Lösung I

SDS 0,1 %

Methanol 5 %

Na-Borat 50 mM pH 9,0

Lösung II

Methanol 20 %

Na-Borat 50 mM pH 9,0

Mit Hilfe einer semidry-Blotapparatur (Panther™Semidry electroblotter, Owl Separation

Systems) erfolgte der Elektrotransfer der Proteine aus dem SDS-Gel (2.14.7) auf eine

PVDF-Membran (2.4).

Dazu wurden drei Lagen Whatman 3 MM -Papier in Lösung I getränkt und auf die
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Kathodenfläche der Apparatur gelegt. Ihnen folgten luftblasenfrei zuerst das Gel, welches

zuvor kurz in Lösung I inkubiert wurde, und dann die mit Methanol angefeuchtete

Membran. Abschließend wurde ein weiterer Stapel mit drei Lagen in Lösung II getränktes

Whatman 3 MM -Papier darüber gelegt. Zum Schluss wurde die Anode aufgesetzt und

der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte für 3 Stunden mit

1,5 mA pro cm2 Gelfläche.

Der Proteintransfer von BN-Gelen erfolgte nach den Herstellerangaben der PVDF-

Membran (2.4) mit kleinen Modifikationen. Dem Kathodenpuffer wurde 0,1% SDS zu-

gesetzt und das Gel darin eine halbe Stunde inkubiert, bevor der Blot aufgebaut wurde.

2.14.16 Immundetektion mittels Enhanced Chemilumineszenz

(ECL)

10x PBS

NaCL 750 mM

KCl 30 mM

Na2HPO4 x 12 H2O 45 mM

KH2PO4 15 mM

Waschlösung I

PBS 1 x

Tween 20 1 % (v/v)

Magermilchpulver 5 %

Waschlösung II

PBS 1 x

Tween 20 1 %

Entwicklerlösung (10 ml)

H2O 9,5 ml

Tris/HCL 1 M pH 8,5 500 µl

Luminol 250 mM in DMSO 50 µl

Coumarinsäure 90 mM in DMSO 22 µl

H2O2 3 µl
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Um freie Membranbindungen abzusättigen wurde die PVDF-Membran nach dem Prote-

intransfer eine Stunde in Waschlösung I inkubiert. Danach erfolgte eine 2-stündige Inku-

bation mit dem gegen das Zielprotein gerichteten primären Antikörper (in Waschlösung I).

Nach 4x fünfminütigen Waschschritten mit Waschlösung I erfolgte eine einstündige Inku-

bation mit dem sekundären Antikörper an dem eine Meerrettichperoxidase (horseradish

peroxidase, HRP) gekoppelt war. Nach einem weiteren Waschschritt (4x 5 Minuten in

Waschlösung II) und 1-minütiger Inkubation in der Entwicklerlösung konnte die durch

die Meerrettichperoxidase vermittelte Chemilumineszenz auf einem Film (Hyperfilm

ECL, Amersham Biosciences) nachgewiesen werden. Wenn mit diesem Detektionssystem

nur schwache Banden detektiert wurden, wurden die sensitiveren Detektionslösungen des

ECL Advance von Amersham anstatt der eigenen Entwicklerlösung eingesetzt.

2.14.17 Immunisierung von Kaninchen zur

Antikörpergewinnung

Die Immunisierungen wurden von Dr. Harald Schubert vom Institut für Versuchstier-

kunde der Friedrich-Schiller-Universität Jena oder Eurogentec (Seraing, Belgien) durch-

geführt. Die erhaltenen Seren wurden entweder direkt für die Immundetektion (2.14.16)

eingesetzt, oder zuvor über eine Antigensäule (2.14.18) gereinigt.

2.14.18 Reinigung von Antikörpern aus Seren mittels

Affinitätschromatographie

Kopplung des Antigens

Zur Antikörperreinigung, wurde zunächst das Antigen an eine Säule (HiTrap™NHS-

activated HP, Amersham Biociences) gekoppelt. Die Kopplung basierte auf der Reaktion

der aktivierten NHS-Sepharose mit den Aminogruppen des Antigens.

Die HiTrap-Säule wurde 2x mit 5 ml 2 mM HCL gewaschen um das Isopropanol zu

entfernen. Die Beladung der Säule erfolgte, indem 1 ml (= 1 mg) Antigenlösung langsam

mit einer aufgesetzten Spritze durchgetropft wurde. Danach wurde die Säule beidseitig

mit Kappen verschlossen. Zum Koppeln des Antigens an die Säule, wurde diese über

Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Antikörperreinigung

Zur Antikörperreinigung wurde die mit Antigen beladene HiTrap-Säule an eine FPLC-

Anlage (PHARMACIA-LKB GP-10, Pharmacia) angeschlossen. Zuerst wurde die Säule

bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min für jeweils 5 Minuten wie folgt gewaschen:
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1. Glycin 100 mM, pH 2,8

2. Harnstoff 7 M mit 10 mM Glycin, pH 3,5

3. Guanidinhydrochlorid 6 M mit 10 mM Glycin, pH 3,5

4. Harnstoff 7 M mit 10 mM Glycin, pH 3,5

5. Glycin 100 mM, pH 2,8

6. 1x PBS (2.14.16)

15 ml Serum wurden mit 1x PBS auf 40 ml aufgefüllt und dann bei einer Flussgeschwin-

digkeit von 0,5 ml/min über die Säule gepumpt (der Durchfluss wurde aufgefangen).

Anschließend wurde 20 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Die gebundenen Antikörper

wurden nun nacheinander bei einer Flussrate von 1 ml/min mit je 8 ml Glycin (100 mM,

pH 2,8), Harnstoff (7 M mit 10 mM Glycin, pH 3,5) und Guanidinhydrochlorid (Gua-

nidinhydrochlorid 6 M mit 10 mM Glycin, pH 3,5) eluiert. Die einzelnen Eluate wurden

aufgefangen und anschließend gegen 1x PBS dialysiert. Dabei entspricht die Glycinfrak-

tion Antikörpern niedriger Affinität, die Harnstofffraktion Antikörpern mittler und die

Guanidinhydrochlorid-Fraktion Antikörpern hoher Affinität.

2.14.19 Coimmunpräzipitation

IP-Puffer

HEPES/KOH 20 mM pH 7,5

EDTA 2,5 mM

NaCL 100 mM

MgCl2 0,5 mM

Triton X-100 2 %

DTT 0,5 mM (frisch zugeben)

PMSF 1 mM (frisch zugeben)

Protease Inhibitor Cocktail 5 µl/ml (frisch zugeben)

(P9599 von Sigma)

Es wurden Gesamtmembranen (2.14.4) aus 320 mg FG mit 200 µl IP-Puffer versetzt und

mit einem Pinsel resuspendiert. Die Solubilisierung erfolgte für eine Stunde bei 4°C auf

dem Rotator. Anschließend wurden nicht solubilisierte Bestandteile bei 100 000 x g in
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der Ultrazentrifuge (MLA-80, Beckmann) für 30 Minuten abzentrifugiert. 150 µl der so-

lubilisierten Membranproteine wurden für eine Coimmunpräzipitation eingesetzt. Nach

Zugabe der Antikörper, die in einer ca 50-fach höheren Konzentration als für die Wester-

nanalyse benutzt, eingesetzt wurden, wurde dieser Ansatz zum Binden der Antikörper an

sein Antigen eine Stunde bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Danach wurden 100 µl (mit

IP-Puffer äquilibrierte) 10%ige Protein A Sepharose (CL-4B, Amersham) eine Stunde

mit dem Ansatz inkubiert.

Nach dreimaligen Waschen mit IP-Puffer, wurde ein letztes Mal mit IP-Puffer ohne

Detergenz gewaschen und der Ansatz in ein neues Reaktionsgefäß überführt.

Das Pellet, mit den coimmunpräzipitierten Proteinen, wurde mit 65 µl 2x Probenpuffer

versetzt, 5 Minuten auf 95°C erhitzt und dann 20 µl davon (entsprechend 73,8 mg FG),

sowie Aliquots der solubilisierten Membranproteine, der ungebundenen Proteine und

der letzten Waschfraktion auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran

transferiert.

Die präzipitierten Proteine wurden mittels Immundetektion (2.14.16) nachgewiesen.

2.15 Molekularbiologische Methoden

2.15.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten, wie DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen,

Auffüllreaktionen von DNA, Dephosphorylierung und Ligation sowie die Herstellung von

neutralisiertem Phenol wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgeführt.

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte für die Identifizierung von positiven Klonen nach

Birnboim und Doly (1979) und für größere Präparationen wurde der NucleoBond®PC

100 -Kit (2.3) nach Herstellerangaben eingesetzt.

Die DNA-Sequenzierungsreaktion wurde mit dem ABIPRISM® dRhodamine Termina-

tor Cycle Sequencing-Kit (2.3) nach Herstellerangaben durchgeführt. Die elektrophoreti-

sche Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte über ein denaturierendes Polyacrylamid-

gel in einem DNA-Sequenzierer vom Typ ABI Prism®377 (Applied Biosystems, USA).
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2.15.2 PCR

10x PCR-Puffer

Tween 20 0,5 %

Gelatine 1 mg/ml

MgCl2 15 mM

KCl 250 mM

Tris/HCl 200 mM pH 8,3

Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) wurde zur Amplifikation von DNA-Sequenzen ein-

gesetzt. Eine Standard-PCR-Reaktion enthielt in einem Gesamtvolumen von 50 µl 1x

PCR-Puffer, 1-10 ng der zu amplifizierenden DNA, je 12 pmol der beiden spezifischen

Primer, ein dNTP-Gemisch 100 µM und 1-2 Units einer Taq-Polymerase. Die Amplifizie-

rung erfolgte durch einminütges Denaturieren der Matrizen-DNA bei 95°C , einminütiges

Binden der Primer (Annealing) bei 58°C (je nach der Tm der Primer) und 2 1/2 minütige

Synthese des komplementären Stranges durch die Taq-Polymerase bei 72°C. Diese Re-

aktionsschritte wurden im Thermocycler (T-Gradient, Biometra) 35 mal wiederholt. Im

Anschluß an die Synthesezyklen folgte eine 4-minütige Elongationsphase bei 72°C.

2.15.3 Reinigung von DNA Fragmenten

Phenolisieren und Fällen von DNA

Zu 100 µl DNA-Lösung wurde 1 Volumen neutralisiertes Phenol und 1 Volumen Chlo-

roform/Isoamylalkohol (24:1) gegeben, 5 Minuten geschüttelt und dann 5 Minuten bei

13 000 U/min zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus). Anschließend wurde der Überstand

in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Volumen Chloroform/Isoamyl-

alkohol (24:1) 5 Minuten vermischt und zentrifugiert. Nun wurde der DNA-haltige

Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und gefällt. Dazu wurden

dem Ansatz 1/10 Volumen 3M NaAcetat (pH 6,0) und das 2,5-fache Volumen an Etha-

nol (100%) zugegeben und mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Nach einer 30

minütigen Zentrifugation bei 4°C und 13 000 U/min wurde das DNA-Pellet mit 70%igem

Ethanol gewaschen, getrocknet und dann in gewünschter Menge H2O aufgenommen.
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DNA-Isolation aus einem Low-Melting-Gel

10x TE-Puffer

EDTA 100 mM

Tris/HCl 1 mM pH 8,0

Nach der Agarose-Gelelektrophorese (2.15.8), bei der Low melting temperature-Agarose

(Cambrex Bio Science Rockland, USA) eingesetzt wurde, die schon bei 65°C schmilzt,

wurde die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Re-

aktionsgefäß überführt und gewogen. Nach Zugabe des gleichen Volumens an 1x TE-

Puffer wurde die Agarose bei 65°C geschmolzen. Dieser Ansatz wurde mit 1 Volumen

Phenol (neutr.) 5 Minuten vermischt und dann 5 Minuten bei 13 000 U/min zentri-

fugiert (Biofuge fresco, Heraeus). Der Überstand wurde mit einem Volumen an Phe-

nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt und erneut zentrifugiert. Mit Chlo-

roform/Isoamylalkohol (24:1) wurde dieser Schritt wiederholt. Anschließend wurde der

DNA-haltige Überstand durch Zugabe von 1/4 Volumen an 7,5 M Ammonium-Acetat

und dem 0,7-fachen an Isopropanol gefällt. Durch eine 20 minütige Zentrifugation bei

13 000 U/min und 4°C wurde die DNA sedimentiert. Nach zweimaligem Waschen mit

70%igem Ethanol wurde das DNA-Pellet getrocknet und anschließend in H2O aufge-

nommen.

2.15.4 Extraktion genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

2x CTAB-Puffer

CTAB 2 % (w/v)

NaCl 1,4 M

EDTA 20 mM

Tris/HCl 100 mM pH 8,0

Rosettenblätter von Arabidopsis thaliana wurden mit einem
”
Eppie-Potter“ (Dstroy®-

Sticks, Biozym) im 1,5 ml Reaktionsgefäß mit flüssigem Stickstoff gemörsert. Nach der

Zugabe von 500 µl 2x CTAB-Puffer erfolgte eine einstündige Inkubation bei 68°C. An-

schließend wurde 5 µl RNAse (10 mg/ml) zugegeben und 15 Minuten bei 37°C inkubiert.

500 µl eines Chloroform-Isoamylalkoholgemisches (24:1) wurden hinzugefügt und 5 min

geschüttelt. Nach 5 minütiger Zentrifugation bei 13 000 U/min in der Tischzentrifu-

ge (Biofuge fresco, Heraeus) wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß

überführt und mit 1 ml 100%igem Ethanol versetzt. Nach einer einstündigen Fällung

bei −20°C wurde die DNA 20 min in der Tischzentrifuge, bei 13 000 U/min, abzentri-
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fugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und

anschließend in gewünschter Menge H2O aufgenommen.

2.15.5 Extraktion von RNA aus Pflanzenmaterial

Extraktionspuffer

Na-Acetat 100 mM

Na-EDTA 1 mM

SDS 4 % (w/v) pH 5,0

8 M LiCl Lösung

mit 0,2% (v/v) DEPC behandelt

Die Isolierung von RNA aus Arabidopsis thaliana wurde nach der von Eggermont et al.

(1996) beschriebenen Methode durchgeführt. Dazu wurde Pflanzenmaterial unter Zuga-

be von flüssigem Stickstoff mit einem Mörser zerkleinert. Nach Zugabe von 2 ml eines

1:1 Gemisches aus Extraktionspuffer und Phenol/Chloroform (1:1) wurde zunächst wei-

ter gemörsert und anschließend gewartet bis die Proben aufgetaut waren. Die Lösung

wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, fünf Minuten auf Eis inkubiert und dann

bei 13 000 U/min und 4°C fünf Minuten zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus). Der

wässrige Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit dem gleichen Vo-

lumen eines 1:1 Gemisches aus Phenol und Chloroform fünf Minuten geschüttelt und

anschließend fünf Minuten bei 4°C und 13 000 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wur-

de zweimal durchgeführt. Für alle Phenolisierungsschritte wurde dabei saures Phenol

verwendet. Danach wurde zum Überstand das gleiche Volumen an Chloroform gegeben,

fünf Minuten geschüttelt und abzentrifugiert. Zum Schluß wurde die RNA unter Zuga-

be von einem halben Volumen an 8 M LiCl aus der wässrigen Phase ausgefällt, indem

die Lösung für mindestens eine Stunde bei -20°C inkubiert wurde. Danach wurde die

RNA durch eine 10 minütige Zentrifugation bei 13 000 U/min sedimentiert, zweimal mit

70%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 50 µl H2O aufgenommen.

2.15.6 Extraktion von RNA aus Pflanzenmaterial für die

Reverse Transkription

Für die Reverse Transkription wurde die RNA mit dem TRIZOL®Reagent von Invitro-

gen nach Herstellerangaben extrahiert.
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2.15.7 Quantifizierung von DNA- und RNA-Lösungen

Die Nukleinsäurekonzentration wurde über die Messung der Absorption (A) mit dem

Spektrophotometer (UV-1602, Shimadzu) bei 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine

A260-Einheit einer DNA Konzentration von 50 µg/ml und einer RNA-Konzentration von

40 µg/ml.

Bei geringen DNA Mengen, erfolgte die Quantifizierung visuell mittles eines DNA-

Markers (HyperLadder I, Bioline) über Agarose-Gelelektrophorese.

2.15.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Als Laufpuffer

diente 1x Tris-Acetat.

50x Tris-Acetat

Tris 2 M

Na-Acetat 1 M

EDTA 50 mM pH 7,5 (mit CH3COOH)

5x Auftragspuffer

Ficoll 15 %

EDTA 50 mM

SDS 0,5 % (v/v)

50x Tris-Acetat 1 x

Bromphenolblau 0,005 %

Xylencyanol 0,005 %

2.15.9 RNA-Gele

10x MOPS-Puffer

MOPS 200 mM

Na-Acetat 50 mM

EDTA 5 mM pH 7,0 mit NaOH

Die Auftrennung der RNA-Proben erfolgte unter denaturierenden Bedingungen, um

Sekundärstrukturen zu vermeiden. Dazu wurde eine 1,5%ige Agarose-Lösung mit 1x

MOPS-Puffer aufgekocht und nach dem Abkühlen mit 2% (v/v) Formaldehyd versetzt.
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Für den Northern Blot (2.15.11) wurden 30 µg RNA-Lösung mit 1/10 Volumen 10x

MOPS versetzt und auf 4% Formaldehyd (37%) und 40% Formamid eingestellt. Da-

nach wurde die Probe 15 Minuten auf 65°C erhitzt und kurz auf Eis abgekühlt. Nach

Zugabe von 1 µl Ethidiumbromid wurden die Proben auf das RNA-Gel aufgetragen. Die

Elektrophorese erfolgte bei 50 V mit 1x MOPS als Laufpuffer.

2.15.10 Genomischer Southern Blot

Transferlösung

NaOH 0,4 M

NaCl 1,5 M

Neutralisierungslösung

NaCl 1,5 M

Tris/HCl 0,5 M pH 7,2

10 µg genomischer DNA wurden zunächst mit Restriktionsendonukleasen gespalten

(2.15.1) und anschließend auf einem 0,8%igem Agarose-Gel (2.15.8) aufgetrennt. Nach

der Elektrophorese wurde das Gel zweimal 15 Minuten und die Membran nach kurzem

anfeuchten mit H2O für 5 Minuten in der Transferlösung unter leichtem Schütteln in-

kubiert. Die DNA wurde mittels Kapillartransfer, wie von Southern (1975) beschrieben,

aus dem Agarose-Gel auf eine Nylonmembran (2.4) transferiert. Im Anschluß daran wur-

de die Membran 15 Minuten in Neutralisierunglösung inkubiert, getrocknet und dann

30 Minuten bei 80°C gebacken.

2.15.11 Northern Blot

20x SSC

NaCl 3 M

Na-Citrat 0,3 M pH 7,0

Die auf einem denaturierenden Agarosegel (2.15.9) aufgetrennten Ribonukleinsäuren

wurden durch Kapillartransfer auf eine Nylonmembran (2.4) transferiert. Dazu wur-

de das Gel nach dem Lauf kurz in 10x SSC geschwenkt und die Membran erst mit H2O

und dann mit 10x SSC inkubiert, bevor der Blot wie unter 2.15.10 beschrieben aufgebaut

wurde. Der Transfer erfolgte über Nacht mit 10x SSC als Transferlösung. Im Anschluß

daran wurde die Membran kurz in 2x SSC gewaschen, getrocknet und dann 30 Minuten

bei 80°C gebacken.
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2.15.12 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Lösung A

β-Mercaptoethanol 2 % (v/v)

dCTP, dATP, dTTP je 0,5 mM

MgCl2 0,125 M

Tris/HCl 1,25 M pH 8,2

Lösung B

Hepes/NaOH 2 M pH 6,6

Lösung C

Hexadesoxynukleotide 3,6 µg/µl

OLB-Puffer

Lösung A : Lösung B : Lösung C

100 : 250 : 100

Die radioaktive Markierung der DNA beruht auf der Methode von Feinberg und Vo-

gelstein (1983, 1984). Es wurden 30 µl DNA-Lösung (100 ng) zusammen mit 10 µl

OLB-Puffer zum Denaturieren 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Nach kurzem Abkühlen auf

Eis, wurden dem Ansatz 2 µl BSA (1 mg/ml), 20 - 30 µCi α[32P]-dCTP und 4 Units

Klenow-Fragment zugegeben, so dass das Endvolumen 50 µl betrug. Es folgte eine In-

kubation bei 37°C für 4 Stunden oder über Nacht bei 30°C. Bei diesem Schritt wurde

der komplementäre DNA-Strang unter Verwendung des radioaktiven Nukleotides durch

die DNA-Polymerase neu synthetisiert. Als Primer dienten hierbei die Hexadesoxynu-

kleotide, die eine zufällige Sequenz aufwiesen, und somit an beliebigen Stellen der DNA

binden konnten.

Der Einbau des radioaktiven Nukleotides wurde überprüft, indem die Aktivität des Se-

dimentes und des Überstandes nach einer TCA-Fällung eines Aliquots verglichen wurde.
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2.15.13 Hybridisierung von Southern Blots

100x Denhardt´s

Ficoll 2 %

PVP (Mr 40000) 2 %

BSA 2 %

Hybridisierungslösung

SSC (2.15.11) 4 x

Denhardt´s 5 x

SDS 0,5 %

Die Nylonmembranen mit der fixierten DNA (2.15.10) wurden nach kurzem Anfeuch-

ten mit H2O für zwei Stunden bei 65°C in der Hybridisierungslösung mit 100 µg/ml

denaturierter Heringsspermien DNA vorhybridisiert. Für die Hybridisierung wurde die

radioaktiv markierte Sonde (2.15.12), die zuvor durch 5-minütiges erhitzen auf 95°C de-

naturiert wurde, zu der Vorhybridisierungs-Lösung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte

über Nacht. Anschließend wurde die unspezifisch gebundene Aktivität durch Waschun-

gen bei 65°C entfernt. Dazu wurden Waschlösungen mit zunehmender Stringenz einge-

setzt (je 2x 15 Minuten mit: 2x SSC/0,1% SDS; 1x SSC/0,1% SDS; 0,1x SSC/0,1%).

2.15.14 Hybridisierung von Northern Blots

Northern-Hybridisierungs-Lösung

NaH2PO4 0,25 M pH 7,2

NaCl 0,25 M

EDTA 1 mM

Heringspermien-DNA 10 mg/l

SDS 7 % (w/v)

PEG (Mr 6000) 5 % (w/v)

deion. Formamid 25 % erst nach pH-Einstellung

zugeben

Die Nylonmembranen (2.15.11) wurden mit H2O angefeuchtet und anschließend kurz

in 0,25 M NaCl, 0,25 M NaH2PO4 pH 7,2 inkubiert. Danach erfolgte die Vorhybridi-

sierung bei 42°C für 2 Stunden in der Northern-Hybridisierungs-Lösung mit 100 µg/ml

denaturierter Heringsspermien DNA. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 42°C
unter Zugabe der radioaktiv markierten Sonde, die zuvor durch 5-minütiges erhitzen auf
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95°C denaturiert wurde. Die Waschungen wurden wie bei der Southern-Hybridisierung

(2.15.13) beschrieben bei 65°C durchgeführt.

2.15.15 Reverse Transkription

Für die Synthese des Erststranges wurden zunächst DNA-Verunreinigungen durch eine

DNase-Behandlung abgedaut. Dazu wurde 1 µg RNA mit 5 µl 5x Puffer der eingesetzten

Reversen Transkriptase und 1 µl DNase (RNase frei) in einem Volumen von 25 µl für

15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die DNAse wurde durch die Zugabe von 2,5 µl EDTA

(25mM) und 10-minütiges Erhitzten auf 65°C inhibiert. Von diesem Ansatz wurden

13 µl zu 10 µl oligo-dT (100 ng/ µl), 7,5 µl 5x Puffer, 10 µl dNTPs (2,5 mM jedes),

5 µl 0,1 M DTT, 4 µl H2O und 0,5 µl M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H Minus

(M5301, Promega) gegeben bei 42°C inkubiert. Nach einer Stunde wird die Reaktion

duch 10-minütiges Erhitzen auf 70°C gestoppt.

2.15.16 real-time PCR

Um den mRNA-Gehalt aus unterschiedlichen Pflanzen zu vergleichen wurde zunächst

die RNA in Erststrang cDNA umgeschrieben 2.15.15 und dann eine real-time PCR mit

der Erststrang cDNA und genspezifischen Primern durchgeführt. In der real-time PCR,

die wie eine normale PCR (2.15.2) funktioniert, wird zusätzlich der Fluoreszenzfarbstoff

SYBR® Green I (Invitrogen) zugesetzt. Dieser Farbstoff gibt bei der Bindung an dsDNA

ein Signal, welches proportional zur DNA-Menge ist. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff-

Komplex absorbiert blaues Licht bei λmax= 497 nm und emittiert grünes Licht bei λmax=

520 nm. Durch die Fluoreszenzmessung am Ende eines jeden Zyklus ist eine Quantifi-

zierung der amplifizierten DNA-Menge möglich. Da hier der relative Gehalt eines Gens

untersucht werden soll, wird die Zyklenzahl (C = cycle) bei der das Fluoreszenzsignal

einen definierten Schwellenwert (T = threshold) überschreitet bestimmt. Er wird als

CT-Wert bezeichnet. Anhand des CT-Wertes läßt sich der relative Gehalt eines Gens

in Pflanze x nach der 2-∆∆CT-Methode von Livak und Schmittgen (2001) berechnen.

Zunächst wird der CT-Wert des Zielgens durch Subtraktion des Referenzgens (Aktin)

normalisiert (∆CT=CTZielgen-CTReferenzgen). Vom ∆CT-Wert der Pflanze x wird der

∆CT-Wert der Kontrollpflanze subtrahiert. Der nun erhaltene ∆∆CT-Wert entspricht

der Zyklendifferenz zwischen den beiden Pflanzen. Unter der Annahme, dass mit jedem

Zyklus die DNA-Menge verdoppelt wird, läßt sich der relative Expressionsunterschied

als n-fache Menge der Kontrollpflanze mit der Formel 2-∆∆CT berechnen.
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Die real-time PCR wurde auf dem Bio-Rad iCycler mit der iCycler™iQ Optical System

Sofware Version 3.0a von Bio-Rad durchgeführt.

Ein 20 µl PCR-Ansatz enthielt 2 µl Erststrang cDNA, je 0,4 µl Primer (10 pmol/µl),

0,8 µl MgCl2 (50 mM), 2 µl 10x Puffer der Polymerase, 1,2 µl dNTPs (2,5 mM jedes)1 µl

SYBR® Green I (1:1000) und 0,08 µl Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen).

Die PCR erfolgte in Folgenden Schritten:

1. Aktivierung der Polymerase: 95°C 3 min

2. Denaturierung: 95°C 20 sek

3. Anlagerung der Primer: 59°C 20 sek

4. Synthese: 72°C 30 sek

Fluoreszenzmessung 40x zurück zu 2.

5. Schmelzkurve: 55 - 95°C je 10 sek dann Erhöhung um 0,5°C

Um die Genauigkeit der PCR zu verifizieren wurde eine Schmelzkurvenanalyse durch-

geführt, da SYBR® Green I an jede dsDNA bindet und so mögliche unspezifische Pro-

dukte wie Primerdimere detektiert werden können. Weiterhin wurde die falsch-positive

Messung der Primerdimere durch eine Fluoreszenzmessung bei 72°C ausgeschlossen.
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2.16 Klonierungen

2.16.1 Klonierung von atToc159A-His6, atToc159G-His6,

atToc132A-His6 und atToc120A-His6

Die für die Erstellung der Konstrukte atToc159A-His6 (Nukleotid 1-2208) im pQE-60

bzw. pET-28a(+)-Vektor, atToc159G-His6 (Nukleotid 2211-3270), atToc132A-His6 (Nu-

kleotid 1-1296) und atToc120A-His6 (Nukleotid 1-915) verwendeten Primer, Vektoren

und Expressionsstämme sind in Tabelle 2.3 angegeben.

Zunächst wurde eine PCR mit den dort angegebenen Primern für das atToc159A-

Fragment auf cDNA, da das atToc159 -Gen ein Intron im Bereich der A-Domäne enthält,

und für die atToc159G-, atToc132A- und atToc120A-Fragmente auf gDNA aus Arabi-

dopsis thaliana durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden in den pGEM-T Easy-Vektor

ligiert und an den durch die PCR eingebrachten Schnittstellen wieder herausgeschnitten.

Nach der Abtrennung der geschnittenen Fragmente vom Vektor in einem Low-Melting-

Gel wurden diese aus dem Gel eluiert (2.15.3). Anschließend wurden diese Fragmente in

den, mit den selben Enzymen geschnittenen, Expressionsvektor ligiert. Nach der Trans-

formation in E. coli wurde die Plasmid-DNA der erhaltenen Klone auf das Vorhandensein

des eingebrachten Genfragments durch eine Sequenzierung überprüft und dann in den

jeweiligen in der Tab. 2.3 angegebenen Expressionsstamm transformiert.

Tab. 2.3: Angegeben sind die für die Klonierungen von atToc159A-His6, atToc132A-His6,
atToc120A-His6 und atToc159G-His6 verwendeten Primer, Vektoren und Express-
ionsstämme.

Primer 5’ Primer 3’ Vektor Expressionsstamm

atToc159A-His6 Toc1ATG/NcoI Toc1N3’/BglII pQE-60 C43
atToc159A-His6 Toc1ATG/NcoI Toc1N3’/XhoI pET-28a(+) Rosetta(DE3)pLysS
atToc159G-His6 Toc1GTP5’NcoI Toc1GTP3’XhoI pET-28a(+) Rosetta(DE3)pLysS
atToc132A-His6 Toc2 ATG NdeI Toc2 N3’ XhoI/2 pET-26b(+) Rosetta(DE3)pLysS
atToc120A-His6 Toc3 ATG NdeI Toc3 N3’- XhoI pET-26b(+) Rosetta(DE3)pLysS
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2.16.2 Klonierung des Toc132-RNAi-Konstrukts

Eine Übersicht über die Klonierungsschritte ist in Abb. 2.1 gezeigt. Für die Herstellung

des Toc132-RNAi-Konstrukts wurde zunächst ein Sense- und Antisensefragment vom

5’-Ende des Gens mittels PCR von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana ampli-

fiziert. Hierfür wurden folgende Primer eingesetzt: Toc2Sens5’FseI und Toc2Sens3’XbaI

für das Sensefragment sowie Toc2Antisens5’NotI und Toc2Antisens3’BamHI für das An-

tisensefragment. Die 339 bp langen PCR Fragmente wurden in pGEM-T Easy ligiert.

Abb. 2.1: Klonierungsschema für das Toc132RNAi-Konstrukt. P35S = Promotor des
CaMV, Pnos = Promotor der Nopalin-Synthase, pA... = polyadenylierungs Sequenz, Ω = 67
bp leader -Sequenz des Tabakmosaikvirus, uid A = β-Glucuronidase-Gen (GUS), RB/LB =
right- bzw. left border.

Danach wurden das Sense- und Antisensefragment an den durch die PCR eingebrach-

ten Schnittstellen herausgeschnitten und in den, mit den selben Enzymen geschnitte-

nen, pJM007-Vektor (Schattat et al., 2004) vor bzw. hinter die Intronsequenz ligiert.

Mit dem Enzym AscI wurde der Bereich, der den 35S-Promotor sowie das Sense-und

Antisensefragment umschließt, herausgeschnitten. Die Schnittstellen dieses Fragments

wurden aufgefüllt und in die mit SmaI geschnittene und dephosphorylierte Schnittstelle

des binären pGPTV-BAR-Vektors eingebracht.

Die Transformation von Arabidopsis thaliana mit diesem RNAi-Konstrukt erfolgte, wie

im Abschnitt 2.12.5 angegeben.
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3.1 Antikörperherstellung

Für die Analyse von Toc-Mutanten sowie für die Untersuchung der Zusammensetzung

des Toc-Komplexes wurden Antikörper benötigt, welche atToc159, atToc132 und at-

Toc120 trotz der hohen Homologie untereinander spezifisch erkennen.

Um geeignete Bereiche zu finden, die nur eine geringe Homologie zu den jeweils anderen

Toc-Proteinen aufweisen und somit als Antigene genutzt werden können, wurde zunächst

mit ClustalW ein Sequenzvergleich auf Aminosäureebene durchgeführt. Verglichen wur-

de jeweils die Übereinstimmung zweier Toc-Proteinen über ihre gesamte Länge und in

den Bereichen der A-, G- bzw. M-Domäne. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Vergleich der Aminosäuresequenzen mit ClustalW. Angegeben ist die
Übereinstimmung der Aminosäuren zwischen zwei Toc-Proteinen in Prozent. Verglichen wurde
die Identität über die gesamte Länge und in den Bereichen der A-, G- bzw. M-Domäne.

Gesamt A-Domäne G-Domäne M-Domäne
atToc132 atToc120 atToc132 atToc120 atToc132 atToc120 atToc132 atToc120

atToc159 36,9 40,1 15,5 21,2 51,2 50,9 50,1 48,3
atToc132 - 75,9 - 47,7 - 92,8 - 87,0

Die geringste Sequenzübereinstimmung ist im Bereich der A-Domänen zu finden, wie

auch schon von Bauer et al. (2000) mit ∼ 20% angegeben. Allerdings ist anhand

der Ergebnisse zu sehen, dass nur zwischen atToc159 und atToc132 oder atToc120

eine geringe (15,5 bzw. 21,2%), zwischen atToc132 und atToc120 jedoch eine höhere

Übereinstimmung von 47,7% besteht. Da die Aminosäureübereinstimmungen in den G-

und M-Domänen zwischen allen Toc-Proteinen größer sind (50,1 – 92,8% Identität) wur-

den die A-Domänen als Antigene ausgewählt und heterolog in E. coli überexprimiert

(2.16.1, 2.14.1). Des Weiteren wurde ein Antikörper gegen die G-Domäne von atToc159

hergestellt, da laut Bölter et al. (1998) die A-Domäne sehr leicht proteolytisch abgebaut

wird und somit eventuell das atToc159-Protein nicht mehr mit einem Antikörper gegen

die A-Domäne nachweisbar wäre.
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3.1.1 Überexpression und Reinigung der Antigene

Alle Antigene wurden mit einem C-terminalen Hexahistidin-tag, der für die anschließen-

de Reinigung des Proteins genutzt werden sollte, heterolog in E. coli exprimiert. Die

Klonierung der Antigene ist in Abschnitt 2.16.1 auf Seite 46 näher beschrieben. Der

Aufbau der Antigenkonstrukte ist in Abb. 3.1 gezeigt.

Abb. 3.1: Aufbau der Antigenkonstrukte. Es sind jeweils die authentischen Proteine und
die zugehörigen Antigenkonstrukte untereinander dargestellt. Die Längen sind in Aminosäuren
angegeben.

Das atToc159A-His6-Konstrukt im pQE-60-Vektor, welches für die ersten 736 Ami-

nosäuren der A-Domäne von atToc159 kodiert, wurde im E. coli Stamm C43 exprimiert.

In Abb. 3.2 ist ein Coomassie gefärbtes SDS-Gel mit den aufgetrennten E. coli -Proteinen

vor (-) und nach (+) der Induktion mit IPTG gezeigt. Beim Vergleich des Proteinmus-

ters ist festzustellen, dass kein Protein nach der Induktion sichtbar stärker exprimiert

wurde. Auch eine Veränderung der Anzuchtbedingungen (Temperatur und Medium),

sowie der Einsatz anderer E. coli -Stämme, wie z. B. M15, SG13009 oder TG1 brachten

keine Verbesserung der Expression (nicht gezeigt). Eine Westernanalyse der selben Pro-

ben mit dem Penta-His-Antikörper zeigt, das eine geringe Expression vorhanden war.

Erwartet wurde eine Expressionsbande von 77,7 kDa. Es konnten jedoch zwei stärkere

Banden von ca. 125 kDa und 80 kDa und zwei schwächere von ca. 70 und 66 kD de-

tektiert werden. Da diese Banden sowohl in der induzierten als auch uninduzierten Spur

nachweisbar waren, scheint keine effiziente Expressionskontrolle erfolgt zu sein, obgleich
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die Genexpression über das lac-Operon reguliert wird. Im Anschluss an die Expression

wurde eine Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie durchgeführt, um das mit sechs Histi-

dinen versehene Protein aufzureinigen (2.14.2). Die eluierten Proteine wurden auf einer

SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. Wie in der Spur Ni2+ zu sehen

ist, wurden neben den zuvor in der Westernanalyse detektierten 4 Proteinen weitere

Proteine von der Ni2+-NTA-Säule eluiert. Um zu klären, welche der Banden das Antigen

repräsentieren, wurden die Banden, die auch in der Western-Analyse detektiert wurden

(in Abb. 3.2 mit einem Dreieck markiert) mittels Massenspektrometrie analysiert. Es

stellte sich heraus, dass es sich bei allen 4 Banden um die A-Domäne von atToc159

handelt. Dies lässt sich damit erklären, dass es sich bei den kleineren Fragmenten sehr

Abb. 3.2: Überexpression und Reinigung der Antigene. Die jeweiligen heterolog ex-
primierten Proteine sind über den Spuren 1 bis 6 angegeben. Die Spuren 1 und 2 zeigen ein
Coomassie (Coom.) gefärbtes SDS-Gel mit den aufgetrennten E. coli -Proteinen vor (-) und
nach (+) der Induktion mit IPTG. Die Spuren 3 und 4 entsprechen der Beladung von 1 und
2, wobei hier eine Imundetektion mit dem Penta-His-Antikörper erfolgte. Die Spuren 5 und
6 zeigen ein Coomassie (Coom.) gefärbtes Polyacrylamid-Gel nach der Ni2+-NTA-Affinitäts-
chromatographie (Ni2+) bzw. der nachfolgenden Elektroelution (EE). Die elektroeluierten, ge-
reinigten Antigene wurden für die Immunisierung eingesetzten. Die Dreiecke markieren die per
Massenspektrometrie überprüften Banden.
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wahrscheinlich um Abbauprodukte handelt. Selbst bei der ca. 125 kDa großen Bande ließ

sich in der massenspektrometrischen Analyse nach dem Trypsinverdau kein Fragment

vom N-Terminus nachweisen, sondern nur von der Mitte und dem C-Terminus mit den

sechs Histidinresten.

Aufgrund der geringen Expressionsraten des pQE-Vektors wurde für eine effizientere Ex-

pression der folgenden Antigenkonstrukte das pET-Vektorsystem eingesetzt. Es beruht

auf dem von Studier und Moffatt (1986) entwickelten Expressionssystem, bei welchem

das zu exprimierende Gen unter die Kontrolle eines T7-Promotors gestellt wird. Für die

Antigene atToc132A-His6, atToc120A-His6 und atToc159G-His6 war in der Tat nach der

Induktion eine eindeutige Expressionsbande im Coomassie gefärbten Gel mit den E. co-

li -Proteinen sichtbar (Abb. 3.2). Da die selben Banden auch in der Westernanalyse mit

dem Penta-His-Antikörper nachgewiesen werden konnten, handelt es sich offenbar um

die überexprimierten Antigene. Nach der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie wurden

hauptsächlich Proteine eluiert, die das selbe Molekulargewicht wie die zuvor detektierten

Hauptexpressionsbanden aufwiesen. Für atToc159G-His6 stimmt das apparente Moleku-

largewicht von 40 kDa mit dem berechneten Molekulargewicht (39,4 kDa) überein. Die

Antigene atToc132A-His6 und atToc120A-His6 laufen auf einer Höhe von ca. 66 bzw.

55 kDa. Ihre Größe entspricht nicht dem berechneten Molekulargewicht von 48,5 kDa für

atToc132A-His6 bzw. 33,9 kDa für atToc120A-His6. Daher wurden für atToc132A-His6

die 66 kDa Bande und eine etwas kleinere Bande von ca. 55 kDA und für atToc120A-His6

die 55 kDa Bande mittels Massenspektrometrie überprüft. Alle analysierten Banden ent-

sprachen dem jeweiligen Antigen. Bei der kleineren Bande für atToc132A-His6 handelt

es sich sehr wahrscheinlich um ein Abbauprodukt desselben.

Die mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie gereinigten Proteine wurden auf prä-

parativen SDS-Polyacrylamid-Gelen (20 x 20 cm) aufgetrennt und die Banden, die in

der Massenspektrometrie als Toc-Proteine identifiziert wurden, sowie die eindeutige Ex-

pressionsbande von atToc159G-His6, aus dem Gel ausgeschnitten und elektroeluiert. Die

elektroeluierten Antigene sind in Spur EE zu sehen. Jeweils 1 mg von ihnen wurde für

die Immunisierung (2.14.17) eingesetzt.
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3.1.2 Erkennung der Antigene durch die erhaltenen

polyklonalen Antikörper

Nachdem die erhaltenen Antiseren im Western Blot mit Gesamtproteinextrakt aus Ara-

bidopsis thaliana (hier nicht gezeigt) keine eindeutigen Signale zeigten, wurden alle Seren

gegen das entsprechende Antigen affinitätsgereinigt (2.14.18).

Für die Affinitätsreinigung der Antikörperseren wurden die mittels Ni2+-NTA-Affinitäts-

chromatographie gereinigten Antigene eingesetzt. Da die Expressionsrate von atToc159A-

His6 im pQE-60 Expressionsvektor sehr gering ausfiel, wurde zunächst atToc159A in den

Expressionsvektor pET-28(+) kloniert (2.16.1). Nach der Induktion mit IPTG war nun

eine Expressionsbande für atToc159A-His6 bei ca. 80 kDa im E. coli -Gesamtprotein-

extrakt sichtbar, wie in Abb. 3.3 zu sehen.

Abb. 3.3: AtToc159A-His6 in pET-28(+). Coomassie gefärbte 7,5%ige SDS-PAGE von
E. coli -Gesamtproteinextrakt vor (-) und nach (+) der Induktion mit IPTG, sowie die Eluti-
onsfraktion nach der Ni2+-NTA-Affinitätsreinigung (Ni2+).

Das Bandenmuster nach der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie (Ni2+) entsprach dem,

welches mit dem Konstrukt im pQE-60 Vektor beobachtet wurde. Es sind wieder eine

schwache Bande bei ca. 125 kDa und drei weitere bei ca. 80, 68 und 55 kDa zu sehen,

bei denen es sich sehr wahrscheinlich um Abbauprodukte handelt.

Die mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie gereinigten Antigene wurden an eine

NHS aktivierte Säule gekoppelt und das jeweilige Antiserum langsam darüber gepumpt,

wie in Abschnitt 2.14.18 beschrieben. Anschließend wurden die gebundenen Antikörper

mit steigender Stringenz von der Säule eluiert. Als erstes wurde die Glycinfraktion mit

Antikörpern niedriger Affinität, dann die Harnstofffraktion mit Antikörpern mittlerer

und zum Schluss die Guanidinhydrochlorid-Fraktion mit Antikörpern hoher Affinität

erhalten. Als Beispiel sind die drei Fraktionen des gereinigten Toc132A-Antikörpers in

Abb. 3.4 gezeigt. Die letzte Antikörperfraktion enthielt bei allen Antikörpern nur noch
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Abb. 3.4: Gereinigter Toc132A-Antikörper. Coomassie gefärbte 12,5%ige SDS-
PAGE mit jeweils 12 µl gereinigtem Antikörper der Glycin-(1), Harnstoff-(2) und
Guanidinhydrochlorid-Fraktion (3) in 1x Probenpuffer ohne β-Mercaptoethanol.

sehr wenige Antikörper, weshalb nur die Glycin- und Harnstofffraktion für die folgenden

Versuche eingesetzt wurde.

Erkennung der heterolog exprimierten Antigene

Um die Spezifität und Sensitivität der Antikörper zu testen, wurden jeweils 1, 5 und 10

(bzw. 1, 10 und 100) ng des affinitätsgereinigten Antigens auf einer SDS-PAGE aufge-

trennt und eine Westernanalyse mit den gereinigten Antikörperfraktionen durchgeführt

(Abb. 3.5, 3.6). Die Verdünnungen der Antikörper wurden zuvor ausgetestet, wobei im-

mer mehr von der Harnstofffraktion eingesetzt wurde, da die Antikörperkonzentration

hier geringer ist als in der Glycinfraktion (siehe Abb. 3.4).

Mit den Glycinfraktionen von αToc159A, αToc132A und αToc120A konnte 1 ng des

jeweiligen Antigens detektiert werden (Abb. 3.6). Die Glycinfraktion von αToc159G

hingegen detektierte nur ganz schwach die 1 ng Bande des atToc159G-His6-Antigens

(Abb. 3.5). Erst ab 5 ng Antigen war ein deutliches Signal sichtbar. Mit der Harnstoff-

Abb. 3.5: Sensitivität von αToc159G. Jeweils 1, 5 und 10 ng des überexprimierten An-
tigens wurden mittels SDS-PAGE getrennt und anschließend eine Immundetektion mit der
Glycin-Fraktion des Toc159G-Antikörpers (1:750) durchgeführt.
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Abb. 3.6: Spezifität und Sensitivität der Toc-Antikörper. Jeweils 1, 5 und 10 (bzw.
1, 10 und 100) ng des affinitätsgereinigten Antigens wurden mittels SDS-PAGE getrennt
und anschließend einer Westernanalyse mit der jeweiligen Glycin- und Harnstofffraktion der
Toc159A-, Toc132A- und Toc120A-Antikörper unterzogen. Die Detektion erfolgte durch eine
ECL-Reaktion.
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fraktion von αToc132A und αToc120A ist ein Signal ab 5 ng Antigen bzw. 10 ng für

αToc159A nachweisbar. Bedingt durch den proteolytischen Abbau von atToc159A-His6

verteilen sich die 10 ng Protein auf mehrere Banden, weshalb die Sensitivität der Harn-

stofffraktion von αToc159A mit der der anderen Harnstofffraktionen gleichzusetzen ist.

Beide Fraktionen des Toc159A-Antikörpers erkennen spezifisch das atToc159A-Antigen

und nicht atToc132A-His6 oder atToc120A-His6. Die Glycinfraktion von αToc132A kreuz-

reagiert mit der 10 ng Bande des atToc120A-His6-Antigens. Gleiches gilt für den Toc120A-

Antikörper. Es ist eine Kreuzreaktion der Glycinfraktion mit dem atToc132A-His6-

Antigen ab einer Konzentration von 100 ng (hier nicht gezeigt) nachweisbar. Für die

Harnstofffraktionen von αToc132A und αToc120A konnte keine Kreuzreaktion mit den

anderen Antigenen beobachtet werden.

Erkennung der Antigene in Arabidopsis thaliana

Zur Klärung der Frage, ob die gewonnenen Antikörper auch ihr natürliches Antigen in

Arabidopsis thaliana erkennen, wurden lösliche Proteine und Gesamtmembranproteine

aus jeweils 16 mg Rosettenblättern in einer SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-

analyse durchgeführt (Abb. 3.7). Neben dem WT wurden auch Arabidopsis T-DNA

Insertionsmutanten für atToc159, atToc132 und atToc120, die in Abschnitt 3.2 näher

charakterisiert werden, untersucht. Da sie keine mRNA für die entsprechenden Gene

mehr exprimieren, wie in Abschnitt 3.2.2 gezeigt wird, können sie auch kein entspre-

chendes Protein mehr enthalten.

Die Immundetektionen wurden mit den Glycin- (Gly) und Harnstofffraktionen der A-

Domänen-Antikörper bzw. der Glycinfraktion von αToc159G durchgeführt.

Mit αToc159A (Gly) konnte in der Spur mit den löslichen Proteinen (L) aus dem WT

eine Bande bei 170 kDa und eine schwache Bande bei 80 kDa detektiert werden. Diese

Banden wurden nicht mit der Harnstofffraktion des Antikörpers detektiert. Mit beiden

Antikörperfraktionen konnte jedoch eine Bande von 230 kDa in der Spur mit den Mem-

branproteinen (M) und mit der Glycinfraktion noch eine kleinere bei 170 kDa nachgewie-

sen werden. Die Glycin- und Harnstofffraktionen des Toc159A-Antikörpers detektierten

keine Banden in den Spuren L und M mit Proteinen aus der atToc159 -Mutante, daher

scheinen alle Signale spezifisch für atToc159 zu sein.

Mit dem Antikörper, der gegen die G-Domäne von atToc159 gerichtet ist, konnte in der

Spur L im WT keine Bande detektiert werden, daher handelt es sich höchstwahrscheinlich

bei der 170 kDa Bande, die mit dem Toc159A-Antikörper in Spur L detektiert wurde,

um die A-Domäne. In der Spur mit den Membranproteinen wurden mit αToc159G (Gly)
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Abb. 3.7: Antikörpertest auf Arabidopsis thaliana. Jeweils lösliche Proteine (L) und
Membranproteine (M) aus 16 mg Rosettenblättern von WT und Mutante wurden auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit
den jeweils angegebenen Antikörpern durch eine ECL Reaktion mit normaler Detektionslösung
2.14.16 oder dem sensitiveren ECL-Advance-Detektionssystem (ADV).

Signale des selben Molekulargewichts detektiert wie mit αToc159A (Gly), bis auf eine

kleinere Bande bei 100 kDa. Bei dieser 100 kDa Bande handelt es sich sehr wahrschein-

lich um die G- und M-Domäne, da diese nicht von αToc159A erkannt wurde. Auch mit

αToc159G ist kein Signal in der Mutante nachweisbar, somit sind die Signale spezifisch

für atToc159. Im Vergleich zum Toc159A-Antikörper erkennt der Toc159G-Antikörper

das atToc159-Protein schlechter, denn es waren längere Expositionszeiten nötig, um die

selbe Signalintensität zu erhalten.

Der Toc132A-Antikörper (Gly) detektierte in der Spur mit den löslichen Proteinen aus

dem WT Banden bei 120, 50 und 32 kDa und in der Spur mit den Membranproteinen

Signale bei 200 und 120 kDa. Bis auf die 200 kDa Bande in der Spur M und der 120 kDa
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Bande in der Spur L erschienen alle Banden auch in den Spuren L und M mit Proteinen

aus der atToc132 -Mutante, hierbei handelt es sich um unbekannte Kreuzreaktionen des

Antikörpers, jedoch nicht um atToc132. Bei dem 120 kDa Signal in der Spur mit den

löslichen Proteinen kann es sich möglicherweise ebenfalls, wie für atToc159 beobachtet

um die alleinige A-Domäne von atToc132 handeln. Die 200 kDa Bande in der Membran-

spur vom WT wurde gleichfalls von der Harnstofffraktion des Antikörpers erkannt.

Mit der normalen ECL-Detektionslösung (2.14.16) war atToc120 nur schwach zu de-

tektieren, weshalb hier das sensitivere ECL-Advance-Detektionssystem von Amersham

eingesetzt wurde. Aufgrund des sensitiven ECL-Advance ist nach der Immundetektion

mit αToc120A (Gly) ein starker Hintergrund zu sehen. Es sind jedoch Hauptbanden bei

110 kDa und 78 kDa in der Spur mit löslichen Proteinen aus dem WT und bei ca 170 kDa

und 80 kDa in der Membranfraktion zu erkennen. Die 170 kDa Bande ist in der Mem-

branfraktion der atToc120 -Mutante nicht vorhanden, weshalb es sich sehr wahrscheinlich

um ein spezifisches Signal handelt. Mit der Harnstofffraktion des Toc120A-Antikörpers

ist nur die 170 kDa Bande in der M Spur des Wildtyps vorhanden.

Es konnte beobachtet werden, dass die Toc-Proteine atToc159, atToc132 und atToc120

ausschließlich in den Membranfraktionen und nicht in der löslichen Fraktion enthalten

sind. Obgleich von Hiltbrunner et al. (2001b) eine cytosolische Form von atToc159 und

Toc159 aus Erbse nachgewiesen wurde, konnte diese nicht detektiert werden. Dies stimmt

mit den Daten von Becker et al. (2004b) überein, die für das Toc159-Protein aus Erbse

ebenfalls das Vorhandensein einer löslichen Form nicht bestätigen konnten.

Des Weiteren besitzen die Toc-Proteine in Arabidopsis thaliana folgende apparente Mo-

lekulargewichte: atToc159, 230 kDa; atToc132, 200 kDa und atToc120, 170 kDa. Alle

Proteine laufen deutlich höher als nach ihrem berechneten Molekulargewicht zu erwarten

wäre. Gleiches wurde auch schon für die A-Domänen beobachtet. Die Ursache dafür ist

aber ungeklärt.

Für die folgenden Versuche wurde zum Nachweis von atToc159 der A-Domänen-Anti-

körper eingesetzt, da er sensitiver als der G-Domänen-Antikörper ist und durchaus

intaktes atToc159 isoliert werden konnte. Es wurde die Glycinfraktion des Toc159A-

Antikörpers verwendet, da dieser sensitiver ist als die Harnstofffraktion. Gleiches gilt

für αToc132A, auch hier wurde die Glycinfraktion eingesetzt. Nur für αToc120A wurde

die Harnstofffraktion eingesetzt, um die auftretenden starken Kreuzreaktionen mit der

Glycinfraktion des Toc120A-Antikörpers zu vermeiden.
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3.2 Charakterisierung der Toc-Rezeptor-Mutanten

atToc159, atToc132 und atToc120

Um die jeweils spezifische Funktion von atToc159, atToc132 und atToc120 weiter auf-

zuklären, bietet sich die Analyse von Arabidopsis-Nullmutanten an, welche das jeweilige

Protein nicht mehr bilden. Sollten durch das Fehlen eins Rezeptorproteins bestimmte

Vorstufenproteine in ihrem Import in die Chloroplasten betroffen sein, dann sollte dieses

anhand ihres Phänotyps und dem veränderten Gehalt an kernkodierten Plastidenprote-

inen zu beobachten sein. Es ist ebenfalls möglich, dass der eingeschränkte Import von

Vorstufenproteinen zu einer Regulation der Genexpression im Kern führt.

Zu Beginn der Arbeit lag nur eine T-DNA Insertionsmutante für atToc159 (Gen Nr.

At4g02510) im Ökotyp Wassilewskija (Ws-O) vor. Nach T-DNA Insertionen im at-

Toc132 - bzw. atToc120 -Gen wurde zunächst in 1000er DNA-Pools von T-DNA Inserti-

onsmutanten (in Kooperation mit Burkhard Schulz) mittels PCR gesucht. Auf diesem

Wege konnten jedoch keine Mutanten isoliert werden.

Erst die Suche in Datenbanken von T-DNA Insertionsmutanten über die Internetsei-

te http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress führte zum Erfolg. Für atToc120 mit der

Gen Nr. At3g16620 wurden Samen der Salk-Linie N543456 vom
”
Nottingham Arabi-

dopsis Stock Centre“ (NASC) bezogen (Alonso et al., 2003). Für atToc132 (At2g16640)

wurde zunächst ein RNAi-Konstrukt hergestellt, welches in Abschnitt 3.2.4 beschrieben

ist, da erst zu einem späteren Zeitpunkt die T-DNA Linie 394E01, die im Rahmen des

GABI-Kat Programms generiert wurde, zur Verfügung stand (Rosso et al., 2003). Bei-

de T-DNA Insertionsmutanten liegen im Ökotyp Columbia (Col-0) vor. Die Lage der

T-DNA Insertionen ist in der Abb. 3.8 zu sehen. Alle Insertionen liegen im kodierenden

Bereich und sollten somit zu einem unterbrochenen Transkript führen, von dem kein

vollständiges Protein translatiert werden kann.

3.2.1 Nachweis der T-DNA Insertionen

Die erhaltenen T-DNA Insertionsmutanten für atToc159, atToc132 und atToc120 wur-

den zunächst auf das Vorhandensein der T-DNA im Zielgen und auf Homo- bzw. Hetero-

zygotie überprüft.

In allen Mutanten kann nur mit einem Borderprimer, der sich am Rand der T-DNA

befindet, und einem 5’- bzw. 3’-Genprimer ein Fragment mittels PCR amplifiziert wer-

den, nicht aber mit den zwei Genprimern, wie in der Abb. 3.9 (A) für atToc159 (B)
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Abb. 3.8: T-DNA Insertionen. Maßstabsgetreue Genkarten von atToc159, atToc132 und
atToc120 mit entsprechenden T-DNA Insertionen (schematisch). Die Exons sind durch schwar-
ze (kodierender Bereich) und weiße (5’ und 3’ UTR) Boxen dargestellt. LB steht für Left border.

für atToc132 und (C) für atToc120 gezeigt. Dies bedeutet, dass in den Mutanten kein

WT-Gen mehr vorliegt, sondern nur zwei Kopien des Gens mit der T-DNA Insertion.

Sie sind somit alle homozygot bezüglich der T-DNA Insertion.

Interessanterweise konnte kein Amplifikat mit dem Rightborder - (RB, am rechten Rand

der T-DNA), sondern nur mit dem Leftborder -Primer (LB, am linken Rand der T-DNA)

in Kombination mit dem 5’- bzw. 3’-Genprimer erhalten werden. Die PCR-Ergebnisse

mit den LB-Primern sind in Abb. 3.9 gezeigt. Das bedeutet, das bei allen Mutanten die

T-DNA mindestens zweifach mit dem Leftbordern außen liegend enthalten ist.

Nun musste noch ausgeschlossen werden, dass weitere T-DNA Insertionen in den Mu-

tanten vorhanden sind, da nur dann die beobachteten Veränderungen in der Mutante auf

das fehlende Gen zurückzuführen sind. Die atToc159 -Mutante wurde schon von Bauer

et al. (2000) beschrieben und enthält keine weiteren T-DNA Insertionen. Zum Nachweis

der alleinigen T-DNA Insertion für atToc132 und atToc120 wurde eine Southernanalyse

durchgeführt. Dazu wurde genomische DNA aus WT und Mutante mit Restriktions-

endonukleasen geschnitten und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Anschließend wurden

die Nukleinsäuren auf eine Nylon-Membran transferiert und mit einer Gensonde, die den

Bereich der T-DNA Insertion umschließt, bzw. einer Leftborder -Sonde, die den linken
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Abb. 3.9: Nachweis der Homozygotie. PCR auf genomischer WT- und Mutanten-DNA
(jeweils oben angegeben) mit den 5’- und 3’-Genprimern bzw. mit einem Gen- und T-DNA-
Primer (jeweils unten angegeben). Zu sehen ist das etidiumbromidgefärbte Agarosegel.

Bereich der T-DNA erkennt, hybridisiert.

In Abb. 3.10 sind die Ergebnisse der Southernanalyse für atToc132 gezeigt. Im WT

sind mit der Gensonde in jeder Spur zwei Banden zu detektieren, wobei eine Bande

dem atToc132 -Gen entspricht und die andere dem atToc120 -Gen. Die Kreuzreaktion

mit dem atToc120 -Gen resultiert aus der hohen Homologie der Gene zueinander. Im

Bereich der Gensonde sind sie zu 93% identisch. In Abb. 3.10 (B) und (C) sind sche-

matische Restriktionskarten der atToc132 - bzw. atToc120 -Gene gezeigt, anhand derer

sich die resultierenden Fragmentgrößen ablesen lassen, die als Tabelle in (D) zusammen-

gefasst sind. Mit der atToc132-Gensonde können in der atToc132 -Mutante neben dem

atToc120 -Gen (mit einem Dreieck markierte Banden) jeweils zwei weitere Banden de-

tektiert werden, die dem atToc132 -Gen entsprechen, da die T-DNA Insertion im Bereich

der Gensonde liegt und die T-DNA Schnittstellen für alle drei Enzyme enthält. Die sel-

ben Fragmente lassen sich auch mit der LB-Sonde in der atToc132 -Mutante detektieren.

Die atToc132 -Mutante enthält somit keine weiteren T-DNA Insertionen.

In Abb. 3.11 sind die Ergebnisse der Southernanalyse für atToc120 dargestellt. Die für

die Hybridisierung mit der atToc120-Gensonde erwarteten Banden (siehe Abb. 3.11, D)

konnten alle nachgewiesen werden, auch wenn das kleine 1022 Basenpaar-Fragment, wel-

ches beim Verdau mit NcoI im WT entsteht, nur sehr schwer zu erkennen ist. Außerdem

wurden Banden detektiert, die durch eine Kreuzreaktion mit dem atToc132 -Gen entste-

hen. Sie sind in der Abb. 3.11 (A) mit einem Dreieck markiert. Es wurden aber nicht

alle möglichen Kreuzreaktionen der atToc120-Gensonde (siehe Abb. 3.11, D) detektiert.

So ist keine Kreuzreaktion in der Spur mit der NcoI-geschnittenen gDNA zu sehen.

Mit der LB-Sonde konnten alle erwarteten Banden detektiert werden. Allerdings sind

in jedem enzymatischen Verdau zwei bis drei weitere Banden sichtbar (mit einem Stern
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markiert), was bedeutet, dass weitere unbekannte T-DNA Insertionen vorliegen. Dieses

hat zur Konsequenz, dass im Falle eines veränderten Phänotyps dieser nicht ohne wei-

tere Kontrollen (z. B. Komplementation oder Rückkreuzung mit dem WT) der T-DNA

Insertion im atToc120 -Gen zugeschrieben werden kann.

Abb. 3.10: Southernanalyse von atToc132 . (A) Analyse der genomischen DNA vom WT
und der atToc132 -Mutante. Jede Spur enthält 10 µg genomische DNA, die mit EcoRI (E), HindIII
(H) oder BamHI (B) geschnitten wurde. Die Hybridisierung erfolgte mit der atToc132 -Gensonde bzw.
der Leftborder -Sonde (LB). Die weißen Dreiecke markieren die Banden, die aus der Kreuzreaktion mit
atToc120 resultieren. (B) Schematische Restriktionskarte von atToc132. Angegeben sind die Positionen
der Schnittstellen auf dem Gen und der T-DNA in Basenpaaren. Der Bereich der Gensonde ist grau
hinterlegt. (C) Schematische Restriktionskarte von atToc120. Grau hinterlegt ist der Bereich, der eine
hohe Homologie zur atToc132 -Gensonde aufweist. (D) Übersicht über die entstehenden Fragmentgrößen.
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Abb. 3.11: Southernanalyse von atToc120 . (A) Analyse der genomischen DNA vom WT
und der atToc120 -Mutante. Jede Spur enthält 10 µg genomische DNA, die mit NcoI (Nc), NdeI (Nd)
oder EcoRI (E) geschnitten wurde. Die Hybridisierung erfolgte mit der atToc120 -Gensonde bzw. der
Leftborder -Sonde (LB). Die weißen Dreiecke markieren die Banden, die durch die Kreuzreaktion mit
atToc132 entstehen. Mit Sternen markierte Banden zeigen weitere auftretende T-DNA Insertionen. (B)
Schematische Restriktionskarte von atToc120. Angegeben sind die Positionen der Schnittstellen auf dem
Gen und der T-DNA in Basenpaaren. Der Bereich der Gensonde ist grau hinterlegt. (C) Schematische
Restriktionskarte von atToc132. Grau hinterlegt ist der Bereich, der eine hohe Homologie zur atToc120 -
Gensonde aufweist. (D) Übersicht über die entstehenden Fragmentgrößen.
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3.2.2 Transkriptgehalte der Toc-Gene in den

Toc-Rezeptor-Mutanten

Nachdem gezeigt wurde, dass die T-DNA Insertionen sich in den Zielgenen befinden,

sollte nun überprüft werden, ob noch Transkripte gebildet werden.

Um dieses zu überprüfen wurde eine Northernanalyse durchgeführt. Dazu wurden jeweils

30 µg RNA aus WT- und Mutantenpflanzen auf einem denaturierenden Agarosegel auf-

getrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Nach der Hybridisierung mit einer

radioaktiv markierten DNA-Gensonde waren im Autoradiogramm für atToc159 - und

atToc132 verkürzte Transkripte nachweisbar (Abb. 3.12, 3.13), die ungefähr der Länge

bis zur T-DNA Insertion entsprechen (ca. 1000 bzw. 2400 bp). Von diesen verkürzten

Transkripten könnten Proteine der Größe 36 kDa (atToc159) bzw. 80 kDa (atToc132)

entstehen. Derartige verkürzte Proteine wurden jedoch nicht in den Western Blots mit

Proteinen der atToc159 - bzw. atToc132 -Mutante detektiert (siehe Abb. 3.7). Für die

atToc120 -Mutante wurde kein Northern Blot durchgeführt, da die atToc120 -mRNA,

aufgrund der geringen Expression, nur schwer zu detektieren ist. Stattdessen wurde

die mRNA in cDNA umgeschrieben und als Matrize für eine PCR mit Genprimern

verwendet. AtToc120 konnte von der WT-cDNA, nicht aber von der atToc120 -cDNA

amplifiziert werden. Als Kontrolle wurde ebenfalls eine PCR mit Primern für das Aktin-

Gen (At3g18780) durchgeführt, welches von beiden cDNAs amplifiziert werden konnte

(Abb. 3.14). Bei allen drei Mutanten konnte weder ein Volllängen-Transkript noch ein

Protein (siehe Abb. 3.7) nachgewiesen werden. Es handelt es sich somit um Nullmutan-

ten.

Abb. 3.12: Northernanalyse von atToc159 . (A) Mit Ethidiumbromid gefärbtes, 1,5%iges
RNA-Gel mit jeweils 30 µg RNA von WT und atToc159 -Mutante. (B) Autoradiogramm nach
der Hybridisierung mit der atToc159 -Gensonde. (C) Autoradiogramme nach der Hybridisie-
rung mit den links angegebenen Sonden.
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Abb. 3.13: Northernanalyse von atToc132 . (A) Mit Ethidiumbromid gefärbtes, 1,5%iges
RNA-Gel mit jeweils 30 µg RNA vom WT und atToc132 -Mutante. (B) Autoradiogramm nach
der Hybridisierung mit der atToc132 -Gensonde. (C) Autoradiogramme nach der Hybridisie-
rung mit den links angegebenen Sonden.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob es zu einer Genregulation der anderen Toc-

Rezeptoren in den Toc-Rezeptor-Mutanten kommt. Dies lässt möglicherweise Rück-

schlüsse auf die Funktion der Rezeptoren zu. Dazu wurden die Transkriptgehalte von

atToc159, atToc132, atToc120, sowie atToc33 und atToc34 und als Kontrolle atToc75-

III, welches für die Translokationspore kodiert, mittels Northern Blot (Abb. 3.12, 3.13)

oder real-time PCR ermittelt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.2 zusammengefasst.

In der atToc159 -Mutante ist der Transkriptgehalt der anderen Toc-Rezeptoren auf das

1,4 bis 2,8-fache vom WT erhöht. Dabei liegt von atToc34 das 2,8- und von atToc132

das 2,3-fache des Transkriptgehalts vor. Nur für atToc75-III findet keine Regulation auf

Transkriptionsebene statt.

Abb. 3.14: RT-PCR auf atToc120. Aus WT und atToc120 isolierte RNA wurde revers
transkribiert und anschließend eine PCR mit Aktin- bzw. atToc120-Primern durchgeführt
(Actin2-RT-F und Actin2-RT-R, Toc3RTfor und Toc3TGA). Zu sehen ist das mit Ethiduim-
bromid gefärbte Agarosegel.
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In der atToc132 -Mutante ist lediglich der Transkriptgehalt von atToc120 signifikant auf

das 2,9-fache erhöht. Die mittels real-time PCR ermittelten leichten Erhöhungen auf

das 1,4-fache des Transkriptgehalts von atToc159 und atToc34 können nicht als signi-

fikant angesehen werden, da diese Ergebnisse nicht im Northern Blot bestätigt wurden.

AtToc159, atToc34 sowie atToc33 und atToc75-III liegen somit unverändert in ihrem

Transkriptgehalt vor (siehe Abb. 3.13).

Die atToc132 -mRNA ist in der atToc120 -Mutante auf das 2,0-fache vom WT erhöht.

Die Transkripte der anderen Toc-Gene sind unverändert. Für atToc33 konnten keine

Werte erhalten werden.

Die recht unterschiedliche Regulation der Transkription in den Toc-Rezeptormutanten

lässt vermuten, dass es sich um eine gezielte Genregulation handelt, die durch das Fehlen

einzelner Rezeptor-Proteine verursacht wird, möglicherweise um das Fehlen eben dieser

Komponenten zu kompensieren. Ob der Transkriptgehalt sich auch in einem ebenso

veränderten Proteingehalt wiederspiegelt wird in Abschnitt 3.3.1 näher untersucht.

Tab. 3.2: Relativer Transkriptgehalt der Toc-Gene in den Toc-Rezeptormutanten.
Angegeben ist der relative Transkriptgehalt in den Toc-Mutanten als n-fache Menge vom WT.
Die Werte wurden durch Northern Blots oder real-time PCR (*) ermittelt.

atToc159 -Mutante atToc132 -Mutante atToc120 -Mutante
atToc159 - 0,8 / 1,4* 1,0*
atToc132 2,3 - 2,0*
atToc120 2,0 2,9* -
atToc33 1,4 0,9 k. A.
atToc34 2,8 1,4* 0,7*

atToc75-III 1,1 1,2* 1,0*
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3.2.3 Phänotyp der Toc-Rezeptor-Mutanten

Die atToc159 -Mutante zeigt, wie schon von Bauer et al. (2000) beschrieben, einen albi-

no Phänotyp. Dieses lässt auf einen Defekt in der Chloroplastenbiogenese schließen. Ihre

Blätter sind schmaler als die des Wildtyps und sie zeigt kein photoautotrophes Wachs-

tum, welches dazu führt, dass sie im Keimlingsstadium abstirbt.

Abb. 3.15: Phänotyp von atToc159 auf Erde. Gezeigt sind die auf Erde angezogenen
Keimlinge einer WT-und atToc159 -Pflanze.

In heterotropher Kultur ist die atToc159 -Mutante jedoch lebensfähig. Die verschiedenen

Entwicklungsstadien in Sterilkultur auf saccharosehaltigem Medium sind in Abb. 3.16

gezeigt. Vom weißlichen Keimling (A) über die leicht grünen Rosettenblätter einer 3 Wo-

chen alten Pflanze (B) bis zur Bildung der Infloreszenz (C). Der Stengel ist hier grünlich

und die Hochblätter weiß.

Abb. 3.16: Phänotyp von atToc159 in verschiedenen Entwicklungsstadien. Auf sac-
charosehaltigem Medium angezogene Pflanzen. Gezeigt sind jeweils der WT (links) und die
atToc159 -Mutante (rechts) im Keimlingsstadium (A), als 3 Wochen alte Pflanzen (B) und
der Stengel mit der Infloreszenz (C). Chlorophyllfluoreszenz eines WT- (D) und atToc159 -
Keimlings (E).
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Obgleich der Keimling der atToc159 -Mutante völlig weiß erscheint, ist eine Chlorophyll-

fluoreszenz vorhanden (siehe Abb. 3.16, E). Der Keimling enthält somit Chlorophyll,

wenn auch in sehr viel geringeren Mengen als der WT (D).

Um zu sehen wie die Plastiden in der atToc159 -Mutante aussehen, die für die Chloro-

phyllfluoreszenz und das leichtes Ergrünen verantwortlich sind, wurde die Morphologie

von Keimlingen und drei Wochen alten Rosettenblättern elektronenmikroskopisch analy-

siert. Die transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Aufnahmen wurden freundli-

cherweise von Herrn Dr. Hause (Leiter der Abteilung für Bildgebende Verfahren, Biozen-

trum, MLU Halle) durchgeführt. Im TEM ist eindeutig zu erkennen, dass der Keimling

Abb. 3.17: TEM-Aufnahmen von atToc159. TEM-Bilder vom Keimling, sowie Schwamm-
und Palisadenparenchym von 3 Wochen alten Rosettenblättern. T=Thylakoid, ZW=Zellwand,
PG=Plastoglobuli

im Vergleich zum WT sehr kleine und undifferenzierte Plastiden besitzt (Abb. 3.17),

wie auch schon von Bauer et al. (2000) beobachtet. Sie enthalten viele Plastoglobu-

li, die nach Lichtenthaler und Sprey (1966) größtenteils aus Lipiden bestehen. Es wird

angenommen, dass sie als Membranspeicher während der Thylakoidbildung dienen. Es

sind jedoch selbst hier einige thylakoidartige Strukturen zu sehen. Die Chloroplasten

im Schwamm- und Palisadenparenchym der Rosettenblätter sind im Vergleich zum WT

kleiner, tragen aber einige Thylakoide.
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Es konnte somit gezeigt werden, dass in der atToc159 -Mutante nicht nur undifferenzierte

Plastiden vorliegen, sondern sich auch Chloroplasten mit Thylakoiden entwickeln. Diese

tragen offensichtlich funktionsfähige Photosysteme, welche für die leichte Ergrünung der

Pflanze verantwortlich sind.

Abb. 3.18: Phänotyp von atToc132 und atToc120. Auf Erde angezogene 10 Tage alte
Pflanzen (A) sowie die Primär- und Rosettenblätter von 6 Wochen alten Pflanzen (B).

Die Phänotypen von atToc132 und atToc120 sind in Abb. 3.18 (A) zu sehen. Bei der

atToc132 -Mutante sind die Keimblätter (A) und später die Primär- und Rosettenblätter

(B) leicht gelblich gescheckt, wobei die gescheckten Bereiche in einigen Fällen nur schwer

zu erkennen waren. Dies ist möglicherweise auf unterschiedliche Wachstumsbedingungen

zurückzuführen. Demgegenüber ist die atToc120 -Mutante nicht vom WT zu unterschei-

den.

AtToc159 und atToc132 zeigen beide einen unterschiedlichen Phänotyp. Es ist daher

anzunehmen, dass atToc159 und atToc132 unterschiedliche Funktionen haben. Da das

Fehlen von atToc120 in der atToc120 -Mutante zu keinem veränderten Phänotyp führt,

scheint seine Funktion von anderen Rezeptorproteinen übernommen zu werden. Es ist

demzufolge mit dieser Mutante nicht möglich mehr Informationen über die Substrate

von atToc120 zu erfahren, weshalb nur atToc159 und atToc132 für weitere Analysen

eingesetzt wurden.
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3.2.4 Herstellung und Analyse von RNAi-Pflanzen für

atToc132

Es wurden erst spät T-DNA Insertionsmutanten für atToc132 gefunden. Daher wurde

zuvor die RNA-Interferenz-Methode (RNAi) eingesetzt um posttranskriptionelles Gensi-

lencing hervorzurufen (Fire et al., 1998; Cogoni und Macino, 2000). Die Methode beruht

auf der Spaltung von dsRNA in der Zelle durch das Enzym Dicer in 21 bis 24 Nukleotid

lange Moleküle, den sogenannten siRNAs (short interference RNAs). Die siRNAs bilden

mit weiteren Proteinen den RNA-induced silencing-Complex welcher sequenz-spezifisch

an die endogene mRNA bindet und diese abbaut (Baulcombe, 2004).

Es wurde, wie unter 2.16.2 beschrieben, ein binärer Vektor mit einem 339 bp langen at-

Toc132 -Fragment in Sense- und Antisenseorientierung unter dem CaMV 35S Promotor

in Arabisopsis thaliana eingebracht.

Die Transformation und Selektion der Pflanzen erfolgte wie im Abschnitt 2.12.5 bzw.

2.12.6 angegeben. Die positiven Transformanten (T1-Generation) wurden auf Erde pi-

kiert und die Samen geerntet. Von drei unabhängigen Linien (1,6,10) wurden die Nach-

kommen (T2-Generation) analysiert. In Abb. 3.19 sind die Phänotypen der Keimlinge im

Vergleich zum WT gezeigt. Alle drei RNAi-Linien zeigen den leicht gelblichen Phänotyp,

genau wie die atToc132 T-DNA Insertionsmutante. Der Transkriptgehalt in den RNAi-

Pflanzen ist im Vergleich zum WT um 84-90% reduziert (3.19, C). In Folge dessen ist der

Abb. 3.19: Analyse der atToc132 -RNAi-Pflanzen (A) Keimblätter vom WT, der at-
Toc132 -Mutante und der T2-Generation von drei unabhängigen RNAi-Linien. (B) Western-
analyse mit dem Toc132A-Antikörper auf den oben angegebenen Pflanzen. Es wurde die gleiche
Menge an Gesamtprotein eingesetzt. (C) Mittels real-time PCR ermittelter relativer Tran-
skriptgehalt, angegeben als n-faches vom WT.
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Proteingehalt ebenfalls drastisch reduziert (B). Für die Pflanzen 10-1 und 10-2 ist der

atToc132-Proteingehalt so gering, dass er bei dieser Exposition nicht mehr nachweisbar

ist. In längeren Expositionen ist jedoch ein Signal zu sehen (nicht gezeigt).

Es konnten somit auf zwei unterschiedlichen Wegen (T-DNA Insertion im Gen, RNAi-

Konstrukt) Mutanten für atToc132 erhalten werden, die beide den selben Phänotyp

zeigen. Da die RNAi-Pflanzen noch geringe Mengen des atToc132-Proteins exprimieren

und die T-DNA Mutante trotz des defekten atToc132 -Gens noch lebensfähig ist, wurde

die T-DNA Mutante für die weiteren Untersuchungen eingesetzt.
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3.2.5 Akkumulation plastidärer Proteine in den atToc159 - und

atToc132 -Mutanten

Durch das Fehlen der Rezeptorproteine atToc159 bzw. atToc132 könnten kernkodier-

te Plastidenproteine in ihrem Import betroffen sein. Um dieses zu untersuchen wurde

der Proteingehalt von kernkodierten Plastidenproteinen in den Mutanten atToc159 bzw.

atToc132 genauer analysiert. Hierfür wurden gleiche Mengen an Gesamtprotein aus Ro-

settenblättern von 3-4 Wochen alten Pflanzen der atToc159 - bzw. atToc132 -Mutante

und dem WT in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transfe-

riert.

Zunächst erfolgte eine Westernanalyse mit Antikörpern gegen photosynthetische Pro-

teine. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.20 und 3.22 zu sehen. Alle untersuchten Proteine

des PSII (A), PSI (B), LHCII (C) sowie weiterer an der Photosynthese beteiligter Prote-

ine (D) sind in der atToc159 -Mutante drastisch reduziert. Die Reduktion ist für OEC23

mit ca. 50% vom WT am geringsten und für Lhcb1 und Lhcb2 mit weniger als 25% vom

Abb. 3.20: Photosynthetische Proteine in atToc159 . Es wurden jeweils gleiche Protein-
mengen vom WT und der atToc159 -Mutante, und zum Teil auch Verdünnungsreihen, in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Es wurden Antikörper ge-
gen die Komponenten des PSII (A), PSI (B), LHCII (C) sowie weiteren an der Photosynthese
beteiligten Proteinen (D) eingesetzt. Gezeigt sind die ECL-Filme der Westerndetektionen.
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WT am höchsten. Die Proteine werden aber offensichtlich noch transportiert, denn sie

liegen als reife Proteine vor. Vorstufenproteine konnten nicht nachgewiesen werden.

In der atToc132 -Mutante konnten für die drei Untereinheiten des Wasserspaltungsap-

parates (OEC16, OEC23 und OEC33) und das chlorophyllbindende Apoprotein CP24

des PSII sowie für die Ferredoxin-NADP+-Reduktase des PSI keine Veränderungen im

Vergleich zum WT festgestellt werden (Abb. 3.22).

Neben den photosynthetischen Proteinen wurden auch nicht-photosynthetische, kernko-

dierte Proteine untersucht, wofür nur wenig unterschiedliche Antikörper zur Verfügung

standen. Die Westernentwicklung der Glutamin-Synthetase wurde freundlicherweise von

Bertrand Hirel (Unité de Nutrition Azotée des Plantes, Frankreich) durchgeführt. Die

Ergebnisse sind in Abb. 3.21 und 3.22 gezeigt. In der atToc159 -Mutante sind einige

Proteine gegenüber dem WT erhöht, welche alle an der Faltung, bzw. dem Abbau von

Proteinen beteiligt sind, wie die Chaperone Cpn60 (αHsp60) und Hsp70, sowie ClpP,

der Protease-Untereinheit der chloroplastidären Clp-Protease (Peltier et al., 2001). Um

ca. 50% reduziert liegt hingegen die plastidäre Glutamin-Synthetase vor (Abb. 3.21).

Interessanterweise nimmt mit der Abnahme der plastidären Enzyms (45 kDa) die cyto-

solische Glutamin-Synthetase (40 kDa) zu. Ebenfalls reduziert liegt Hcf136 vor, welches

Abb. 3.21: Nicht-photosynthetische Proteine in atToc159 . Es wurden jeweils gleiche
Proteinmengen vom WT und der atToc159 -Mutante, und zum Teil auch Verdünnungsreihen,
in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Immundetek-
tionen erfolgten mit den jeweils links angegebenen Antikörpern. Gezeigt sind die ECL-Filme
der Westerndetektionen. pl=plastidär, cyt=cytosolisch

72



3 Ergebnisse

Abb. 3.22: Photosynthetische und nicht-photosynthetische Proteine in atToc132 .
Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen vom WT bzw. und der atToc132 -Mutanteund, und
zum Teil auch Verdünnungsreihen, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die eingesetzten Antikörper gegen photosynthetische Proteine (A) und
nicht-photosynthetische Proteine (B) sind jeweils links angegeben. Gezeigt sind die ECL-Filme
der Westerndetektionen.

als Assemblierungs- und/oder Stabilitätsfaktor vom PSII beschrieben wurde (Meurer

et al., 1998). Dieses zeigt, dass neben den ausnahmslos reduziert vorliegenden kernko-

dierten, photosynthetischen Proteinen auch weitere nicht-photosynthetische Proteine in

der atToc159 -Mutante nur in geringeren Mengen akkumulieren.

Die Ergebnisse für atToc132 sind in Abb. 3.22 dargestellt. Im Gegensatz zur atToc159 -

Mutante ist der Gehalt der Chaperone Cpn60 und Hsp70 in atToc132 unverändert. In

reduzierten Mengen liegen, wie bei der atToc159 -Mutante, Hcf136 und die Glutamin-

Synthetase vor. Allerdings sind die beiden Proteine lediglich um ca. 25% im Vergleich

zum WT reduziert.
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3.2.6 2D-Gelanalyse der atToc159 -Mutante

Die Auswahl der zur Verfügung stehenden Antikörper war sehr begrenzt und zum

größten Teil nur gegen photosynthetische Proteine gerichtet. Aus diesem Grund wur-

de, um einen besseren Überblick über die veränderten Proteingehalte in der Mutante zu

erhalten, eine 2D-Gelanalyse durchgeführt. Nur die atToc159 -Mutante wurde mit dieser

Methode analysiert, da zeitgleich eine entsprechende Analyse für die atToc132 -Mutante

schon von der Gruppe um Paul Jarvis veröffentlicht wurde (Kubis et al., 2004). Durch

einen Vergleich der beiden Analysen könnten Anhaltspunkte zu den möglichen Substra-

ten der einzelnen Rezeptoren erhalten werden.

Es wurden lösliche Proteine (2.14.4) vom WT und der atToc159 -Mutante in der 1. Di-

mension einer IEF (2.14.8) von pH 4 – 7 unterzogen und dann in der 2. Dimension mittels

SDS-PAGE aufgetrennt. Mit dieser Methode war es möglich ca. 500 Proteinspots auf-

zutrennen. Davon wurden 24 in der Mutante sichtbar veränderte Spots analysiert.

Die in der Mutante sichtbar veränderten Spots wurden mittels Massenspektrometrie be-

stimmt und ihre Zu- bzw. Abnahme mit dem Programm ImageMaster™2D Elite Version

3.10 (amersham pharmacia biotech) ermittelt. Dazu wurden aus je drei unabhängigen

Gelpaaren (WT und Mutante) die vom Programm angegebenen Volumenwerte der Spots

auf einen internen Standard (S) normalisiert. Hierfür wurde ein Spot ausgewählt, der

im WT und der Mutante nahezu keine Veränderung zeigte. Die Normalisierung war

aufgrund der unterschiedlich stark gefärbten Gele notwendig. Aus diesen normalisierten

Volumenwerten wurde der n-fache Proteingehalt der Mutante im Vergleich zum WT und

die Standardabweichung bestimmt. Ein Gelpaar ist in Abb. 3.23 exemplarisch gezeigt.

Alle analysierten Spots sind markiert. Ihr Proteingehalt ist im Vergleich zum WT in

Tabelle 3.3 angegeben.

Von den 24 analysierten Proteinspots waren 14 Spots im Vergleich zum WT reduziert

und 10 Spots erhöht. Interessanterweise handelt es sich bei allen reduzierten Protein-

en um kernkodierte Plastidenproteine, obgleich hier nicht nur plastidäre, sondern ge-

samtlösliche Proteine untersucht wurden. Bei den reduzierten Proteinen handelt es sich

größtenteils um photosynthetische Proteine. Dazu gehören unter anderem die kleine

Untereinheit der RubisCO und die 23 kDa Untereinheit des Wasserspaltungapparates

(OEC23), welche auch schon in der Westernanalyse (Abb. 3.2.5) reduziert vorlagen,

weshalb hier der verringerte Proteingehalt von OEC23, trotz der hohen Standardabwei-

chung, als signifikant angesehen werden kann. Des Weiteren lagen mehrere Proteine des

Calvin-Zyklus reduziert vor. Dazu gehören die Triosephosphat-Isomerase, 2 Isoformen

der Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase, von denen die eine Isoform als ein Spot und die
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Abb. 3.23: 2D-Gele vom WT und atToc159 . Es wurden jeweils 90 µg lösliche Proteine
einer IEF von pH 4-7 unterzogen und anschließend in der 2. Dimension in einer 10-17,5%igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Gezeigt sind die silber gefärbten SDS-Gele. Die Zahlen geben die
Spotnummern an. Als gelinterner Standard wurde das mit S markierte Protein gewählt.
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andere Isoform in drei unterschiedlichen Spots nachweisbar war. Ebenfalls in zwei Spots

war die Ribulosephosphat-Kinase und als ein Spot die Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase

nachweisbar. Neben diesen sieben meist auf unter 50% verringerten photosynthetischen

Proteinen waren weitere 4 nicht unmittelbar an der Photosynthese beteiligte Protei-

ne reduziert. Dazu zählt die plastidäre Glutamin-Synthetase, welche auch schon in der

Westernanalyse (Abb. 3.21) in verringertem Gehalt in der Mutante nachweisbar war und

an der Ammoniumassimilierung beteiligt ist. Ebenfalls in verminderter Menge liegt die

Carboanhydrase vor, welche in einer Gleichgewichtsreaktion H2O und CO2 zu HCO−3

und H+ hydratisiert. Bei der im Vergleich zum WT um 70% reduzierten Superoxid-

Dismutase handelt es sich um das Schlüsselenzym für die Detoxifizierung von reaktiven

Sauerstoffspezies. Als letztes Protein dieser Gruppe ist die Peptidyl-prolyl cis-trans Iso-

merase zu nennen, von der das 0,65-fache des Wildtyps in der atToc159 -Mutante vorliegt.

Tab. 3.3: Durch 2D-Gele und Massenspektrometrie identifizierte Spots in der at-
Toc159 -Mutante.

Spot- Gen-Nr. n-fache Protein (Genname) Lokalisation
Nr. vom WT

1 At5g38420 0,32± 0,09 RubisCO; kleine Untereinheit (Rbcs-2B) Chloroplast
2 At2g21170 0,40± 0,25 Triosephosphat-Isomerase (Tim) Chloroplast
3 At4g38970 0,41± 0,03 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Chloroplast
4 At4g38970 0,49± 0,02 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Chloroplast
5 At4g38970 0,58± 0,24 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Chloroplast
6 At2g21330 0,40± 0,02 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Chloroplast
7 At1g32060 0,27± 0,20 Ribulosephoshat-Kinase Chloroplast
8 At1g32060 0,39± 0,28 Ribulosephoshat-Kinase Chloroplast
9 At3g55800 0,51± 0,46 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase Chloroplast
10 At1g06680 0,77± 0,78 OEC23 (PsbP1 ) Chloroplast
11 At5g35630 0,47± 0,06 Glutamin-Synthetase (Gln2 ) Chloroplast
12 At3g01500 0,47± 0,33 Carboanhydrase (Ca1 ) Chloroplast
13 At4g25100 0,29± 0,09 Superoxid-Dismutase [Fe] (SodB) Chloroplast
14 At3g62030 0,65± 0,04 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase (Roc4 ) Chloroplast
15 At4g23670 1,39± 0,43 Major latex protein Vakuole
16 At1g70890 1,32± 0,23 MLP-like protein 43 (Mlp43 ) -
17 At2g01520 1,84± 0,59 MLP-like protein 328 (Mlp328 ) -
18 At5g26000 1,67± 1,25 Myrosinase (Tgg1 ) Vakuole
19 At5g26000 1,60± 0,10 Myrosinase (Tgg1 ) Vakuole
20 At2g39310 2,30± 1,13 Myrosinase-binding protein-like -
21 At3g16420 1,42± 0,17 Myrosinase-binding protein-like -
22 At1g66200 1,32± 0,25 Glutamin-Synthetase (Gln1-2 ) Cytosol
23 At3g14990 1,13± 0,43 ähnlich zu 4-methyl-5(β-hydroxyethyl)-thiazole

monophosphat Biosyntheseenzym
-

24 At4g20260 3,19± 1,77 ähnlich zu DREPP Plasmamembran
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Sie gehört zu der Cyclophilin-Familie und ist an der Proteinfaltung beteiligt (He et al.,

2004).

Zehn der 24 Spots zeigen in der Mutante im Vergleich zum WT einen erhöhten Protein-

gehalt. Für neun von ihnen konnte mittels TargetP (Emanuelsson et al., 2000), einem

Programm zur Vorhersage der subzellulären Lokalisation, keine plastidäre Lokalisation

ausgemacht werden. Nur für ein Protein (At3g16420) wurde eine plastidäre Lokalisation,

wenn auch nur mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit, vorhergesagt. Die Erhöhungen

der Proteingehalte wurden somit nicht direkt durch das Fehlen des Rezeptors verursacht.

So dient die stärker akkumulierende cytosolische Glutamin-Synthetase möglicherweise

zur Kompensation der verminderten plastidären Glutamin-Synthetase. Bei gleich drei

Spots handelt es sich um Major Latex Proteine, deren Funktion noch unbekannt ist. Sie

weisen aber große Ähnlichkeit zu den Pathogen-abhängigen-Proteinen (IPR oder PR10)

auf, welche eine erhöhte Expression während Pathogen-und Stresseinwirkungen zeigen

(Osmark et al., 1998). Für ein Major Latex Protein (At4g23670) konnte von Carter

et al. (2004) gezeigt werden, dass es in der Vakuole lokalisiert ist. Ein weiteres Protein,

dass ein erhöhten Proteingehalt gegenüber dem WT aufweist, ist die Myrosinase, wel-

che gleich in zwei Spots vorkommt, wobei nur für Spot 19 eine signifikante Erhöhung

vorliegt. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse von Glucosinolaten in für viele Mikroorga-

nismen und Herbivoren toxische Verbindungen (Husebye et al., 2002). Es liegt ebenfalls

in der Vakuole vor (Carter et al., 2004). Es wurden auch zwei Myrosinase-Bindeproteine

gefunden, welche zusammen mit der Myrosinase nach der Verwundung einen Komplex

bilden (Eriksson et al., 2002). Bei der Spotauswahl wurden optisch sichtbar veränderte

Spots ausgewählt. Im Fall des Proteins von Spot 23, welches an der Thiaminbiosynthe-

se beteiligt ist, konnte nach der Quantifizierung keine signifikante Erhöhung festgestellt

werden. Beim letzten erhöhten Spot handelt sich um ein Protein aus der Familie der ent-

wicklungsabhängig regulierten Plasmamembran Polypeptide (DREPP), dessen Funktion

noch unbekannt ist (Logan et al., 1997).

Zusammenfassend läßt sich sagen, dass von den 24 analysierten Spots 14 in der Mu-

tante reduziert sind. Dabei handelt es sich um 11 unterschiedliche, kernkodierte Plasti-

denproteine, von denen 7 photosynthetische und 4 nicht-photosynthetische Funktionen

aufweisen. Des Weiteren sind 9 Spots in der Mutante erhöht und 1 unverändert. Al-

le erhöhten Spots sind nicht-plastidär und haben größtenteils eine Funktion während

Stresssituationen.
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3.2.7 DNA-Array der atToc159 -Mutante

Die Western- und 2D-Gelanalyse (Kapitel 3.2.5, 3.2.6) hat gezeigt, dass das Fehlen von

atToc159 zu einem reduzierten Gehalt an bestimmten kernkodierten Plastidenproteinen

führt. Nun stellt sich die Frage, wie sich der Transkriptgehalt dieser Proteine in der Mu-

tante verhält, und ob es möglich ist anhand dieser beobachteten Veränderung weitere

potentielle Substrate von atToc159 zu identifizieren. Dazu wurden die mRNA-Gehalte

von kernkodierten Plastidenproteinen in einem DNA-Array untersucht.

Die Analyse erfolgte mit jeweils drei unabhängigen Gesamt-RNA-Proben aus 4 Wochen

alten Pflanzen (WT und atToc159 -Mutante), die nach der Reversen Transkription als

Sonde für die Hybridisierung von je drei Nylonmembranen eingesetzt wurden (Kurth

et al., 2002; Richly et al., 2003). Auf die Nylonmembran waren 3292 gene-specific tags

(GSTs) aufgespottet. 81% der repräsentierten Gene kodieren für plastidäre und 19% für

nicht-plastidäre Proteine. Die cDNA-Synthese, sowie die Hybridisierung der Membranen

erfolgte in Kooperation mit Alexander Biehl und Dario Leister (Max-Planck-Institut für

Züchtungsforschung, Köln).

Abb. 3.24: Graphische Darstellung des DNA-Arrays von atToc159 . Gezeigt sind die
Veränderungen des Transkriptgehaltes in der atToc159 -Mutante. Die Gene wurden in Gruppen
zusammengefaßt und die jeweiligen Veränderungen in Prozent als Säule dargestellt (hochre-
guliert = gelb, unverändert = grün, runterreguliert = rot). Die Gesamtzahl der Gene ist jeweils
über dem Diagramm angegeben.
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Von den 3292 untersuchen Genen zeigten 3191 eindeutige Hybridisierungssignale. Da-

von waren 1261 (39,5%) Gene im Vergleich zum WT unverändert, 1731 (54,3%) hoch-

und 199 (6,2%) runterreguliert. Neben der Insgesamtverteilung, wie im Diagramm in

Abbildung 3.24 zu sehen, erfolgte auch eine Einteilung in 15 funktionelle Gruppen. In-

teressanterweise zeigen 13 der 15 Gruppen eine ähnliche Expressionsverteilung. So sind

bei allen 13 durchschnittlich 55% der Gene hochreguliert, 40% unverändert und 5%

runterreguliert. Im Gegensatz dazu sind in den übrigen zwei Gruppen, der Licht- und

Dunkelreaktion der Photosynthese, nur durchschnittlich 18% hochreguliert, 37% un-

verändert und 45% in ihrer Expression im Vergleich zum WT reduziert.

In Tabelle 3.4 auf Seite 81 sind Gene aufgeführt, die aufgrund ihrer Expression, ih-

rer besonderen Funktion oder weil sie ebenfalls in der Western- bzw. 2D-Gelanalyse

untersucht wurden, exemplarisch ausgewählt wurden. Bereits untersuchte Proteine (17

Stück), welche einen verringerten Proteingehalt in der Western- bzw. 2D-Gelanalyse

gegenüber dem WT zeigten, sind in der Tabelle mit einem Stern (*) markiert. Von ih-

nen weisen 10 einen verringerten und 7 einen unveränderten Transkriptgehalt gegenüber

dem WT auf. Auffällig ist, dass 9 der 10 in der Mutante reduzierten Gene (Ausnahme:

At2g21330, Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase) im WT hohe Signalintensitäten, d. h.

Transkriptgehalte (2,08 - 30,87) aufweisen. Das gleiche Bild zeigt sich beim Vergleich

der Signalintensitäten aller Gene des Arrays. So liegen die Signalintensitäten der redu-

zierten Gene durchschnittlich bei 4,91. Im Vergleich dazu liegen die Signalintensitäten

der unveränderten und hochregulierten Gene durchschnittlich bei 1,04 bzw. 0,75. Es

scheint, dass vorwiegend die normalerweise stark exprimierten Gene in der atToc159 -

Mutante herabreguliert wurden.

Interessant ist, dass die Transkripte für verschiedene Untereinheiten des gleichen Kom-

plexes sowohl hoch als auch runterreguliert vorliegen. Dieses ist für die 50S- und 30S-ri-

bosomalen Untereinheiten zu beobachten. Gleiches gilt für die Transkripte von Genen,

die für Proteine der Aminosäuresynthese bzw. Fettsäuresynthese kodieren.

Der Transkriptgehalt von Cpn60, Hsp70 und ClpP ist in der atToc159 -Mutante im

Vergleich zum WT erhöht und führt auch zu einer höheren Proteinmenge, wie in der

Westernanalyse (3.2.5) gezeigt wurde. Da diese Proteine offensichtlich in der Mutante

akkumulieren, ist davon auszugehen, dass sie ganz normal importiert wurden und es sich

bei ihnen nicht um Substrate von atToc159 handelt. Ihr gegenüber dem WT erhöhter

Transkiptgehalt ist somit nicht direkt auf das Fehlen von atToc159 zurückzuführen.

Es handelt sich vermutlich um einen sekundären Effekt, der durch dass Fehlen ande-

rer plastidärer Proteine hervorgerufen wurde. Für die drei Proteine Hsp70, Cpn60 und
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Abb. 3.25: Kontroll-Northern zum DNA-Array von atToc159. (A) Gezeigt sind die
Autoradiogramme nach der Hybridisierung mit den links angegebenen Sonden. (B) Vergleich
der Werte vom DNA-Array mit den durchgeführten Northern Blots. Angegeben ist der Tran-
skriptgehalt in der atToc159 -Mutante als n-fache Menge vom WT.

ClpP macht dieses durchaus Sinn, denn sie sind alle an der Faltung bzw. dem Abbau

von Proteinen beteiligt. Sie werden wahrscheinlich benötigt, da importierte Proteine,

die aufgrund fehlender Komplexpartner nicht gefaltet werden können, vermutlich länger

mit Chaperonen verbunden bleiben, oder aber abgebaut werden.

Um die Ergebnisse der Array-Analyse zu überprüfen, wurde RNA aus dem WT- und

der atToc159 -Mutante isoliert und eine Northernanalyse durchgeführt. Wie in Abbildung

3.25 zu sehen ist, wurden vier Transkriptgehalte von kernkodierten Plastidenproteinen

untersucht. Darunter drei Gene, die im Array eine Herabregulation zeigten (PetE2, Ps-

bQ2, PsaG) und ein hochreguliertes Gen (atTic22-IV ). Für alle vier Gene konnte die

Zu- bzw. Abnahme der Transkriptmenge bestätigt werden.
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Tab. 3.4: Übersicht über die veränderten Transkriptgehalte in der atToc159 -

Mutante. Transkriptwerte, die gegenüber dem WT nicht signifikant verändert wa-

ren sind mit (-) gekennzeichnet. Für weitere Details, siehe Text.

Signal-
Gruppe/ n-faches intensität
Gen-Nr. vom WT im WT Genname/Produkt Funktion

Photosynthese
At4g05180* 0,34 2,23 PsbQ2, OEC16 Photosystem II
At1g06680* 0,40 3,70 PsbP1,OEC23 Photosystem II
At5g66570* 0,57 3,36 PsbO1, OEC33 Photosystem II
At1g15820* - 1,20 Lhcb6, CP24 Photosystem II
At1g29910* 0,14 21,01 Lhcb1.2, Lhcb1 LHC II
At1g31330* 0,59 2,50 PsaF, PSI-3 Photosystem I
At1g55670 0,39 2,52 PsaG, PSI-G Photosystem I
At1g20340 0,37 4,26 PetE2, Plastocyanin Photosystem I
At3g54890* 0,20 11,93 Lhca1, Lhca1 LHC I
At3g61470* 0,51 2,08 Lhca2, Lhca2 LHC I
At4g32260* - 1,25 AtpG, CFoII ATP-Synthese
At5g38420* 0,32 30,87 Rbcs-2B, RubisCO, kleine Untereinheit Calvin-Zyklus
At2g21330* 0,77 0,60 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Calvin-Zyklus
At4g38970* - 1,59 Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase Calvin-Zyklus
At3g55800* - 0,64 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase Calvin-Zyklus
At1g32060* - 0,57 Ribulosephoshat-Kinase Calvin-Zyklus
Metabolismus
At1g32900 1,22 0,52 Waxy, Stärke Synthase I Stärkesynthese
At5g03650 1,35 0,64 1,4-α-Glucan-Verzweigungsenzym Stärkesynthese
At5g04360 1,46 0,65 α-Amylase Stärkeabbau
At4g00490 1,41 0,35 β-Amylase Stärkeabbau
At1g75330 2,71 0,06 Otc, Ornithin Carbamoyltransferase Aminosäuresynthese
At1g18500 2,41 0,04 2-Isopropyl Malatsynthase Aminosäuresynthese
At1g31230 0,67 1,63 Aspartat Kinase Aminosäuresynthese
At5g17990 0,58 3,50 Anthranilat Phosphoribosyltransferase Aminosäuresynthese
At5g16390 1,67 0,08 Acetyl-CoA Carboxylase Fettsäuresynthese
At1g62640 0,36 24,10 3-Ketoacyl-ACP Synthase III Fettsäuresynthese
At2g15620 1,30 2,20 Nir1, Nitritreduktase N-Fixierung
At5g35630* - 1,88 Gln2, Glutamin-Synthetase N-Fixierung
At5g36790 0,49 0,76 Phosphoglycolat Phosphatase Photorespiration
At3g01500* 0,21 2,18 Ca1, Carboanhydrase CO2-Aufnahme
Transkription/Translation
At1g34380 1,55 0,50 DNA-Polymerase DNA-Replikation
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Signal-
Gruppe/ n-faches intensität
Gen-Nr. vom WT im WT Genname/Produkt Funktion

At1g64860 1,40 0,90 Sig1, Sigma Faktor 1 Transkription
At2g24120 1,30 2,19 RpoT3, RNA-Polymerase Transkription
At1g78630 2,94 0,07 RpL13, 50S ribosomales Protein L13 Translation
At2g38140 2,30 0,04 RpS31, 30S ribosomales Protein S31 Translation
At5g54600 0,38 16,72 RpL24, 50S ribosomales Protein L24 Translation
At2g33800 0,39 12,64 RpS5, 30S ribosomales Protein S5 Translation
At4g20360 - 0,56 Elongationsfaktor Tu Translation
Proteintransport
At1g04940 1,42 0,59 atTic20-I Proteinimport
At1g06950 1,25 0,64 atTic110 Proteinimport
At5g16620 - 0,25 atTic40 Proteinimport
At5g03940 1,48 0,21 cpSRP54 SRP-Transportweg
At2g45770 1,60 0,80 cpFtsY (SRP-Rezeptor) SRP-Transportweg
At1g21650 1,49 0,10 SecA Sec-Transportweg
At2g18710 1,43 0,23 SecY Sec-Transportweg
At5g28750 - 0,16 TatA Tat-Transportweg
At5g52440 - 0,43 TatB Tat-Transportweg
Proteinfaltung und -abbau
At1g55490 1,49 0,06 Cpn60β Chaperonin
At5g20720 1,52 0,59 Cpn21 Chaperonin
At2g22360 2,32 0,15 DnaJ-Homolog Chaperon
At4g24280 1,33 0,57 Hsp70-Homolog Chaperon
At5g17710 1,45 0,62 GrpE Chaperon
At3g62030* - 0,41 Roc4, Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase Proteinfaltung
At5g45390 1,41 0,37 ClpP Proteinabbau
At5g53170 1,45 0,65 FtsH-Protease Proteinabbau
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3.3 Analyse der Toc-Komplexe

Für den Toc-Komplex aus Erbse wurde mittels Größenausschlußchromatographie ge-

zeigt, dass er ca. 500 kDa groß ist und sich aus Toc159, Toc34 und Toc75 zusammensetzt

(Schleiff et al., 2003b). Da in Arabidopsis thaliana gleich mehrere homologe Vertreter

der Rezeptorkomponenten Toc159 und Toc34 vorhanden sind, stellt sich die Frage, wie

hier die Größe und Zusammensetzung des bzw. der Toc-Komplexe/s ist.

Um die Größe der Komplexe zu analysieren wurde die Blue native-PAGE gewählt

(Schägger und von Jagow, 1991; Schägger et al., 1994). Hierbei handelt es sich um ein

Gelsystem welches native Proteinkomplexe aufgrund ihres Molekulargewichts auftrennt.

Laut Schägger et al. (1994) erfolgt in der BN-PAGE eine höhere Auflösung der Protein-

komplexe als mit einer Dichtegradientenzentrifugation oder Gelfiltration möglich wäre.

Darüber hinaus ist eine Größenabschätzung der Komplexe möglich.

Zur Untersuchung der Zusammensetzung sollten die erhaltenen Komplexe in der 2.

Dimension auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und die Toc-Komponenten durch eine

Westernanalyse nachgewiesen werden.

Neben den drei charakterisierten Mutanten (atToc159, atToc132, atToc120 ) standen

auch die Mutanten für die beiden Rezeptoren atToc33 und atToc34 zur Verfügung, wel-

che zur weiteren Analyse der Komplexe mit herangezogen wurden. Die Untersuchung

aller Mutanten kann möglicherweise mehr Hinweise auf die Zusammensetzung der Toc-

Komplexe geben. Zum einem über den Vergleich der Toc-Proteingehalte in den Mutan-

ten, denn möglicherweise führt das Fehlen einer Rezeptorkomponente zum Fehlen oder

aber erhöhtem Gehalt einer anderen Komponente. Zum anderen könnte das Fehlen einer

Rezeptorkomponente zu einer Größenveränderung des Toc-Komplexes in der BN-PAGE

führen.

3.3.1 Vergleich der Toc-Proteingehalte in den

Toc-Rezeptor-Mutanten

Zunächst wurde untersucht, wie sich das Fehlen einer Rezeptorkomponente auf den Pro-

teingehalt der anderen Rezeptoren auswirkt. Dazu wurden Gesamtmembranen aus Ro-

settenblättern von allen Toc-Rezeptormutanten isoliert und die Membranproteine ent-

sprechend der gleichen Menge Frischgewicht mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine

PVDF-Membran transferiert.

Die Ergebnisse der Westernanalyse sind in Abb. 3.26 zu sehen. Wie schon für die

atToc159- atToc132- und atToc120-Antikörper gezeigt, sind auch die Antikörper für
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Abb. 3.26: Toc-Proteine in den Toc-Rezeptor-Mutanten. Gesamtmembranproteine aus
der gleichen Menge Rosettenblättern von den über der Abbildung angegebenen Pflanzen wur-
den in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Gezeigt sind
die ECL-Filme der Immundetektionen mit den links angegebenen Antikörpern.

atToc33 und atToc34 spezifisch für ihr Antigen. Von Voigt et al. (2005) wurde beobach-

tet, dass der Toc34-Antikörper auch eine geringe Kreuzreaktion zum atToc33-Protein

aufweist, doch diese ist hier nicht zu sehen.

In der atToc159 -Mutante ist der Gehalt an atToc33 und atToc34 auf unter 50% im Ver-

gleich zum WT reduziert wogegen atToc132 und atToc120 nahezu unverändert vorliegen.

In der atToc132 -Mutante sind atToc120 sowie atToc33 und atToc34 genüber dem WT

leicht verringert. Dagegen ist in der atToc120 -Mutante keine signifikante Veränderung

festzustellen. Sowohl atToc159 als auch atToc34 und atToc120 liegen in der atToc33 -

Mutante in reduzierten Mengen vor. Die einzige Veränderung in der atToc34 -Mutante

ist die Erhöhung von atToc33.

Es konnten bis auf atToc33 in der atToc34 -Mutante keine Erhöhungen anderer Rezep-

torproteine in den Mutanten beobachtet werden, die möglicherweise zur Kompensation

der fehlenden Rezeptoren dienen. Dieses steht im Gegensatz zu den oftmals beobachteten

erhöhten Transkriptmengen der jeweils anderen Rezeptoren in den atToc159, atToc132

und atToc120 -Mutanten (siehe Tab. 3.2). Stattdessen ist zu beobachten, dass das Feh-

len eines Rezeptors zur gleichzeitigen Abnahme eines anderen Rezeptors führt. So ist in

der atToc159 -Mutante das atToc33-Protein und umgekehrt in der atToc33 -Mutante das

atToc159-Protein reduziert. Dies weist darauf hin, dass atToc159 und atToc33 zusam-

men einen Komplex bilden.
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3.3.2 Auftrennung von Toc-Komplexen mittels BN-PAGE

Für die Auftrennung der Toc-Komplexe mussten zunächst die Bedingungen der Mem-

branisolation und Blue native-PAGE optimiert werden, um die Proteine nachweisen zu

können. Zunächst sollten Chloroplasten isoliert und nach erfolgter Lyse die Hüllmem-

branen fraktioniert werden. Da die Expression von atToc33 und atToc34 nachweislich

in jungen Blättern am größten ist (Jarvis et al., 1998), ist anzunehmen, dass die Ex-

pression der anderen Toc-Rezeptoren in diesem Gewebe ebenfalls hoch ist. Aufgrund

dessen sollten Chloroplasten aus jungen Pflanzen isoliert werden. Die jungen, kleinen

Arabidopsis-Pflanzen ließen sich im Waring Blender nur sehr schwer zerkleinern. Leider

war es nicht möglich Chloroplasten aus Arabidopsis thaliana zu isolieren, ohne dabei

die empfindliche cytosolische Domäne von atToc159, wogegen der Toc159A-Antikörper

gerichtet ist, zu beschädigen. Es wäre möglich gewesen atToc159 mit dem Antikörper,

der gegen die G-Domäne gerichtet ist zu identifizieren, aber es war von Interesse intaktes

atToc159 und somit auch einen intakten Toc-Komplex zu isolieren. Durch eine schnelle

Isolation eines Gesamtextraktes aus Arabidopsis und eine anschließende Trennung in

eine lösliche und eine Membranfraktion war es schließlich möglich intaktes atToc159 zu

isolieren. Es wurde versucht die Thylakoidmembranen, die die meisten Proteinkomple-

xe enthalten, abzutrennen, doch beim Abtrennen der Thylakoidmembranen in einem

weiteren Zentrifugationschritt wurden viele chloroplastidäre Hüllmembranen mitsedi-

mentiert. Dieses Phänomen, dass Thylakoidmembranen und Hüllmembranen sehr stark

zusammenhängen, wurde auch schon von Akita et al. (1997) beschrieben, weshalb die

Toc-Komplexe aus Gesamtmembranen solubilisiert wurden.

Bei den ersten Versuchen zeigte sich, dass in der BN-Spur nach der Detektion mit dem

Toc159A-Antikörper ein sehr starkes Signal gleich an der oberen Trenngelkante und da-

von ausgehend ein Schmier vorhanden war. Um den Eintritt größerer Komplexe in das

BN-Gel zu ermöglichen wurde die Acrylamidkonzentration von 5% auf 3% als Anfangs-

konzentration verringert, was zu einer geringen Verbesserung führte.

Für die Solubilisierung der Toc-Komplexe wurden drei verschiedene Detergenzien in

mehreren Konzentrationen getestet, um zu untersuchen mit welchem Detergenz sich die

Komplexe am besten aus den Membranen herauslösen lassen, denn es ist bekannt, dass

sich nicht jeder Komplex gleich gut mit jedem Detergenz solubilisieren lässt.

Es wurden die nicht-ionischen Detergenzien Digitonin, Dodecylmaltosid (n-Dodecyl β-

D-maltosid) und Triton X-100 getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.27 zu sehen. Es

ist für alle Detergenzien zu beobachten, dass mit zunehmender Detergenzkonzentrati-

on mehr Komplexe solubilisiert werden. Dies ist anhand der zunehmenden Blaufärbung
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Abb. 3.27: Auftrennung von Toc-Komplexen mittels BN-PAGE. Gesamtmembran-
proteine aus jeweils 20 mg WT Rosettenblättern wurden mit den angegebenen Detergenzien
unterschiedlicher Konzentration solubilisiert und auf einem 3-13,5 %igen BN-Gel aufgetrennt.
Zu sehen sind das colloidal gefärbte Gel und die erhaltenen ECL-Filme nach der Immundetek-
tion mit den unter den Bildern angegebenen Antikörpern.
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der Spuren des colloidalgefärbten BN-Geles (A) zu sehen. Die Colloidalfärbung erfolgte,

um den Marker anzufärben. Die stärksten Banden waren auch schon zuvor durch das

zugesetzte Coomassie G-250 in der BN-PAGE zu erkennen. Bei der in allen Spuren vor-

kommenden Bande von ca. 500 kDa handelt es sich aufgrund seiner Größe und Menge

um den RubisCO-Komplex, der sich bei der Gesamtmembranisolation trotz Waschung

nicht von den Membranen ablösen ließ. Weitere Banden ließen sich durch den Vergleich

mit dem BN-Gel von solubilisierten Thylakoidmembranen aus Erbse aus der Arbeit von

Sabine Molik (Molik, 2005) zuordnen. So handelt es sich sehr wahrscheinlich bei den

unter der RubisCO liegenden Banden um das PSII (ca. 390 kDa), den Cytochrom b6/f -

Komplex (ca. 330 kDa) und dem meist bei höheren Detergenzkonzentrationen sichtbaren

LHCII mit ca. 200 kDa.

Um die Toc-Komplexe nachzuweisen, die nur einen geringen Anteil der solubilisierten

Komplexe ausmachen, wurden die aufgetrennten Komplexe nach der BN-PAGE auf eine

PVDF-Membran transferiert und eine Westerndetektion mit Toc-Antikörpern durch-

geführt (Abb. 3.27, B).

Mit dem Toc159A-Antikörper konnte bei allen eingesetzten Detergenzien ein Schmier

von der oberen Trenngelkante bis zu einer Größe von ca. 700 kDa nachgewiesen werden.

Dabei war es mit allen drei getesteten Digitoninkonzentrationen (1-3%) möglich den

Komplex gleich effizient zu solubilisieren. Mit Dodecylmaltosid und Triton X-100 ließ

sich ein Komplex um atToc159 ab einer Konzentration von 1% aus den Membranen so-

lubilisieren. Eine effizientere Solubilisierung erfolgte aber mit 2% Dodecylmaltosid bzw.

Triton X-100. Es ist jedoch zu beobachten, dass die Komplexe um atToc159, die mit

1% solubilisiert wurden größer sind als welche die mit 2% solubilisiert wurden. Dabei

stimmen die mit 2% Detergenz erhaltenen Komplexgrößen mit denen aus der Solubili-

sierung mit Digitonin überein. Bei der Bande um ca. 300 kDa handelt es sich nicht um

das atToc159-Monomer, sondern vielmehr um ein Degradationsprodukt desselben, was

zu einem späteren Zeitpunkt noch gezeigt wird.

Mit dem Toc132A-Antikörper ist ebenfalls ein Schmier ab der oberen Trenngelkante zu

detektieren. Dieser zieht sich jedoch, im Gegensatz zu dem von αToc159A, bis zu ei-

ner Größe von ca. 600 kDa. Ein hochmolekularer Komplex mit atToc132 ließ sich mit

allen Detergenzien nachweisen, wobei mit zunehmender Detergenzkonzentration offen-

sichtlich mehr Komplexe solubilisiert wurden. Es war ebenfalls zu beobachten, dass mit

Detergenzkonzentrationen von 1% die Komplexe, die atToc132 enthalten, ein höheres

Molekulargewicht aufweisen.

Die folgenden Solublilisierungen wurden mit 2% Digitonin durchgeführt, da mit Digito-
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nin die Komplexe am effizientesten solubiliert wurden und eine distinkte Minimalgröße

aufweisen, anstatt eines diffus auslaufenden Schmiers.

Um zu testen, ob es sich bei dem Signal mit dem Toc159A-Antikörper auch in der BN-

PAGE um ein spezifisches Signal handelt, wurde dieses für atToc159 in einem weiteren

Experiment untersucht. Es wurden neben den WT-Membranproteinen auch Membran-

proteine von der atToc159 -Mutante solubilisiert und auf einer BN-PAGE aufgetrennt.

Abb. 3.28: Westernanalyse der BN-Gele. Gesamtmembranproteine aus jeweils 20 mg
Rosettenblättern wurden mit 2 % Digitonin solubilisiert, auf einem 3-13,5 %igen BN-Gel auf-
getrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zu sehen sind die ECL-Filme nach der
Immundetektion mit den unter den Bildern angegebenen Antikörpern.

Wie in Abb. 3.28 (links) zu sehen ist, ist in der atToc159 -Membranspur mit dem Toc159-

Antikörper kein Signal zu detektieren. Ebenfalls getestet wurde in diesen Versuch, ob

es möglich ist den Schmier durch einen längeren Gellauf besser aufzulösen. Es scheint,

dass durch den längeren Gellauf sich in der Tat ein Komplex von ca. 700 – 900 kDa

abtrennen lässt.

Neben dem WT und der atToc159 -Mutante wurde nun auch in den weiteren Rezep-

tormutanten nach dem Komplex, der atToc159 enthält geschaut, um eventuelle Verän-

derungen der Größe, die durch das Fehlen der jeweiligen Rezeptorkomponenten hervor-

gerufen werden könnten, zu beobachten. Wie in Abb. 3.28 (mitte) zu sehen ist, ist nir-

gends eine Veränderung in der Minimalkomplexgröße zu erkennen. Es ist jedoch auffällig,
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dass in der atToc33 -Mutante offensichtlich weniger atToc159-Komplexe enthalten sind.

Trotz des langen Gellaufs ist an der oberen Trenngelkante atToc159 zu detektieren. Es

ist unklar, ob es sich hier um sehr große native Komplexe handelt, oder ob ein Teil der

Komplexe aus unbekannten Gründen aggregiert.

Durch die Westerndetektion mit dem Rieske-Antikörper (Abb. 3.28 rechts) konnte ge-

zeigt werden, dass mit den BN-Gelen eine vernünftige Auftrennung von Proteinkom-

plexen möglich ist. Es ist eine eindeutige Bande bei ca. 330 kDa für den Cytochrom

b6/f -Komplex zu detektieren.

3.3.3 2D: BN/SDS-PAGE mit Membranproteinen aus

Rosettenblättern

Es wurden alle Rezeptormutanten im Hinblick auf die Größe der Komplexe, die at-

Toc159, atToc132, atToc120, atToc33 bzw. atToc34 enthalten untersucht. Aufgrund

dessen, dass einige der Antikörper unbekannte Kreuzreaktionen (αToc33 und αToc34)

zeigen, oder nur schlecht in den Western der ersten Dimension (BN-PAGE) funktionieren

(αToc120A), wurde nach der BN-PAGE eine 2. Dimension, die SDS-PAGE durchgeführt.

Nun war es möglich die Westernsignale aufgrund ihres apparenten Molekulargewichts

eindeutig zuzuordnen.

Aufgrund der geringen Acrylamidkonzentration im oberen Bereich der BN-Streifen war

es teilweise schwer die Größen der Komplexe zuzuordnen, da die BN-Streifen in der 2.

Dimension beim Fixieren auf dem SDS-Gel zum Teil gestaucht oder gestreckt wurden.

Die einzelnen Western Blots wurden darum an der RubisCO-Bande, die auf den PVDF-

Membranen gut zu sehen war, ausgerichtet, so dass der mittlere Bereich um 500 kDa

sehr gut übereinstimmt. Im hochmolekularen Bereich liegen die Signale gleicher Größe

aber nicht immer direkt übereinander.

Die Ergebnisse mit den solubilisierten Membranproteinen aus dem WT/Ws und der

atToc159 -Mutante sind in Abb. 3.29 gezeigt. Eine genaue Komplexgröße ist für die Toc-

Rezeptorkomponenten nicht auszumachen, da auch hier, wie schon in der 1. Dimension

beobachtet, ein langer Schmier vom hochmolekuleren Bereich ausgehend zu sehen ist.

Es ist aber eindeutig zu sehen, dass die großen Rezeptoren (atToc159, atToc132 und at-

Toc120) ausschließlich in sehr großen Komplexen von über 500 kDa enthalten sind und

die kleinen Rezeptoren (atToc33 und atToc34) sowohl in großen, als auch in kleineren

Komplexen vorkommen. Die Minimalgröße der Komplexe um atToc159, atToc132 bzw.

atToc120 ist für den atToc159-Komplex mit ca. 700 kDa am größten. Die Minimalkom-
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Abb. 3.29: Zweidimensionale BN/SDS-PAGE vom WT/Ws und atToc159. Gesamt-
membranproteine aus jeweils 40 mg Rosettenblättern wurden mit 2 % Digitonin solubilisiert, in
der 1. Dimension auf einem 3-13,5 %igen BN-Gel und in der 2. Dimension auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zu sehen sind die ECL-Filme nach der
Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.

plexgröße für atToc132 und atToc120 liegt bei ca. 600- bzw. 550 kDa. Die in der ersten

Dimension mit dem Toc159A-Antikörper detektierte Bande zwischen 200 und 300 kDa

(hier ca. 300 kDa) ist in der zweiten Dimension nur als kleinere Bande nachweisbar. Es

handelt sich somit nicht um das intakte Monomer, sondern um ein Degradationsprodukt

von atToc159. Die Hauptmenge des atToc33 und atToc34 befindet sich im gleichen Be-

reich wie die des atToc159.

In der atToc159 -Mutante ist für die Komplexe, die atToc132 bzw. atToc120 enthalten,

keine Veränderung in ihrer Größe zu beobachten. AtToc33 und atToc34 hingegen sind in

viel geringeren Mengen in der Mutante enthalten und ihre Hauptmenge liegt in diesem

Fall im Bereich von atToc132. Die Hauptkomplexe, die atToc33 oder atToc34 enthalten,

sind damit eindeutig kleiner als die im Wildtyp.

Die Westernanalyse für die weiteren Mutanten ist in Abb. 3.30 zu sehen. Die Ergeb-

nisse des Col-0 Wildtyps entsprechen dem des Wassilewskija Wildtyps, bis darauf, dass

hier sehr deutlich zu sehen ist, dass atToc159 einen Komplex von ca. 700 – 900 kDa

bildet. In der atToc120 -Mutante ist sehr gut zu beobachten, dass die Hauptmenge von

atToc33 und atToc34 beim selben Molekulargewicht wie atToc159 nachweisbar ist. Beim

Vergleich der Minimalgröße der Toc-Komplexe in den Mutanten (atToc132, atToc120,

atToc33 und atToc34 ) ist festzustellen, dass die Komplexe, in denen atToc159, atToc132,

atToc120, atToc33 bzw. atToc34 enthalten ist, sich nicht vom WT unterscheiden. Dies

würde, zumindest für die großen Rezeptoren bedeuten, dass sie sich nicht zusammen in

einem Komplex befinden.
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Abb. 3.30: Zweidimensionale BN/SDS-PAGE vom WT/Col-0, atToc132, atToc120,
atToc33 und atToc34. Gesamtmembranproteine aus jeweils 40 mg Rosettenblättern wurden
mit 2 % Digitonin solubilisiert, in der 1. Dimension auf einem 3-13,5%igen BN-Gel und in der 2.
Dimension auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zu sehen
sind die ECL-Filme nach der Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.
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3.3.4 2D: BN/SDS-PAGE mit Membranproteinen aus Wurzeln

Nachdem die Toc-Komplexe in den Rosettenblättern untersucht wurden, stellt sich die

Frage, ob die selben Komplexe auch in nicht-photosynthetischen Geweben vorkommen.

Dazu wurden die Komplexe in Wurzelmembranen genauer analysiert.

Zunächst einmal wurde der Proteingehalt der Toc-Rezeptoren in den beiden Geweben

untersucht. Dazu wurden die Gesamtmembranen isoliert und die Membranproteine aus

jeweils 5 bzw. 10 mg Frischgewicht auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-

analyse durchgeführt (Abb. 3.31).

Abb. 3.31: Vergleich der Toc-Proteine in Blättern und Wurzeln. Gesamtmembranpro-
teine aus 8 mg WT/Col-0 Rosettenblättern (R) bzw. Wurzeln (W) wurden in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Mebran transferiert. Zu sehen sind die ECL-Filme nach der
Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.

Es ist zu sehen, dass bezogen auf die gleich Menge Frischgewicht, die Toc-Rezeptoren

atToc132, atToc120 und atToc34 in etwas geringeren Mengen als in den Blättern vor-

kommen, doch das Verhältnis zueinander bleibt unverändert. Demgegenüber sind die

Mengen an atToc159 und atToc33 in den Wurzelmembranen stark verringert.

Aufgrund der sehr geringen atToc159- und atToc33-Proteinmengen, wurde die folgende

BN-PAGE mit Membranproteinen aus 54 mg Frischgewicht, anstatt der sonst eingesetz-

ten 40 mg, durchgeführt (Abb. 3.32). Für die gezeigten Immundetektionen mit αToc159A

und αToc33 wurden ebenfalls die Expositionszeiten der ECL-Filme gegenüber der sonst

eingehaltenen Dauer bei den vorherigen BN/SDS-Gelen verlängert. Es ist zu beobach-

ten, dass die Komplexe, die atToc159, atToc132 bzw. atToc120 enthalten sich nicht in

ihrer Minimalgröße von denen aus den Blättern unterscheiden. Lediglich die Menge der
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Abb. 3.32: Zweidimensionale BN/SDS-PAGE von WT/Col-0 Wurzelmembranpro-
teinen. Gesamtmembranproteine aus 54 mg WT/Col-0 Wurzeln wurden mit 2 % Digitonin
solubilisiert, in der 1. Dimension auf einem 3-13,5%igen BN-Gel und in der 2. Dimension
auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Mebran transferiert. Zu sehen sind die
ECL-Filme nach der Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.

Komplexe, die atToc159 und atToc33 enthalten, ist eindeutig in den Wurzeln geringer

als in den Blättern.

3.3.5 Bestimmung der Größe und Zusammensetzung der

Toc-Komplexe mittels BN/SDS-PAGE

Um genauer analysieren zu können, welche Toc-Proteine in Komplexen mit der selben

Größe laufen um somit auf ihre Zusammensetzung rückschließen zu können, wurde die

1. Dimension (BN-Gel) in gleich hohe Stücke geschnitten, und in die Taschen eines SDS-

Gels für die 2. Dimension geladen, so dass auf jedem Blot die selben Proben in den

selben Taschen sind.

Die Ergebnisse mit den Gesamtmembranproteinen aus dem WT sind in Abb. 3.33 zu se-

hen. Neben den Toc-Rezeporproteinen konnte hier die Analyse auf atToc75 und zwei Tic-

Komponenten (Tic110 und Tic40) ausgedehnt werden, da die Antikörper hierfür freund-

licherweise von Dr. John Fröhlich (
”
Michigan State University“, USA) zur Verfügung

gestellt wurden.

Die stärkste Bande für atToc159 ist in Spur 11 zu sehen. In der selben Spur ist ebenfalls

die größte Menge an atToc33, atToc34 und atToc75 vorhanden. Von atToc120 und at-

Toc132 ist in der Spur 11 auch viel Protein enthalten, allerdings ist ebensoviel von ihnen

in den Spuren 12 und 13 vorhanden. Bei dem Komplex aus Spur 11 scheint es sich allein

um einen Toc-Komplex zu handeln, denn die Tic-Komponenten Tic110 und Tic40 sind
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Abb. 3.33: Zweidimensionale BN/SDS-PAGE vom WT/Col-0. Gesamtmembranpro-
teine aus jeweils 20 mg FG wurden mit 2% Digitonin solubilisiert und in der 1. Dimension
auf einem 3-13,5 %igen BN-Gel aufgetrennt. Im Anschluß daran wurde der BN-Streifen in 18
gleichhohe (1 =̂ 3 %-Acrylamidbereich) Stücke geschnitten und zur Auftrennung in der 2. Di-
mension in die Taschen eines 6-13 %igen SDS-Gels geladen. Zu sehen sind die ECL-Filme nach
der Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.

hauptsächlich in den Spuren 16, 17 und 18 zu finden. Auffällig ist, dass in den Spuren

16 bis 18 neben den Tic-Komponenten auch eine Zunahme von atToc75 zu beobachten

ist. Für atToc132 und atToc120 ist keine eindeutige Zuordnung von möglichen Kom-

plexpartnern möglich, da in den Spuren 12 und 13 keine sichtbare Erhöhung anderer

Toc-Proteine nachweisbar ist.

AtToc159 ist offensichtlich in einem Komplex von ca. 800 kDa. AtToc33, atToc34 und

atToc75 sind ebenfalls größtenteils in einem ca. 800 kDa großem Komplex enthalten.

Der Hauptkomplex, der atToc132 enthält liegt im Bereich von ca. 600 – 800 kDa. At-

Toc120 ist bis zum hochmolekularen Bereich nachweisbar, doch die größte Menge ist in

den Spuren 11-14 nachweisbar, welches einer Größe von ca. 550 – 800 kDa entspricht.
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3.3.6 Coimmunpräzipitation der Toc-Komplexe

Die Ergebnisse der BN-PAGE weisen darauf hin, dass atToc159 mit atToc75, atToc33

und atToc34 zusammen einen Komplex bildet. Im Gegensatz dazu war die Zuordnung

der Komplexpartner von atToc132 und atToc120 nicht eindeutig möglich. Um die Zu-

sammensetzung der Toc-Komplexe zu überprüfen, bzw. näher zu analysieren wurde

die Methode der Coimmunpräzipititation eingesetzt. Dabei wird mit Hilfe eines An-

tikörpers das entsprechende Antigen mit seinen Komplexpartnern aus einem Gemisch

an solubilisierten Membranproteinkomplexen durch die Zugabe von Protein A Sepharo-

se präzipitiert (2.14.19). Die Membranproteinkomplexe wurden aus Gesamtmembranen

aus Rosettenblättern mit 2% Triton X-100 solubilisiert und die präzipitierten Proteine

mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Zur Überprüfung der Methode, wurde zunächst eine Coimmunpräzipitation mit einem

TatB-Antikörper durchgeführt (Abb. 3.34). TatB gehört zu der in der Thylakoidmembran

Abb. 3.34: Kontroll-Coimmunpräzipitation mit TatB- bzw. ohne Antikörper. Mit
2 % Triton X-100 solubilisierte Gesamtmembranen aus 80 mg Rosettenblättern wurden mit
αTatB immunpräzipitiert. Zur Kontrolle, ob Proteine unspezifisch an die Protein A Sepharose
binden wurde ein Ansatz ohne Antikörper durchgeführt. Spur S5 enthält 5 % und Spur S10

10 % der solubilisierten Proben. Von den ungebundenen Proteinen (U) wurden 20 % und der
letzten Waschfraktion (W) 17% aufgetragen. Spur P enthält das präzipitierte Pellet. Zu sehen
sind die ECL-Filme nach der Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.
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lokalisierten Tat-Translokase (Gutensohn et al., 2006). Der TatB-Antikörper ist wie

die Toc-Antikörper affinitätsgereinigt und sollte die Toc-Proteine nicht erkennen. Eine

Negativ-Kontrolle ohne Antikörper wurde ebenfalls durchgeführt, um mögliche unspezi-

fische Proteinbindungen an die Protein A Sepharose zu detektieren.

In Abb. 3.34 ist das Ergebnis der Coimmunpräzipitation mit αTatB bzw. ohne An-

tikörper gezeigt. Es konnten über 10% der solubilisierten TatB-Proteine präzipitiert

werden, was anhand der Spur mit den präzipitierten Proteinen (P) im Vergleich zu den

solubilisierten Proteinen (S5, S10) zu sehen ist. Nicht präzipitiert wurden hingegen at-

Toc159, atToc132, atToc120, atToc75 und atToc33. Nur für atToc34 ist ein Signal in der

Spur mit den präzipitierten Proteinen sichtbar. Im Kontrollansatz, der ohne Antikörper

durchgeführt wurde, ist ebenfalls ein Signal mit dem atToc34-Antikörper detektierbar.

Das beobachtete Signal für atToc34 ist somit auf eine unspezifische Reaktion mit der

Protein A Sepharose zurückzuführen. Neben atToc34 ist auch atToc33 schwach detek-

tierbar. Alle anderen Toc-Proteine und TatB wurden nicht unspezifisch präzipitiert.

Die Ergebnisse der Coimmunpräzipitationen mit den Toc-Antikörpern sind in Abb. 3.35

zu sehen. Die Entwicklung der Western erfolgte für αToc159A und αToc132A mit den

normalen, als auch mit dem sensitiveren ECL-Advance-Detektionslösungen (ADV), um

auch sehr schwache Signale nachweisen zu können. In der Kontrollpräzipitation mit

αTatB konnte auch mit dem ECL-Advance-System kein Signal für atToc159 und at-

Toc132 detektiert werden (nicht gezeigt). Die Detektionen von atToc120, atToc75, at-

Toc33 und atToc34 erfolgten alle nur mit dem ECL-Advance-System.

Die Ergebnisse zeigen, dass nicht alle Antikörper die gleiche Effizienz aufweisen. Mit

αToc34, αToc132A, αToc33 und αToc159A ist es möglich die jeweiligen Proteine zu ca.

6 – 15% vom Gesamtansatz zu präzipitieren. In der Immunpräzipitation mit αToc120

konnte dagegen nur ca. 0,5% des solublilisierten atToc120A präzipitiert werden.

Mit αToc159A wurden neben atToc159 (ca. 15%) große Mengen an atToc75 (ca. 12%),

atToc33 (ca. 12%) und atToc34 (ca. 12%) präzipitiert, was darauf schließen lässt, dass

sie sehr wahrscheinlich zusammen einen Komplex bilden (atToc159, atToc75, atToc33

und atToc34). Es wurden ebenfalls sehr geringe Mengen an atToc132 und atToc120

coimmunpräzipitiert.

Mit atToc132 (ca. 9%) wurden atToc75 (ca. 3%), atToc34 (ca. 2%) sowie geringe Men-

gen an atToc120 und atToc159 (ADV) coimmunpräzipitiert. Da der Toc132A-Antikörper,

wie in Abb. 3.6 gezeigt, eine geringe Kreuzreaktion mit dem atToc120A-His6-Protein

aufweist, ist es nicht auszuschließen, dass das Signal für atToc120 durch eine Kreuzre-

aktion des Antikörpers verursacht wurde. Um dies zu untersuchen, wurde ebenfalls eine
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Coimmunpräzipitation mit der Harnstofffraktion des Toc132A-Antikörpers durchgeführt

(nicht gezeigt), aber auch hier war eine sehr geringe Präzipitation von atToc120 zu be-

obachten. Dieses zeigt, dass atToc132 sehr wahrscheinlich einen Komplex mit atToc75

und atToc34 bildet. Es ist ebenfalls möglich, dass es einen geringen Anteil an Komplexen

gibt, die neben atToc132 auch atToc120 und/oder atToc159 enthalten.

Für αToc120 war die Immunpräzipitation schon so schwach, dass keine weiteren Kom-

ponenten coimmunpräzipitiert wurden.

Abb. 3.35: Coimmunpräzipitation von Toc-Komplexen aus A. thaliana mit
den Toc-Antikörpern. Mit 2 % Triton X-100 solubilisierte Gesamtmembranproteine aus
80 mg Rosettenblättern wurden mit den über den Spuren angegebenen Antikörpern immun-
präzipitiert. Spur S10 enthält 10 % der solubilisierten Proben, U ca. 20% ungebundene Pro-
teine, P das präzipitierte Pellet und W ca. 17 % der letzten Waschfraktion. Die Entwicklung
der Western Blots mit den Toc159A- und Toc132A-Antikörpern erfolgte sowohl mit den nor-
malen Detektionslösungen (obere Spur), als auch mit dem sensitiveren ECL-Advance-System
(ADV),welches auch für αToc120A, αToc75, αToc33 und αToc34 eingesetzt wurde. Zu sehen
sind die ECL-Filme nach der Immundetektion mit den jeweils links angegebenen Antikörpern.
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Mit atToc33 (ca. 12%) wurde zum größten Teil atToc75 (ca. 4%) coimmunpräzipitiert.

Geringe Mengen an atToc159, atToc132 (ADV) und atToc34 sind ebenfalls nachweis-

bar. Es ist möglich, dass das für atToc34 beobachtete Signal auf eine Kreuzreaktion des

Toc34 Antikörpers zurückzuführen ist, denn in anderen Westerndetektionen konnte be-

obachtet werden, dass αToc34 mit atToc33, welches in großen Mengen vorliegt, wie auch

in dieser Coimmunpräzipitation, kreuzreagiert. Des Weiteren war auch in den Kontroll

Coimmunpräzipitationen zu beobachten, dass geringe Mengen an atToc34 unspezifisch

präzipitiert wurden (siehe Abb. 3.34).

Zusammen mit atToc34 (ca. 6%) wurden ca. 10% des solubilisierten atToc75 präzipitiert.

Geringe Mengen an atToc159 (ADV), atToc33 und atToc120 wurden ebenfalls coimmun-

präzipitiert. Da der Toc34-Antikörper auch eine geringe Kreuzreaktion zu atToc33 auf-

weist, ist unklar, ob das mit dem Toc34-Antiköper präzipitierte atToc33 auf die Kreuz-

reaktion des Antikörpers, oder eine spezifische Coimmunpräzipitation zurückzuführen

ist.

Nach den Ergebnissen der Coimmunpräzipitation mit αToc159, bei der atToc33 und

atToc34 coimmunpräzipitiert wurden, war umgekehrt mit dem Toc33- bzw. Toc34-Anti-

körper zu erwarten, dass atToc159 coimmunpräzipitiert wird. Es sind in der Tat Si-

gnale für atToc159 detektierbar, aber atToc159 liegt offenbar nur in geringen Mengen

vor. Dieses lässt sich damit begründen, dass atToc159 nur im Komplex mit atToc33

bzw. atToc34 vorkommt und somit quantitativ mit dem Toc159A-Antikörper coimmun-

präzipitiert werden kann, während die kleinen Rezeptoren auch Komplexe ohne atToc159

bilden, so dass nur ein Teil der mit αToc33 bzw. αToc34 präzipitierten Komplexe auch

atToc159 enthält. Dieses deckt sich mit den Ergebnissen der BN-PAGE, wo zu sehen

ist, dass atToc159 nur große Komplexe bildet, atToc33 und atToc34 hingegen auch in

kleineren Komplexen vorhanden sind (siehe Abb. 3.33).
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4.1 Größe und Zusammensetzung der

Toc-Komplexe in Arabidopsis thaliana

Der aus Erbse isolierte Toc-Kernkomplex besteht aus den zwei Rezeptorproteinen Toc159

und Toc34, sowie der Translokationspore Toc75 (Kessler und Schnell, 2006; Gutensohn

et al., 2006). In Arabidopsis thaliana dagegen existieren jeweils Genfamilien für Toc159

(atToc159, atToc132, atToc120 und atToc90 ) und Toc34 (atToc33 und atToc34 ), wobei

ich mich im Rahmen dieser Arbeit auf atToc159, atToc132 und atToc120 konzentriert

habe. Das Vorhandensein mehrerer homologer Proteine führt zur Frage wie der Toc-

Komplex in Arabidopsis thaliana aufgebaut ist. Zwei Alternativen erscheinen möglich:

entweder es existiert ein großer Komplex, der alle Toc159-Homologen enthält, oder es

gibt unterschiedliche Komplexe, in denen jeweils nur ein Rezeptorprotein der Toc159-

Familie vorkommt. Dieser Frage und der nach der Größe und Zusammensetzung des

bzw. der Komplexe wurde hier nachgegangen.

4.1.1 Gibt es einen großen Komplex, der atToc159, atToc132

und atToc120 gemeinsam enthält?

In den BN-Analysen von Wildtyp Blättern waren mit Antikörpern gegen atToc159, at-

Toc132 und atToc120 größtenteils alle drei Proteine im selben molekularen Bereich nach-

weisbar (siehe Abb. 3.29, 3.30, 3.33). Deshalb wäre es denkbar, dass sie zusammen einen

Komplex bilden. Es ist aber auffällig, dass der kleinste nachweisbare atToc159-Komplex

größer ist als der von atToc132, während der kleinste atToc132-Komplex ebenfalls größer

ist als der von atToc120. Dies bedeutet, dass offensichtlich auch Komplexe existieren,

die nur atToc120 oder nur atToc120 und atToc132 enthalten, aber kein atToc159.

Eine Untersuchung von Arabidopsis-Nullmutanten, in denen jeweils ein Rezeptorprotein

(atToc159, atToc132 oder atToc120) fehlt ergab, dass sich das Verteilungsmuster der

Toc159-Homologen in der BN-PAGE nicht gegenüber dem vom WT unterschied (siehe
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Abb. 3.29, 3.30, 3.33). Dies spricht gegen einen gemeinsamen Komplex, da ansonsten

eine Verschiebung dieser Komplexe zu einer kleineren Komplexgröße in den Mutan-

ten sichtbar wäre. Alternativ könnte das Fehlen eines Rezeptorproteins auch durch ein

anderes Rezeptorprotein kompensiert worden sein. Es sind aber keine offensichtlichen

Erhöhungen im Proteingehalt der jeweils anderen Rezeptoren in den Mutanten festzu-

stellen (siehe Abb.3.26).

Gegen einen gemeinsamen Komplex sprechen ebenfalls die Coimmunpräzipitationsexperi-

mente, bei denen mit dem Toc159A-Antikörper neben atToc159 nur sehr geringe Mengen

an atToc132 und atToc120 coimmunpräzipitiert wurden, während andere Toc-Proteine

in weitaus größeren Mengen coimmunpräzipitiert wurden (siehe Abb. 3.35). Umgekehrt

wurden zusammen mit atToc132 nur sehr geringe Mengen an atToc159 und atToc120

coimmunpräzipitiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass vorwiegend Komplexe

existieren, die nur einen Toc159-Homologen enthalten und eventuell wenige Komplexe,

die alle enthalten. Eine alternative Erklärungsmöglichkeit für die gemeinsame Coim-

munpräzipitation von atToc159, atToc132 und atToc120 wäre, dass sogenannte Super-

komplexe existieren, wie sie für die Komplexe der Atmungskette beobachtet wurden

(Dudkina et al., 2006). Für die Toc-Proteine wurden solche Superkomplexe bisher nicht

beschrieben, doch auf eine mögliche räumliche Konzentrierung der Toc-Komplexe wei-

sen die Ergebnisse von Subramanian et al. (2001) und Schnell und Blobel (1993) hin.

Ihre Untersuchungen zeigen, dass sowohl Toc75 als auch Vorstufenproteine nicht auf der

gesamten Chloroplastenoberfläche gleichmäßig verteilt sind, sondern oft in distinkten

Bereichen nachweisbar sind.

Das Vorhandensein von Toc-Komplexen, die jeweils nur einen Toc159-Homologen enthal-

ten wird von Ivanova et al. (2004) bestätigt. Sie haben ähnliche Coimmunpräzipitationen

durchgeführt, die darauf hinweisen, dass atToc159 gegenüber atToc132 und atToc120

strukturell unterschiedliche Komplexe bildet. In der genannten Arbeit wurden atToc132

und atToc120 sowohl zusammen als auch allein mit weiteren Toc-Proteinen präzipitiert,

so dass ein Toc-Komplex, der gleichzeitig atToc132 und atToc120 enthält, möglich er-

schien. Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass sehr wahr-

scheinlich nur ein Toc159-Homologer pro Komplex enthalten ist.
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4.1.2 Größe der einzelnen Toc-Komplexe

Für atToc159 sind in der BN-PAGE (siehe Abb. 3.28, 3.29, 3.30, 3.33) schwache Signale

vom Trenngel ausgehend und stärkere von ca. 900 bis 700 kDa nachweisbar, wobei ein ein-

deutiges Hauptsignal bei ca. 800 kDa zu detektieren ist. Dieser atToc159-Hauptkomplex

entspricht in seiner Größe dem von Kikuchi et al. (2006) und Chen und Li (2006) aus

Erbse isolierten Toc-Komplex. Sowohl die hier beobachtete Komplexgröße als auch die

von Kikuchi et al. (2006) und Chen und Li (2006) beschriebene ist eindeutig größer als

die von Schleiff et al. (2003b) für Erbsen Toc-Komplexe ermittelte Größe. Der Grund

dafür ist, dass Schleiff et al. (2003b) einen artifiziellen Toc-Komplex mit degradiertem

Toc159 untersucht haben, während der in dieser Arbeit analysierte Komplex eindeutig

intaktes atToc159 enthielt.

AtToc132 und atToc120 sind ebenfalls vom hochmolekularen Bereich bis ca. 600 kDa

bzw. 550 kDa nachweisbar (siehe Abb. 3.29, 3.30, 3.33). Hier ist im Gegensatz zu at-

Toc159 keine klare Komplexgröße zu definieren. Stattdessen gibt es einen Bereich, in

dem die meisten Proteine vorliegen. Komplexe, die atToc132 enthalten akkumulieren im

Bereich von ca. 600 – 800 kDa und die mit atToc120 bei ca. 550 – 800 kDa.

Für alle drei Toc-Rezeptorproteine ist jedoch eine unterschiedliche Minimalkomplexgröße

zu beobachten. Sie nimmt eindeutig von atToc159 über atToc132 zu atToc120 ab und

korreliert mit den apparenten Molekulargewichten der einzelnen Rezeptoren (siehe Abb.

3.7).

Es stellt sich die Frage, warum in der BN-PAGE alle drei Rezeptorproteine ebenfalls im

hochmolekularen Bereich akkumulieren. Es wäre denkbar, dass, wie schon zuvor erwähnt,

einige Toc-Superkomplexe solubilisiert wurden, aber dies würde nicht die recht starken

Signale im hochmolekularen Bereich begründen. Eine weitere Erklärung dafür wäre, dass

neben den Toc-Komplexen weitere Komplextypen existieren, die z. B. zusätzlich Tic-

oder andere Komponenten enthalten. Für die Interaktion mit den Tic-Komponenten

spricht, dass im hochmolekularen Bereich ebenfalls Signale für Tic40 detektierbar sind

(siehe Spur 5 und 6 in Abb. 3.33). Eine Assoziation von sowohl Tic- als auch anderen

Komponenten (Hsp70, Hsp93) mit dem Toc-Komplex aus Erbse wurde in der Literatur

schon beschrieben (Chen und Li, 2006; Nielsen et al., 1997), so dass dies durchaus eine

plausible Erklärung für die hochmolekularen Signale wäre.
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4.1.3 Zusammensetzung der einzelnen Toc-Komplexe

Neben der Frage, ob die großen Rezeptoren (atToc159, atoc132 und atToc120) zusam-

men, oder in getrennten Komplexen vorkommen, ist es auch von Interesse, wie die kleinen

Rezeptoren (atToc33 und atToc34) zugeordnet werden. Der Grund hierfür ist, dass laut

der Literatur die Annahme besteht, dass atToc159 präferentiell mit atToc33 interagiert,

während atToc132 und atToc120 jeweils vorwiegend mit atToc34 Komplexe bilden (Iva-

nova et al., 2004; Bédard und Jarvis, 2005; Kessler und Schnell, 2006).

Die Ergebnisse der Coimmunpräzipitation mit αToc159A zeigen deutlich, dass atToc159

offensichtlich im Komplex mit atToc75, atToc33 und/oder atToc34 vorliegt. Bestätigt

werden diese Daten der Coimmunpräzipitation durch die Ergebnisse der BN-PAGE. Dort

ist in WT Blättern (siehe Abb. 3.33) zu sehen, dass atToc159, atToc75, atToc33 und

atToc34 die größte Proteinmenge bei ca. 800 kDa aufweisen. Weitere Hinweise darauf,

dass atToc159 mit atToc33 und/oder atToc34 zusammen im Komplex vorliegt, liefert

der Vergleich ihrer Expressionsmuster im WT und der atToc159 -Mutante (siehe Abb.

3.26, 3.29). So ist der Gehalt von atToc33 und atToc34 in der Mutante auf unter 50%

vom WT reduziert, obgleich die Gene in der Mutante verstärkt exprimiert werden (siehe

Abb. 3.12, Tab. 3.2). Auch in der BN-PAGE der atToc159 -Mutante ist eindeutig ein

verringerter Gehalt an atToc33 und atToc34 zu beobachten (siehe Abb. 3.29). Offenbar

fehlt den atToc33- und atToc34-Proteinen in der atToc159 -Mutante atToc159 als Kom-

plexpartner und sie können deshalb nicht in größeren Mengen akkumulieren. Weiterhin

spricht für die Komplexbildung von atToc159 mit atToc33, dass in der atToc33 -Mutante

ebenfalls atToc159 in reduziertem Gehalt vorliegt (siehe Abb. 3.26, 3.30).

Aus den Ergebnissen der Coimmunpräzipitationen lässt sich des Weiteren ableiten, dass

atToc159 gleichermaßen mit atToc33 als auch atToc34 Komplexe bildet, denn sowohl

mit αToc33, als auch αToc34 wurden die selben Mengen an vorhandenem atToc159

coimmunpräzipitiert. Ebenso wurde mit dem Toc159A-Antikörper jeweils dieselbe Men-

ge an vorhandenem atToc33 und atToc34 coimmunpräzipitiert (siehe Abb. 3.35).

Ob atToc159 gleichzeitig Komplexe mit atToc33 und atToc34 bildet oder jeweils mit

nur einem Protein, konnte nicht endgültig geklärt werden. Die Ergebnisse der Coim-

munpräzipitation mit αToc33 und αToc34 (siehe Abb. 3.35) weisen jedoch darauf hin,

dass sehr wahrscheinlich nur ein Toc34-Homologer zusammen mit atToc159 Komplexe

bildet, denn es wurden jeweils nur sehr geringe Mengen des jeweils anderen Homologen

coimmunpräzipitiert, wobei diese Signale vermutlich als unspezifisch anzusehen sind, wie

schon im Abschnitt 3.3.6 erörtert.

AtToc132 und atToc75 interagieren mit atToc34, wie anhand der Coimmunpräzipitation
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mit dem Toc132A-Antikörper zu sehen ist (siehe Abb. 3.35). Bestätigt wird dieses durch

die umgekehrte Coimmunpräzipitation von atToc132 mit dem Toc34-Antikörper. Mit

dem Toc33-Antikörper wird ebenfalls atToc132 coimmunpräzipitiert, allerdings in gerin-

geren Mengen als mit dem Toc34-Antikörper. Dieses deutet darauf hin, dass atToc132

bevorzugt mit atToc34 und zu geringeren Teilen auch mit atToc33 interagiert.

Für einen Komplex, der atToc120 enthält, konnten weder durch die BN-Analysen noch

durch die Coimmunpräzipitation mit dem atToc120-Antikörper weitere Komponenten

des Komplexes identifiziert werden. Es ist jedoch möglich, dass atToc120 Komplexe mit

atToc34 bildet, denn es ist in der Coimmunpräzipitation mit αToc34 ein schwaches Si-

gnal für atToc120 sichtbar, welches bei der Coimmunpräzipitation mit αToc33 nicht zu

sehen ist (siehe Abb. 3.35). Dieses wird unterstützt durch weitere, hier nicht gezeigte

Coimmunpräzipitationen mit solubilisierten Membranen aus der atToc132 -Mutante in

denen sowohl mit αToc34 als auch αToc33 ein eindeutiges Signal für atToc120 zu detek-

tieren war. Da mit αToc34 ein stärkeres Signal zu beobachten war, ist anzunehmen, dass

atToc120 bevorzugt mit atToc34 und zu geringeren Teilen auch mit atToc33 interagiert.

Die hier diskutierten Ergebnisse bezüglich der Zusammensetzung passen größtenteils zu

den Beobachtungen von Ivanova et al. (2004). Auch sie konnten die Toc159-Homologen

jeweils mit atToc75, atToc33 und atToc34 präzipitieren, wobei sie aus ihren Ergebnissen

geschlussfolgert haben, dass atToc159 präferentiell mit atToc33 interagiert, während at-

Toc132 und atToc120 mit atToc34 Komplexe bilden. Die vornehmliche Interaktion von

atToc132 und atToc120 mit atToc34 konnte bestätigt werden, aber im Gegensatz zu

ihren Ergebnissen weisen sowohl die Coimmunpräzipitationen als auch weitere Untersu-

chungen darauf hin, dass atToc159 zu gleichen Teilen mit atToc33 und atToc34 assoziiert.

Allerdings zeigt die in dieser Arbeit als auch die von Ivanova et al. (2004) durchgeführte

Analyse der Komplexzusammensetzung, dass ganz offensichtlich kein Toc159-Homologer

ausschließlich Komplexe mit nur einem Toc34-Homologen bildet, sondern dass vielmehr

alle Toc159-Homologen in der Lage sind sowohl Komplexe mit atToc33 als auch atToc34

zu bilden.

Die Charakterisierung der Toc-Komplexe in Arabidopsisis thaliana zeigt, das sich diese

grundsätzlich nicht von denen aus Erbse unterscheiden. Es ist jeweils das porenbildende

Toc75 und ein homologes Rezeptorprotein von Toc34 und Toc159 enthalten. Unter der

Annahme, dass die für Erbse ermittelte Stöchiometrie von 1:4:4-5 zwischen Toc159,

Toc75 und Toc34 stimmt (Schleiff et al., 2003b), und auch auf Arabidopsis anwendbar

103



4 Diskussion

ist, würde der atToc159-Komplex ein Molekulargewicht von 662 – 700 kDa aufweisen,

je nachdem, ob 4 oder 5 atToc33 oder atToc34 enthalten wären. Diese Komplexgröße

stimmt annähernd mit dem in der BN-PAGE-Analyse ermittelten Molekulargewicht von

700 – 900 kDa überein. Die leichte Verschiebung zum höheren Molekulargewicht könnte

darauf zurückzuführen sein, dass weitere, hier nicht untersuchte Toc-Komponenten, wie

z. B. Toc64 und Toc12 an die Komplexe gebunden sind. Für den atToc132-Komplex

ergäbe sich analog eine Größe von 632 – 670 kDa und für atToc120 eine Größe von 602 –

640 kDa. Beide Größen korrelieren ebenfalls mit den beobachteten Molekulargewichten

von 600 – 800 für den atToc132-Komplex und 550 – 800 für den atToc120-Komplex.
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4.2 Funktion der Toc159-Rezeptorfamilie

Neben der Größe und Zusammensetzung der Komplexe wurde in dieser Arbeit unter-

sucht, welche Funktion die Toc159-Homologen atToc159, atToc132 und atToc120 in Ara-

bidopsis thaliana besitzen. Dazu wurden die Phänotypen von Arabidopsis-Nullmutanten

für diese Gene miteinander verglichen und ihre Protein- und Transkriptgehalte ebenfalls

vergleichend analysiert.

4.2.1 Hinweise auf unterschiedliche Funktionen für atToc159,

atToc132 und atToc120

Die Phänotypen der Mutanten für atToc159, atToc132 und atToc120 geben Hinweise

auf eine unterschiedliche Funktion der Rezeptorproteine. Während atToc159 einen al-

bino Phänotyp aufweist und atToc132 einen leicht gelblich gescheckten Phänotyp, ist

atToc120 äußerlich nicht vom WT zu unterscheiden (siehe Abb. 3.15, 3.18). Dieses zeigt,

dass atToc159 möglicherweise gegenüber atToc132 und atToc120 eine unterschiedliche

Funktion aufweist, da diese die Funktion von atToc159 in der atToc159 -Mutante nicht,

oder nur geringfügig, kompensieren können. Gleiches gilt für die atToc132 -Mutante,

auch hier ist offenbar kein anderes Rezeptorprotein in der Lage die Funktion voll zu

übernehmen. Lediglich das Fehlen von atToc120 kann offensichtlich durch ein anderes

homologes Protein kompensiert werden.

Die Phänotypen wären andererseits auch durch eine unterschiedlich starke Expression

der Toc159-Homologen zu erklären. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass at-

Toc159 offensichtlich in den Blättern stärker exprimiert wird als atToc132 und atToc120,

wobei atToc120 die geringsten Proteinmengen im WT aufweist. Dieses ist daran zu er-

kennen, dass mit den Antikörpern gegen atToc159, atToc132 und atToc120 in Arabi-

dopsis-Blättern die stärksten Signale für atToc159 erhalten werden, wogegen atToc120

nur schwer zu detektieren ist (siehe Abb. 3.7). Dies korreliert mit den ermittelten Trans-

kriptgehalten für atToc159, atToc132 und atToc120 (Bauer et al., 2000; Yu und Li, 2001;

Kubis et al., 2004; Ivanova et al., 2004). Es wäre also möglich, dass das Fehlen von at-

Toc159 aufgrund seiner Häufigkeit einen stärkeren Effekt hervorruft als das Fehlen von

atToc132 oder atToc120, obgleich alle Proteine möglicherweise die selbe Funktion be-

sitzen. Dieses ist aber offenbar für atToc159 nicht der Fall, denn die atToc159 -Mutante

lässt sich weder durch atToc132, atToc120 noch atToc90 (dem letzten homologen Mit-

glied der Toc159-Familie) unter der Kontrolle eines starken, konstitutiven Promotors

komplementieren (Ivanova et al., 2004; Kubis et al., 2004). Dies weist darauf hin, dass
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atToc159 offenbar eine gegenüber atToc132 und atToc120 unterschiedliche Funktion be-

sitzt, welches mit der Beobachtung, dass atToc159 in Komplexen ohne atToc132 und

atToc120 vorliegt, sehr gut vereinbar ist.

Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen der drei Toc159-Homologen zeigt, dass atToc159

zu atToc132 und atToc120 nur zu 37 bzw. 40% identisch ist (siehe Tab. 3.1). Dage-

gen weisen atToc132 und atToc120 untereinander eine Identität von 76% auf. Es ist

ebenfalls zu beobachten, dass atToc159 in den Blättern viel stärker exprimiert wird

als in den Wurzeln. Im Gegensatz dazu liegt von atToc132 in den Wurzeln nahezu der

selbe Proteingehalt wie in den Blättern vor. Selbiges wurde für atToc120 beobachtet

(siehe Abb. 3.31). Sowohl die hohe Homologie zwischen atToc132 und atToc120 als

auch das selbe Expressionsmuster in den Blättern und Wurzeln weisen darauf hin, dass

sie möglicherweise eine ähnliche Funktion besitzen. Weitere Hinweise darauf geben die

erhöhten Transkriptgehalte für atToc132 und atToc120 in der jeweils anderen Nullmu-

tante (siehe Tab. 3.2), auch wenn keine Erhöhung der Proteingehalte nachweisbar ist

(siehe Abb. 3.26). Unterstützt wird diese These jedoch durch den embryo- oder keim-

lingsletalen Phänotyp von atToc132/atToc120 -Doppelmutanten (Ivanova et al., 2004;

Kubis et al., 2004). Während in der atToc120 -Mutante noch ein Rezeptorprotein anwe-

send war, das seine Funktion übernehmen konnte, ist dieses in der atToc132/atToc120 -

Doppelmutante nicht mehr vorhanden. Deshalb ist davon auszugehen, dass die Funktion

von atToc120 in der atToc120 -Mutante von atToc132 übernommen wurde. Der leicht

gelblich gescheckte Phänotyp der atToc132 -Mutante beruht möglicherweise auf der sehr

geringen Expression von atToc120, so dass atToc120 allein aufgrund seiner Menge das

Fehlen von atToc132 nicht kompensieren kann. AtToc132 besitzt offenbar eine ähnliche,

wenn nicht gar die selbe Funktion wie atToc120.

Es ist anzunehmen, dass atToc159, atToc132 und atToc120 wie ihr Homolog aus Erb-

se ebenfalls als Rezeptorproteine für Vorstufenproteine dienen. Die hier beobachtete

unterschiedliche Funktion von atToc159 gegenüber atToc132 und atToc120 ist dem-

nach sehr wahrscheinlich auf unterschiedliche Substratspezifitäten der Rezeptorproteine

zurückzuführen. Hinweise darauf liefern auch die Ergebnisse von Smith et al. (2004) und

Ivanova et al. (2004). Sie haben in in vitro Bindungsanalysen eine spezifische Bindung

von atToc159 an die photosynthetischen Vorstufenproteine pSSU und pFd beobachtet,

die sich nicht von den nicht-photosynthetischen Vorstufenproteinen pL11 (50S ribosoma-

les Protein L11) bzw. pE1α (E1α Untereinheit der Pyruvatdehydrogenase) kompetieren

ließ. Im Gegensatz dazu konnten sie eine spezifische Bindung von atToc132 an pE1α

detektieren.

106



4 Diskussion

Dies wirft die Frage auf, welche Gruppe von Vorstufenproteinen über einen atToc159-

Komplex bzw. atToc132- oder atToc120-Komplex transportiert werden. In der Lite-

ratur wird angenommen, dass atToc159 für den Transport von reichlich vorhandenen

photosynthetischen Proteinen zuständig ist, während atToc132 bzw. atToc120 atToc34

den Transport von nicht-photosynthetischen Proteinen, den sogenannten housekeeping-

Proteinen, gewährleisten (Bauer et al., 2000; Kubis et al., 2004; Jarvis und Robinson,

2004; Bédard und Jarvis, 2005). Wie im nächsten Abschnitt gezeigt wird, ist atToc159

offensichtlich nicht nur am Transport von photosynthetischen Proteinen beteiligt.

4.2.2 Potentielle Substrate von atToc159

Die Funktion von atToc159 ist in grünem Gewebe offensichtlich bedeutender als in den

Wurzeln, wie anhand der größeren Proteinmenge in den Blättern zu beobachten ist (Abb.

3.31). Dieses korreliert mit dem Phänotyp von atToc159, der eindeutig einen Defekt in

der Chloroplastenbiogenese aufweist (siehe Abb. 3.15, 3.17)(Bauer et al., 2000). Beide

Beobachtungen führen zur Annahme, dass atToc159 sehr wahrscheinlich als Rezeptor

für photosynthetische Proteine dient. Da aber atToc159 auch in Wurzeln vorkommt,

wenn auch in geringeren Mengen als in den Blättern, ist atToc159 vermutlich auch am

Transport von nicht-photosynthetischen Proteinen beteiligt.

Für die Annahme, dass atToc159 als Rezeptor für photosynthetische Proteine dient,

spricht, dass alle untersuchten photosynthetischen Proteine in der atToc159 -Mutante

drastisch gegenüber dem WT reduziert sind (siehe Abb. 3.20). Weitere Untersuchun-

gen zum Gehalt von plastidären Proteinen mittels Western- und 2D-Gelanalyse in at-

Toc159 zeigen, dass neben den reduzierten photosynthetischen Proteinen auch eini-

ge nicht-photosynthetische Proteine in geringeren Mengen in der Mutante akkumulie-

ren (siehe Abb. 3.21, Tab. 3.3). Darunter sind Proteine ganz unterschiedlicher Funk-

tion. Dieses zeigt, dass atToc159 offensichtlich als Rezeptor für photosynthetische als

auch nicht-photosynthetische Proteine dient. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen wer-

den, dass einzelne verringerte Proteingehalte sowohl photosynthetischer als auch nicht-

photosynthetischer Proteine indirekt durch das Fehlen anderer nicht transportierter Plas-

tidenproteine verursacht werden.

Es ist bekannt, dass die Genexpression von kernkodierten Plastidenproteinen durch den

Zustand der Plastiden beeinflusst wird, indem sie Signale an den Kern senden, welche

die Genexpression regulieren (Surpin et al., 2002; Fey et al., 2005; Nott et al., 2006).

Es wurde untersucht, welche Gene in der atToc159 -Mutante ein verändertes Verhalten
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gegenüber dem WT zeigen, um Hinweise auf mögliche Substrate von atToc159 zu er-

halten. Eine Analyse der mRNA-Gehalte von kernkodierten Plastidenproteinen in der

atToc159 -Mutante mittels eines DNA-Arrays ergab, dass der größte Teil der Gene im

Vergleich zum WT stärker exprimiert wurde (54%), während 40% unveränderte und

nur 6% der Gene geringere Expressionen zeigten. Dabei ist auffällig, dass die Grup-

pe der photosynthetischen Gene am stärksten herabreguliert wurde. Dies korreliert mit

der vorherigen Beobachtung, dass die photosynthetischen Proteine nur in sehr geringen

Mengen in der Mutante akkumulieren und deutet darauf hin, dass die im Import betrof-

fenen Proteine in der atToc159 -Mutante transkriptionell reprimiert wurden. Das ist gut

an der kleinen Untereinheit der RubisCO (pSSU) zu sehen, für die auch eine spezifische

Bindung mit atToc159 nachgewiesen wurde (Smith et al., 2004).

Ein zur atToc159 -Mutante sehr ähnliches Expressionsmuster wurde von Kubis et al.

(2003) im DNA-Array der atToc33 -Mutante beobachtet. Auch dort sind viele photo-

synthetische Gene stark herabreguliert, von denen angenommen wird, dass es sich um

Substrate von atToc33 handelt.

Vergleicht man den Anteil der herabregulierten photosynthetischen Gene, mit denen al-

ler herabregulierten Gene im DNA-Array, dann fällt auf, dass diese nur 25% darstellen.

Bei den restlichen 75% handelt es sich um kernkodierte, nicht-photosynthetische Pro-

teine, wie z. B. der Carboanhydrase, für die ebenfalls ein verringerter Proteingehalt in

der atToc159 -Mutante nachweisbar war. Dieses kann ebenfalls als Hinweis dafür ange-

sehen werden, dass sowohl photosynthetische als auch nicht-photosynthetische Proteine

als Substrate von atToc159 in Frage kommen. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass

einige Gene indirekt durch das Fehlen anderer Proteine co-reprimiert werden.

Eine Gemeinsamkeit fast aller in der atToc159 -Mutante reduzierten Proteine, die eben-

falls einen verringerten Transkriptgehalt in der Mutante aufweisen, sind ihre normaler-

weise hohen Transkriptgehalte im WT. Dies ist gleichermaßen in der gesamten Gruppe

der herabregulierten Gene im DNA-Array zu beobachten, während die Gruppe der un-

veränderten und hochregulierten Gene normalerweise geringere Transkriptgehalte im

WT aufweisen. Unter der Annahme, dass die stark exprimierten Gene nicht maßgeblich

einer zusätzlichen posttranskriptionellen Regulation unterliegen, lässt dies vermuten,

dass atToc159 als Rezeptor für stark exprimierte Proteine dient.

Diese These wird durch die Ergebnisse der 2D-Gelanalyse der atToc159 -Mutante un-

terstützt, denn die Proteine, die einen verringerten Proteingehalt in der atToc159 -

Mutante aufweisen sind im WT als stark exprimierte Proteinspots zu detektieren (siehe

Abb. 3.23), wobei die nicht-photosynthetischen Proteine (Spot 11 – 14) ebenso starke

Signalintensitäten aufweisen wie die photosynthetischen Proteine (Spot 1 – 10).
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Da selbst in der atToc159 -Albinomutante die möglichen Substrate von atToc159 noch

in geringen Mengen akkumulieren, und in heterotropher Kultur sogar die Bildung von

Thylakoiden (siehe Abb. 3.17) mit offenbar funktionsfähigen Photosystemen stattfindet,

welches anhand der leichten Ergrünung der Pflanze (siehe Abb. 3.16) und einer messba-

ren Effizienz des PSII zu beobachten ist (persönliche Mitteilung von Dr. Gutensohn), er-

folgt der Import dieser Proteine auf einem anderen Weg als über den atToc159-Rezeptor.

Dies geschieht sehr wahrscheinlich über die anderen Rezeptoren, aber offenbar mit ei-

ner viel geringeren Effizienz, so dass ein photoautotrophes Wachstum ohne atToc159

nicht möglich ist. Nur durch die Anzucht auf saccharosehaltigem Medium bleibt der

atToc159 -Mutante offenbar genügend Zeit, um einige, unter anderem für die Photosyn-

these benötigte, Proteine zu importieren.

4.2.3 Potentielle Substrate von atToc132

Der nahezu gleich hohe Proteingehalt von atToc132 in den Blättern und Wurzeln (Abb.

3.31) lässt vermuten, dass atToc132 für den Transport von Proteinen verantwortlich ist,

die sowohl in Chloroplasten als auch anderen Plastiden benötigt werden.

Wie in Abschnitt 4.2.1 erörtert, besitzt atToc132 offenbar zu atToc159 unterschiedli-

che Substratspezifitäten. Dieses spiegelt sich beim Vergleich der Proteomanalyse von

atToc159 mit einer ähnlichen von Kubis et al. (2004) durchgeführten Analyse der at-

Toc132 -Mutante wieder. Für viele der in der atToc159 -Mutante reduzierten Proteine ist

in der atToc132 -Mutante ein unveränderter (Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase, kleine

Untereinheit der RubisCO) oder gar erhöhter (Ribulosephoshat-Kinase) Proteingehalt

nachweisbar. Die Ergebnisse der Western-Analysen in dieser Arbeit (siehe 3.22) ergaben

weiterhin, dass für einige photosynthetische Proteine und Chaperone kein veränderter

Proteingehalt nachweisbar war. Dieses weist darauf hin, dass atToc132 nicht am Trans-

port der genannten Proteine beteiligt ist. Es ist aber nicht auszuschließen, dass atToc120

zum Teil das Fehlen von atToc132 in der atToc132 -Mutante kompensiert und einige Sub-

strate von atToc132 in einem unverändertem Gehalt vorliegen.

Die Ergebnisse der Proteomanalyse von Kubis et al. (2004) zeigen ebenfalls, dass nur

4 der analysierten Proteine in reduzierten Mengen in der atToc132 -Mutante vorliegen.

Dabei handelt es sich um zwei Enzyme des Aminosäurestoffwechsels und zwei Isoenzy-

me der Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase aus dem Calvin-Zyklus. In den hier durch-

geführten Western-Analysen wurden zwei weitere, wenn auch nur geringfügig reduzierte

Proteine identifiziert (plastidäre Glutaminsynthetase und Hcf136). Dieses würde darauf

hindeuten, dass atToc132 sowohl am Transport von photosynthetischen als auch nicht-
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photosynthetischen Proteinen beteiligt ist. Allerdings sind die Fruktose-1,6-bisphosphat

Aldolase, Hcf136 und die Glutaminsynthetase ebenfalls in der atToc159 -Mutante re-

duziert. Da zuvor gezeigt wurde, dass atToc132 gegenüber atToc159 unterschiedliche

Substratspezifitäten aufweist, kann der verringerte Gehalt dieser Proteine nur in einer

Mutante direkt durch das Fehlen eines Rezeptors verursacht sein. Es ist somit unklar,

ob diese Proteine als Substrate von atToc132 oder atToc159 in Frage kommen.

Es ist ungewöhnlich, dass bei der von Kubis et al. (2004) durchgeführten Proteomanalyse

nur vier gegenüber dem WT reduzierte Proteine identifiziert wurden, obgleich atToc132

sicherlich als Rezeptor für weitere Vorstufenproteine dient. Es könnte sein, dass, wie

schon zuvor erwähnt, möglicherweise atToc120 zum Teil das Fehlen von atToc132 kom-

pensiert. AtToc120 wird jedoch viel geringer exprimiert und die atToc132 -Mutante weist

einen leicht gelblich gescheckten Phänotyp auf, deshalb kann der atToc120-Rezeptor auf

keinem Fall dass Fehlen von atToc132 gänzlich kompensieren.

Eine zweite Begründung wäre, dass die im Import betroffenen Proteine mit dieser Me-

thode nicht detektiert werden, da sie nur gering exprimiert werden. Die von Kubis et al.

(2004) durchgeführte zweidimensionale Gelelektrophorese wurde mit Fluoreszenzfarb-

stoff markierten Chloroplastenproteinen durchgeführt. Die eingesetzte Methode ist nicht

so sensitiv wie die Silberfärbung (Tonge et al., 2001), mit der bis zu 10 ng Protein

nachweisbar sind. Unter der Annahme der gleichen Sensitivität würde das bedeuten,

dass Proteine, die weniger als 0,02% der eingesetzten Proteinmenge (50 µg) ausmachen,

nicht detektiert werden können. Die Sensitivität der Floureszenzmarkierung ist jedoch

geringer, weshalb die Nachweisgrenze der Proteine noch über 0,02% der eingesetzten

Proteinmenge liegt. Da die photosynthetischen Proteine, den größten Teil im Gesamt-

extrakt aus Chloroplasten ausmachen, ist es durchaus möglich, dass ein großer Teil der

Proteine unter diese Nachweisgrenze fällt. Somit wären mögliche Veränderungen im Pro-

teingehalt von gering exprimierten Proteinen nicht zu detektieren.
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4.3 Schlussfolgerungen und Arbeitsmodell

Die hier diskutierten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unter Hinzunahme der aktu-

ellen Veröffentlichungen anderer Arbeitsgruppen führen zu dem in Abb. 4.1 dargestell-

ten Arbeitsmodell der Komplexzusammensetzung und Substratspezifität der Toc159-

Homologen in Arabidopsis thaliana.

Es enthält prinzipiell das in der Literatur beschriebene Modell, welches davon ausgeht,

dass atToc159 zusammen mit atToc33 für den Transport der reichlich vorhandenen pho-

tosynthetischen Proteine verantwortlich ist, während atToc132 bzw. atToc120 zusammen

mit atToc34 den Transport von nicht-photosynthetischen Proteinen gewährleisten (Ku-

bis et al., 2004; Bédard und Jarvis, 2005; Kessler und Schnell, 2006).

Dieses Modell wurde aber erweitert, da die Zusammensetzung der Komplexe vielfältiger

ist. Es stehen offenbar mehrere Toc-Komplexe für den Import von Vorstufenproteinen zur

Verfügung, die sich jeweils aus einem Rezeptorprotein der Toc159-Familie, dem Trans-

lokationskanal atToc75 und den Rezeptoren atToc33 oder atToc34 zusammensetzen.

Zum anderen gibt es einige Hinweise darauf, dass atToc159 sowohl am Transport pho-

tosynthetischer als auch nicht-photosynthetischer Proteine beteiligt ist, wie erstmals in

dieser Arbeit gezeigt wurde. Deshalb ist die funktionelle Einteilung der potentiellen Sub-

strate von atToc159 gegenüber atToc132 und atToc120 in photosynthetische Proteine

gegenüber nicht-photosynthetische Proteine nicht länger haltbar. Es muss eine ande-

re Gemeinsamkeit der Substrate geben, die über einen atToc159- oder atToc132 bzw.

atToc120-Komplex transportiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf

hin, dass eine Einteilung in stark gegenüber schwach exprimierte Proteine zutreffender

ist. Dies passt zu der in der Literatur beschriebenen These, warum zwei Importwe-

ge mit unterschiedlichen Substratspezifitäten existieren. Laut Kubis et al. (2003) ver-

hindern die substratspezifischen Proteinimportwege, dass die weniger häufigen nicht-

photosynthetischen Proteine mit den reichlich vorhandenen photosynthetischen Pro-

teinen um einen Rezeptor konkurrieren müssen. Ihre These beruhte darauf, dass für

atToc159 bisher nur photosynthetische Proteine als potentielle Substrate nachgewiesen

wurden, welche wiederum bekanntermaßen in größeren Mengen vorkommen. Diese These

kann nun allgemein auf reichlich vorhandene Proteine ausgedehnt werden.
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Der Import von stark exprimierten Vorstufenproteinen erfolgt offenbar über Komplexe,

die sich aus atToc159/atToc75/atToc33- bzw. atToc159/atToc75/atToc34 zusammen-

setzen. Da atToc159 und atToc33 stärker in Blättern exprimiert werden, ist anzuneh-

men, dass sie zusammen einen Komplex bilden, der hauptsächlich für den Transport von

stark exprimierten photosynthetischen Proteinen verantwortlich ist. Mit atToc34, wel-

ches sowohl in Blättern als auch Wurzeln gleich stark exprimiert wird, bildet atToc159

wahrscheinlich Komplexe, die vorzugsweise den Transport von stark exprimierten nicht-

photosynthetischen Proteinen gewährleisten. Die Zuordnung der kleinen Rezeptoren ist

nur präferentiell, denn die Analyse der atToc33 -Mutante als auch in vitro Bindungs-

anaylsen weisen darauf hin, dass nicht ausschließlich atToc33 als Rezeptor für photo-

synthetische Proteine und umgekehrt atToc34 als Rezeptor für nicht-photosynthetische

dient (Gutensohn et al., 2004; Jelic et al., 2003).

AtToc132 und atToc120 sind, da sie zu atToc159 unterschiedliche Substratspezifitäten

aufweisen, vermutlich für den Transport von gering exprimierten Proteinen verantwort-

lich. Dabei handelt es sich sehr wahrscheinlich größtenteils um nicht-photosynthetische

Proteine und eventuell auch einige photosynthetische Proteine. Der Transport dieser

Proteine erfolgt vorwiegend über die Komplexe mit atToc34, denn atToc132 und at-

Toc120 interagieren primär mit atToc34.

Inzwischen wurden auch in anderen höheren mono- und dikotylen Pflanzen homologe

Rezeptorproteine identifiziert (Voigt et al., 2005; Gutensohn et al., 2006), so dass anzu-

nehmen ist, dass das Vorkommen substratspezifischer Importwege generell verbreitet ist.

Da offensichtlich eine Einteilung der Vorstufenproteine in verschiedene Gruppen möglich

ist, hat dies zur Konsequenz, dass die Transitpeptide strukturelle Unterscheidungsmerk-

male besitzen müssen, die bisher noch nicht identifiziert wurden.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Rezeptorkomponenten der

Toc159-Familie aus Arabidopsis thaliana in den Proteinimportkomplexen der äußeren

Hüllmembran von Plastiden genauer analysiert. Es galt zum einen zu klären, ob sie

als homologe Proteine die selbe oder aber unterschiedliche Funktionen besitzen. Da-

zu wurden Arabidopsis T-DNA Insertionsmutanten für die Gene atToc159, atToc132

und atToc120 isoliert und vergleichend analysiert. Zum anderen galt es die Größe und

Zusammensetzung der Toc-Komplexe in Arabidopsis zu charakterisieren. Es wurden An-

tikörper gegen atToc159, atToc132 und atToc120 hergestellt, um die homologen Proteine

in den Komplexen, die mittels Blue Native-PAGE und Coimmunpräzipitationen analy-

siert wurden, nachweisen zu können.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im Folgenden zusammengefasst:

1. Es wurden erfolgreich spezifische Antikörper gegen atToc159, atToc132 und atToc120

hergestellt und aufgereinigt. Mit den Antikörpern konnte gezeigt werden, dass at-

Toc159 ein apparentes Molekulargewicht von 230 kDa, atToc132 eines von 200 kDa

und atToc120 eines von 170 kDa aufweist. Des Weiteren konnte anhand von löslichen-

und Membranproteinfraktionen aus Arabidopsis nachgewiesen werden, dass die Re-

zeptorproteine ausschließlich in Membranen vorkommen.

2a. Die Daten der Blue Native-PAGE und Coimmunpräzipitationen weisen darauf hin,

dass sehr wahrscheinlich nur ein Toc159-Homologer pro Komplex enthalten ist und

kein großer Toc-Komplex mit allen Rezeptorproteinen gemeinsam existiert. Diese

Komplexe weisen eine Größe von ca. 800 kDa für atToc159, 600 – 800 kDa für at-

Toc132 und 550 – 800 kDa für atToc120 auf. Alle Toc-Komplexe bestehen aus einem

Rezeptorprotein der Toc159-Familie, dem porenbildenden atToc75 und den Rezep-

torproteinen atToc33 oder atToc34. AtToc159 bildet gleichermaßen Komplexe mit

atToc33 und atToc34, während atToc132 und atToc120 bevorzugt mit atToc34 inter-

agieren.

114



5 Zusammenfassung

2b. Neben der Untersuchung der Toc-Komplexe in den Blättern wurden diese auch in den

Wurzeln genauer analysiert. Die Komplexe, die atToc159, atToc132 bzw. atToc120

enthalten, weisen in den Wurzeln die selbe Größe wie in den Blättern auf. Im Unter-

schied zu den Blättern ist hier jedoch der Komplex, der atToc159 enthält, im Vergleich

zu den Komplexen von atToc132 und atToc120 nur in stark verringerten Mengen vor-

handen. Dieses kann als Hinweis dafür angesehen werden, dass in den Blättern und

Wurzeln zwar die selben Komplexe existieren, aber in unterschiedlichen Mengen vor-

kommen. Da neben atToc159 auch atToc33 in den Wurzeln nur gering exprimiert

wird, ist anzunehmen, dass sie zusammen einen Komplex bilden, dessen Funktion in

den Blättern bedeutender ist als in den Wurzeln.

3. Vergleichende Untersuchungen (Phänotyp, Northern, Western, 2D-Analyse, DNA-

Array) von Nullmutanten für atToc159, atToc132 und atToc120 weisen darauf hin,

dass atToc159 sehr wahrscheinlich für den Transport von stark exprimierten photo-

synthetischen und nicht-photosynthetischen Proteinen verantwortlich ist. Die beiden

anderen Rezeptoren atToc120 und atToc132 besitzen offensichtlich andere Substrate

als atToc159, wobei es für atToc132 Hinweise gibt, dass es für den Transport von

gering exprimierten Proteinen zuständig ist.
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chloroplasten. Z Naturforschg 21b:690–697.

Livak, K. J. und Schmittgen, T. D. (2001) Analysis of relative gene expression data

using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25

(4):402–408.

Logan, D. C., Domergue, O., de la Serve, B. T. und Rossignol, M. (1997) A new family

of plasma membrane polypeptides differentially regulated during plant development.

Biochem Mol Biol Int 43(5):1051–1062.

122



Literaturverzeichnis

Ma, Y., Kouranov, A., LaSala, S. und Schnell, D. (1996) Two components of the chloro-

plast protein import apparatus, IAP86 and IAP75, interact with the transit sequence

during the recognition and translocation of precursor proteins at the outer envelope.

J Cell Biol 134(2):315–327.

Martin und Herrmann (1998) Gene transfer from organelles to the nucleus: how much,

what happens, and Why? Plant Physiol 118(1):9–17.

Martin, W., Rujan, T., Richly, E., Hansen, A., Cornelsen, S., Lins, T., Leister, D.,

Stoebe, B., Hasegawa, M. und Penny, D. (2002) Evolutionary analysis of Arabidopsis,

cyanobacterial, and chloroplast genomes reveals plastid phylogeny and thousands of

cyanobacterial genes in the nucleus. Proc Natl Acad Sci U S A 99(19):12246–12251.

May, T. und Soll, J. (2000) 14-3-3 proteins form a guidance complex with chloroplast

precursor proteins in plants. Plant Cell 12(1):53–64.

McFadden, G. I. (1999) Endosymbiosis and evolution of the plant cell. Curr Opin Plant

Biol 2(6):513–519.

Meurer, J., Plücken, H., Kowallik, K. V. und Westhoff, P. (1998) A nuclear-encoded pro-

tein of prokaryotic origin is essential for the stability of photosystem II in Arabidopsis

thaliana. EMBO J 17(18):5286–5297.

Miroux, B. und Walker, J. (1996) Over-production of proteins in Escherichia coli: mutant

hosts that allow synthesis of some membrane proteins and globular proteins at high

levels. J Mol Biol 260(3):289–298.
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