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Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Forschungsprojekts sollten Untersuchungen zur Kompartimentierung  der
Biogynthese esenhdtiger Kofaktoren in Hoheren  Pflanzen  durchgefiihrt  werden.
Hauptsichlich sollten die Folgen ener Beantréchtigung der Biosynthese von Eisen Schwefd-
Zentren (Fe/S-Zentren) néher charakterisert werden. Hierfir wurde mit dem Arabidopsis-
Wildtyp C24 und der starik-Mutante gearbeitet. Be starik handdt es sch um eine Knock-out-
Mutante eines mitochondriden ABC-Transporterproteins (Stal), das vermutlich Fe/S-Zentren
aus den Mitochondrien in das Cytosol befordert. Ein homologes Protein zu Stal wurde beim
Menschen identifiziert, hier interagiet das Protein mit der ubiquitdr  vorkommenden
Ferrochdatase. Die Ferrochdatase i ein Schllissdlenzym der Tetrgpyrrolbiosynthese, wobel
noch nicht endeutig gezeigt werden konnte, ob das Enzym ausschligdich in den
Chloroplasten oder auch in den Mitochondrien lokdigert ist. Aus diessm Grund wurde ene
Tabak-Mutante in die Untersuchungen einbezogen, deren Hambiosynthese beentréchtigt i
Hierbel handdt es sch um die Ferrochdatase-antisense-Linie E82. Ein Hauptanliegen dieser
Arbeit war es, differentidl exprimierte Proteine der Mutanten aufzusplren und diese dann in
physologischen Kontext der Mutation zu gdlen. So sollten die abweichenden Phénotypen
der eingesatzten transgenen Pflanzen auf Proteinebene néher charakterisert werden. Um die
Auswirkungen ener beantrdchtigten Biosynthese eisenhdtiger Kofaktoren in Arabidopsis
thaliana und Nicotiana tabacum untersuchen zu kdnnen, erwies es sSch ds notwendig, neue
Methoden zu etablieren.

Ein, wenn nicht das Hauptaugenmerk dieser Arbeit musste auf die Etablierung neuer
Methoden in diesem Labor gdegt werden. Die Methodenentwicklung erstreckte sich Uber
eénen weten Beech und benhdtetle von der Maeridgewinnung (Organdlen) Uber die
Proteinextraktion, die zwedimensonde Proteinauftrennung bis hin  zur  anschlief3enden
Proteinvisudiserung ein breites methodisches Spektrum. So wurden zunéchst Methoden zur
Isolierung intakter Chloroplasten und Mitochondrien aus beiden Pflanzengpezies modifiziern,
optimiert und letztlich etabliert. Vor dlem die Isolierung intakter und reiner Mitochondrien
aus Pflanzen ewies dch ds aulerordentlich problematisch. Da die Ausbeute an
Mitochondrien aus Pflanzen sehr gering audfid, wurden Suspensonskulturen von C24 und
starik  angdegt. Die Proteomandyse von subzdluld&en  Fraktionen  wurde  Uber
zweidimensonde (2D) Gedektrophorese durchgefihrt. Die Proteome der aus C24- und
starik-Suspensonskulturen isolieten  Mitochondrien wiesen keine dgnifikanten Unterschiede
auf, was eventud| auf die noch undifferenzierten, etiolierten Zellen zurtickzuftinren ist.



In diesem Labor wurde bis dahin keine 2D-Geddektrophorese durchgefiihrt, jedoch ist es im
Rahmen dieser Arbeit gdungen, auch diese Methode zu etablieren und auf Zuverldssgkeit zu
prifen. Leider erwies dch die Methode ads ungeeignet, Aussagen bezlglich der néheren
Charakteriderung abweichender Phanotypen der eingesetzten Mutanten zu machen.

Schltusselworter: Arabidopsisthaliana/ Organellen / Proteomanalyse



Abstract

This sudy was amed a locdizing the compatments where ironcontaning co-factors are
biosynthessed in higher plants. Invedigations were caried out in the plants dysfunctiond in
iron homeostasis.

Main objective was to characterize the consequences due to the impairment of ironsulfur
(F&/S) clugter homogenises. In this context the chosen plants were Arabidopsis thaliana wild-
type (ecotype C24) and the dstarik-mutant. starik is a T-DNA-insation mutant of the
mitochondrid ABC-transporter protein (Stal) that is presumed to transport Fe/S-cluster
gynthesised in mitochondria to the cytosol . A homologue of Stal has been identified in Homo
sapiens, which interacts with the Fe/S-cluser of human ferrochelatase. In  tobacco,
ferrochdatase is a key enzyme in tetrapyrrole biosynthess. But till date the locdization
remains an open question whether it is directed to chloroplast and mitochondria or only in
chloroplast. Because of this fact a tobacco ferrochelatase-antisense-mutant has been included
in the study, which is deficient in heme biosynthess. Mgor god of this investigation was to
identify the target proteins and assgn ther function in the physologicad context of the
mutation. For the anadyss of the defective biosynthess of ironcontaining co-factors, it was a
pre-requiste to esablish a working method. Method development included isolation of
mitochondria and chloropladts, protein extraction from these organdles two-dimensond
(2D) protein separation and findly to visudize the locdization of proteins. The isolation of
chloroplasts and mitochondria was modified from published protocols for Arabidopsis and
tobacco, optimised and established. The isolation of a pure mitochondria fraction from green
plants is very difficult and not reproducible. Due to very low mitochondriad content and
contaminations with chloroplasts, it was decided to switch to Arabidopsis C24 and garik cdl
cultures. Proteomic analyss of both C24 and starik was done by 2D-gd eectrophoress.
There were no dgnificant differences between the proteome of Arabidopsis C24 and garik
which could be explained due to the fact that cdl cultures were used and those were etiolated.
Furthermore the andyss of intact chloroplasts and tota extracts from Arabidopsis and
tobacco did not lead to any results, which could explain the necrotic and chlorotic phenotypes
of the mutants. During this study it was possble to establish saverd new methods in the
laboratory, but due to the problems of the reproducibility of the methods, it was impossible to

come to any conclusions about different protein expression in wild-types and mutants.
Key-words: Arabidopsisthaliana/ Organelles/ Proteomanalysis
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EINLEITUNG

1 Einleitung

In dieser Arbet sollten Untersuchungen zur Kompatimentierung der  Biosynthese
esenhdtiger Kofaktoren in Hoheren Pflanzen durchgefihrt werden. Vor dlem die Folgen
eing Beantréchtigung der Biosynthese von EisenSchwefd-Zentren (Fe/S-Zentren) sollten
charakterisert werden. In dlen Kompartimenten einer Zele kommen zahireiche Proteine vor,
die Fe/S-Zentren oder Hamgruppen ds prosthetische Gruppen enthaten. Diese Proteine sind
an eng Rehe von meabolischen Prozessen beteligt und dienen unter anderem  ds
Elektronenlbertréger  zahlreicher  Redoxresktionen (CAMMACK 1992,  JOHNSON 1998,
IMSANDE 1999, PAPENBROCK ET AL. 2001).

In Untersuchungen an dem Bodenbakterium Azotobacter vinelandii wurde ein Gencluster
charakterigert, das fur dle notwendigen Proteine des Enzymkomplexes der Nitrogenase und
der darin enthdtenen Fe/S-Zentren codiert (JACOBSEN ET AL. 1989). Diese Gene werden als
NIF-Gene (nif: nitrogenfixation) bezeichnet (CANNON ET AL. 1977, DEANET AL. 1993,
PETERSET AL. 1995). In Azotobacter vinelandii konnte en zusitzliches Genclugter
charakterisert werden, das mehrere zu den NIF-Genen homologe Sequenzen enthdt. Diese
sogenannten |SC-Gene (isc: iron suifur cluster) codieren offenbar ausschlieldich fur Proteine,
die an der Synthese von Fe/S-Zentren beteligt snd (ZHENGET AL. 1993). Zu Beginn der
Biosynthese von Fe/S-Zentren wird reduzieter Schwefel von Desulfhydrasen (z.B. NifS)
bereitgestdlt (ZHENGET AL. 1998). Wahrend das nif-Operon spezifisch fir die Biogenese der
Nitrogenase in Stickstoff-fixierenden Organismen verantwortlich ig, hat das isc-Operon eine
generdle Rolle be Bildung und Reparatur von Fe/S-Proteinen in der Zele. Das isc-Operon
lifat demnach die Grundausstattung fur die Synthese von Fe/S-Zentren. Homologien zum
isc-Operon von A.vinelandii wurden in der eukaryotischen Béckerhefe Saccharomyces
cerevisiae néher charekterisert und es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von Fe/S-
Zentren  offenbar ausschligdich  in Mitochondrien  dattfindet (KISPAL ET AL. 1999,
MUHLENHOFF & LiLL 2000). Weitere homologe Gene wurden sowohl in Prokaryoten as auch
im Genom da Maus und des Menschen identifiziet (LAND & ROUAULT 1998,
NAKAI ET AL. 1998, KISPALET AL. 1999). Der prokaryotische Syntheseweg ist somit mit dem
eukaryotischen tellweise homolog. Auf dieser Grundlage baserend wurde das in Abbildung 1
dargestellte Modell aufgestellt. Es beschreibt eine ausschliefldiche Synthese von Fe/S-Zentren
in pflanzlichen Mitochondrien und enen anschlielfenden Trandfer der Fe/S-Zentren in andere
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Zdlkompartimente, z.B. in die Chloroplasten. Dies hétte zur Folge, dass der Chloroplast nicht
in der Lage wae, die von ihm bendtigten Fe/S-Zentren sdbst zu synthetisieren und folglich

von den Mitochondrien gespeist werden miisste.
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Abb. 1: Hypothetisches Modell fir die Fe/SZentrenbiosynthese in Hoheren Pflanzen (PAPENBROCK
unverdffentlicht, Stand September 2000). C-DES (Cysteindesulfydrase), NifS (mitochondriale
Cysteindesulfhydrase), 1scU1& 2 (Eisenbindende Proteine), HscB (Chaperone des Hspd0/DNAJ Typs), HscA
(Chaperone des Hsp70/DNAJ Typs), Yahl (Reduktion von Schwefel und/oder Eisen), IscA (Funktion
ungeklart), Fd (Ferrodoxin).

In Chloroplasten kommen zahlreiche Proteine vor, die Fe/S-Zentren ds prosthetische
Gruppen enthdten. Plagiden bedtzen demzufolge enen immens hohen Bedaf an RS-
Zentren, z.B. fur Feredoxin. Von TAKAHASHI ET AL. (1986 & 1991) wurden biochemische
invitro Untersuchungen an isolieten Chloroplasten aus Spinat  durchgefiihrt, die enen
egendandigen Biosynthesaweg von Fe/S-Zentren in Plagtiden wahrschainlich machen. In
diesen Arbeten konnte gezeigt werden, dass zumindest das Fe/S-Zentrum von Ferredoxin in
Chloroplasten gebildet werden kann. Biochemisch und molekularbiologisch  durchgefiihrte

Untersuchungen an dem Cyanobakterium  Synechocystis  dlitzen diese  Hypothese
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(LEIBRECHT & KESSLER 1997, LANG & KESSLER 1999, JASCHKOWITZ & SEIDLER 2000). In
Synechocystis exisieren Proteine, die an der Maturation von Fe/S-Zentren beteligt snd.
Diese Proteine zeigen Homologien zu den in Hefe nachgewiesenen Proteinen der Fe/S-
Zentren-Biosynthese. So konnte ein homologes Protein zu NifS identifiziet werden. Dieses
C-DES-Protein  (Abb.1) in Synechocystis fungiet ebenfdls ds Cysendesulfhydrase.
Synechocystis gilt ds en prokaryontisches Chloroplastenmoddl Hoherer Pflanzen. Die
phylogenetische Verwandtschaft zwischen Cyanobakterien und Chloroplasten  ist  lange
bekannt und endosymbiontisch zu begrinden (FAY & VAN BAALEN 1987). Zu Beginn der
Arbeit (September 2000) war nicht geklart, welche Proteine in Hoheren Pflanzen an der
Synthese der Fe/S-Zentren beteligt snd und in welchen Kompatimenten die Synthese
Sattfindet.

Aus Untersuchungen an Hefe war bekannt, dass Fe/S-Zentren aus den Mitochondrien in das
Cytosol exportiert werden (HIGGINS 1992, BAUER ET AL. 1999). In der inneren Membran von
Hefemitochondrien wurde das Atmlp-Protein identifiziert (LEIGHTON & SCHATZ 1995), das
vermutlich die Funktion eines Exporterproteins Ubernimmt (LILL ET AL. 1999). Atmlp gehort
Zu eng grolen Protenfamilie von ATP-abhdngigen Transmembranprotenen und delt enen
“ABC-Hadbtrangporter dar. Ein homologes Protein zu Atmlp aus Hefe i in Arabidopsis
thaliana bekannt. Dort codiert das STA1-Gen fir das mitochondride ABC-Transporterprotein
Stal (KUSHNIRET AL. 2001). In der Arabidopsis starik-Mutante ist das STA1-Gen durch eine
T-DNA-Insation ausgeschdtet (KUSHNIRET AL. 2001). Makroskopisch unterscheidet sich
starik vom Wildtyp C24 durch Zwergenwachsum und enen chlorotischen Phénotyp, fir den
bisher noch keine Erklarung gegeben werden konnte. Ein weiteres homologes Protein zu
Atmlp und Stal wurde bem Menschen identifiziert (BEKRI ET AL. 2000). Dieses hABC7-
Protein interagiet nach neuesten Untersuchungen mit dem Fe/S-Zentrum der menschlichen
Ferrochelatase TAKETANI ET AL. 2003). Aus diesem Grund wurde Anfang 2003 eine Tabak-
Mutante in die Untersuchungen einbezogen, deren Hambiosynthese beantréchtigt ist. Diese
Ferrochelatase-antisense-Linie E82 reaultiet aus Nicotiana tabacum der Sorte Samsun NN
(SNN). Die transgenen Tabakpflanzen unterscheiden sch vom Wildtyp SNN durch enen
nekrotischen Phanotyp und wurden von PAPENBROCK ET AL. (2001) naher untersucht. Bel der
Ferrochdatase handdt es dch um en ubiquitdr vorkommendes Enzym, das zwewertiges
Eisen in  Protoporphyrin  IX chelatiert. Protoporphyrin IX ig das letzte gemeinsame
Intermediat der Chlorophyll- und Hambiosynthese.
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Die Ferochdatase it en Schlissdenzym der Tetrgpyrrolbiosynthese, wobel noch nicht
endeutig gezeigt werden konnte, ob das Enzym ausschliefdich in den Chloroplasten oder
auch in den Mitochondrien lokdisert id. Die pflanzliche Tetrapyrrolbiosynthese gdlt en
komplexes Netzwerk zwischen Zelkern, Chloroplasten und Mitochondrien dar. Anhand der
Arabidopsis thaliana-Mutante starik und der Nicotiana tabacum-Mutante E82 sollte gekl&rt
werden, wie dch Beantréchtigungen der  Biosynthese dsenhdtiger Kofaktoren  auf
Proteinebene auswirken, besonders da ene genetische Anormdité dlein nicht zwingend
phanotypische Unterschiede erklart. In diesr Arbeit wurden ergmads primé physiologische
Versuchsansiize fur die in vivo-Andysen einer unterschiedlichen Proteinexpression in dem
Sysdem “Pflanze’ gewdhit. Hierzu war es notwenig, Methoden zur Isolierung intakter
Chloroplasten und Mitochondrien aus Tabak- und Arabidopsi s- Pflanzen zu entwicken.

Jedoch werden immer wieder dlgemene Schwierigkeiten bel der  Mitochondrienisolierung
aus Pflanzen beschrieben (SINGH ET AL. 2000, MILLARET AL 2001A). Pflanzen bestzen, im
Gegensatz zu nicht autotrophen eukaryotischen Zdlen, Plastiden unterschiedlicher GrolRe und
Dichtee. Dazu z&hlen Amyloplagen, Chromoplasten, Leukoplasten, undifferenzierte
Proplastiden und Chloroplasen. In  dlen photosynthetisch  aktiven  Pflanzengeweben
dominieren die Chloroplasten. In  ener Spinat-Mesophyllzelle bestehen 16% des
Gesamtvolumens aus Chloroplagten, wahrend Mitochondrien lediglich 05% ausmachen
(HELDT 1999). Daaus resultit en aulers ungingiges Organdlenverhdtnis fir ene
Isolation von Mitochondrien aus Blatmaterid. Zudem weisen Mitochondrien, Chloroplasten
und Peroxisomen ene nahezu identische Dichte auf und haben somit  &hnliche
Sedimentationseigenschaften (LOTTSPEICH & ZORBAS1998). Be der Isolierung  enes
Organdlentypus  konnen folglich Kontaminationen mit anderen Zdlkompartimenten  kaum
verhindert werden. Die Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen Methoden behanddt die
Isolation von Organdlen aus Erbse oder Spinat. Demnach mussten fir die Isolierung von
Organdlen aus Arabidopsiss und Tabak-Pflanzen die bestehenden Methoden modifiziert,
optimiert und etabliert werden.

Sat Dezember 2000 gilt die vollgandige GenomrAndyse von Arabidopsis thaliana ds
abgeschlossen. Dies kann jedoch nur ds erster Schritt gdlten, Versténdnis von der Umsetzung
der gendischen Information in ein Genprodukt, melst en Protein, und der Funktion des
Genproduktes zu erlangen. Die Gesamtheit dler Proteine, die abhéngig von zahlreichen
beainflussenden Faktoren von einem Genom exprimiert werden, wird ds Proteom bezeichnet
(WILKINSET AL. 1997). Wéahrend das Genom detisch idt, unterliegt das Proteom st&ndigen
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Veranderungen. So weisen  Proteinexpressonsmudgter in - Abhédngigkeit von  physiologischem
Zweck, Differenzierungsstatus  und  Umwdtfaktoren  gravierende  Unterschiede  auf
(LOTTSPEICH 1999). Die Proteomandyse it somit ene Momentaufnehme des jewelligen
Jetztzugandes des Stoffwechsds (PENG& Gyd 2001). Die zwedimendonde (2D)
Gedektrophorese gelt bel der angewandten Proteomandyse eine Schltissdtechnologie dar,
mit der Proteinkomplexe ds enzene Polypeptide dargestdlt werden konnen. Die
Technologie der 2D-Geleektrophorese wurde ersmas 1975 beschrieben (KLOSE 1975,
O FARRELL 1975, SCHEELEET AL.1975). Ihr liegt das Prinzip ener mehrdimensonden,
elektrophoretischen  Trennung zugrunde. Die Trennung der Proteine efolgt in zwe
voneinander  unabhdngigen  Polyacrylamid- Gelelektrophoresesystemen, die  unterschiedliche
Eigenschaften der Proteine fur ihre Separation ausnutzen. Das Auflosungsvermbgen der 2D-
Gelelektrophorese it durch diese beiden Trennmethoden ausgesprochen grofd und kann mehr
als 10.000 Proteingpots pro Ge betragen (KLOSE & KOBALZ 1995).

In der ersen Dimenson werden die Proteinextrakte nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl)
aufgetrennt.  Hieflr wurden zunéchst Tréger-Ampholyte verwendet, doch erst durch die
EinfUhrung immobiliseter pH-Gradienten (IPG) konnte die Handhabung der Methode
deutlich verbessert werden (BJELLQVIST ET AL. 1982, FICHMANN 1999,
MATSUI ET AL. 1999B). In der zweten Dimenson werden die Protene dann nach ihrem
Molekulargewicht Uber SDS-PAGE aufgetrennt (GORGET AL. 1985). Vor dem Ubergang von
der eden af de zwdte Dimendon efolgt die sogenannte  Equilibrierung
(BERKELMANN & STENSTEDT 1998, RABILLOUD 2000). Danach missen dle Proteine
vollgéndig und homogen in die 2zwete Dimenson tranderiet weden, um de
Reproduzierbarkeit der Methode zu sichern (GORGET AL. 1987). Die aufgetrennten Proteine
werden  im Anschluss mittedls  verschiedener  Farbetechniken  visudiset.  Die
Weterentwicklungen der Massenspektroskopie und der Bioinformatik Mitte der neunziger
Jahre  emdglichten dann  ene wetere  Andyse der  visudideten  Proteingpots
(WILM ET AL. 1996, WILKINSET AL. 1997). Durch die Fortschritte der letzen Jahre hat die
Proteomandyse immer mehr Bedeutung auf den Gebieten der Medizin, der Mikro- sowie der
Pflanzenbiologie gewonnen. Sie wird engesetzt zur Charakteriserung von Mutationen und
auch be der Suche nach stressinduzierten Proteinen (THIELLEMENT ET AL. 1999).

Jedoch benhdtet die Methode enige Hindenisses So gedtdtet dch die Festlegung von
Koordinaten in einem 2D-Gd problematisch. Wie bereits beschrieben, handdt es sch be
dem Proteom eines Organismus um en dynamisches System, seine Abbildung mittes 2D-G4
jedoch g ddtisch. Eine definitive Bindung determinierter Protene an bestimmte pH-
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und/oder MW-Werte wirde der Dynamik nicht gerecht und sogar die Brauchbarkeit der
gesanten Methodik in Frage dellen. Dennoch missen Protenspots, die moglichs in dlen
Proben kontinuierlich nachzuweisen und Uber das Ged vertelt snd, ds sogenannte
yLandmarks® definiet werden. Ba Kenntnis ihrer eigenen pH-Werte und ihrer molekularen
Grof3e dienen sie der Zuordnung anderer Spots.

Ein Hauptanliegen diesr Arbat war es, differetidl exprimierte Proteine der Mutanten von
Arabidopsis thaliana und Tabak aufzuspiren und diese dann in enen physologischen
Kontext zur Mutation zu dgdlen Hierzu musste zunéchst die Methodik der 2D-
Gelelektrophorese etabliert werden.

Ein, wenn nicht das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag demzufolge auf der Etablierung neuer
Methoden in diessm Labor. Die Methodenentwicklung erdreckte sich Uber einen welten
Bereich und benhdtete von der Maeridgewinnung Uber die Proteinextrektion, die
zwedimensonde Proteinauftrennung bis hin  zur anschliefenden  Proteinvisudiserung  en
breites methodisches Spektrum. Erst nach Klaung der Frage, ob die eingesetzten Methoden
addguat snd, kan die Frage der Kompatimentieeung der Biosynthese esenhdtiger
K of aktoren geklart werden. Folgende Fragen krigtdliserten Sch hierbel heraus:

It es mdglich, Organdlen reproduzierbar aus grinem Gewebe zu isolieren?

I es madglich, die Proteome von Chloroplasten und Mitochondrien mittels 2D
Geeektrophorese aufzutrennen?

Wie ig die reproduzierbare Durchfihrbarkeit der zweidimensonden Geldektrophorese
Zu bewerten?

Konnen in Hoheren Pflanzen mit den angewandten Methoden homologe Proteine zu dem
Hefe- und Synechocystis-Modell detektiert werden?

I e moglich, den abwechenden Phénotyp transgener Pflanzen  mittes

proteomandytischer Methoden zu erkléren?
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2 Material & Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Listeder verwendeten Chemikalien und anderer Produkte

Alle Medien, Puffer, Stamm- und Arbeitdésungen wurden mit bidedtillietem Wasser (H,0)
angesdtzt.

?? Amersham Biociences (Grof3oritannien): Percoll

?? AppliChem (Damgadt): Acrylamid (30%ige und 49%ige Stammidsung),
Ammoniumsulfat, 3[(3- Cholomidopropyl) Dimethyl- Amino] - 1- Propansul fonat
(CHAPS), Chloroform, Coomassie Brillant Blue G250, Dimethylsulfoxid (DMSO),
D-Mannit, Essgsaure, Formamid, Glucose, Glycin, Kanamycin (Kan), MOPS,
Natriumchlorid,  Nitrotetrazoliumblauchlorid  (NBT), PMSF, Ponceau S, SDS,
Sorhitol, Tris

?? BioRad (USA): Gold, IPG Strips pH 3-10 und 4-7, Minerddl

?? Carl Roth GmbH CO (Kalguhe): 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP), 5-
Brom-4-chlor-3-indalyl-?-D-gdactosd (X-G4), Agaose, Ammoniumnitrat,
Ammoniumpersulfat  (APS), Ampicllin  (Amp), Bovines Serum Albumin (BSA),
Dithiothreitol (DTT), Formddehyd, HEPES, |sopropyl-1-thio-?-D-gaactosd (IPTG),
Kdiumchlorid,  Kdiumnitrat, = Magnesumsulfat, = Myo-Inosit,  Natriumcarbonat,
Nitrocdlulosemembran fUr Proteine, Polyvinylpyrrolidon (PVP K-25), Roti Blue,
RoatiA-Blot (Anodenpuffer), RotiK -Blot (Kahodenpuffer), Thioharngtoff

?? Fluka (NeuwUlm): 1,24-Dichlorphenooxyessgsaure, Aminocapronsdure  (ACA),

Borsdure, Jodacetamid, L-Cydein, Natriumbicinchoninat (BCA),
Natriumpyrophosphat, Natriumthiosulfat, ortho- Phosphorsdure (85%),
Pyridoxolhydrochlorid

?? Gibco BRL (Karlsruhe): Agar, Restriktionsenzyme
?? Herler (Radolfzdl): Magermilchpulver
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J.T. Baker (B.-V.-Deventer, NL): Glycerin, Harngtoff, Isopropanol, Kaliumacetat,
Methanol, Natronlauge, Saccharose, Salzséure

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): 1-kb-Leter

Merck (Damdadt): Cdcumchlorid, Chloroform,  Ethylendiamintetraessgsaure
(EDTA), Kdiumjodid, Kobdtchlorid, Kupfersulfat, Magnesumchlorid, Mangan(ll)-
chlorid, Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid,
Natriummolybdat, Nicotinsdure, Perchlorsaure, Phosphorsaure, Silbernitrat,
Sulfosdicylsure, Thiaminiumdichlorid, Tween-20, Zinksulfat

MWG-Biotech (Ebersberg): Primer

Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen): T4-DNA-Ligase

Promega (Mannhem): pGEM-T-Vektor, T4-DNA-Ligase

Quiagen GmbH (Hilden): pQE-30-Vektor, QIAquick Gel Extraction Kit

Riedel-de-Haen (Sedze): Bromphenolblau (BPB), Kdiumdihydrogenphosphat,
Kaiumphosphat, Trichloressgsaure (TCA)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheém): N-Dodecylmatosd, Protease Inhibitor
Cocktail

Schleicher & Schudll (Dassd): Nytran Plus positiv gel adene Polyamidmembran

Serva (Heidedberg): Anti-rabbit 1gG (whole molecule), Alkdine Phosphatase-
Konjugdt, BaktoTrypton, Ethidiumbromid, Hefeextrakt, Lauroylsarcosin,
Morpholinoethansulfonsdure (MES), Natriumhydrogenphosphat, RNase A

Sgma (USA): Bis-Tris, Natriumtartrat, N,N,N,N  Tetramethyl-ethylenesiamine
(TEMED), Polyvinylpyrrolidon (PVP K-40), Tricin
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2.1.2 Listeder verwendeten Ger ate

Tabdle 1: Liste der verwendeten Geréte

Aquadest.-Anlage Fistreem cyclon

Autoklav Varioklav H+P

Bdeuchtung der Klimakammern TLD 58W/33/ Philips

Brutschrank Memmert

Elektroblotgerét Roth

Elektrophoresespparaturen Mincell EC 370M Electrophoretic Gal System

Gielammer fir Polyacrylamid Gielkammer HSl / S. Franziskus

Gee PROTEAN |1 xi Céll/ BioRad

Homogenisator (Mixer) Braun

[ nkubationschrank fur INFORSHT

Suspensionskulturen

Magnetrihrer mit Heizplatte MR 3001 K / Heidolph

PCR-Gerédt PCR-Cycler / Peglab

pH-Meter Maxi-M1 Janke & Kunke / IKA Werk

Photometer UVICON XS/ Bio-Tek Instruments

Schitttelinkubator Hachbrettschiittler / Infors AG

Schitttler Cetomat R/ B. Braun

Spannungsgeber Hdfer, Biometra-Mini-PP, 2301 Marcodrivel / LKB
Bromma, POWERPAC 1000/ BioRad

Sterilbank CEAG Envirco

Thermoblock Dig-Block JR / Laboratory Devices Inc., USA

Ultra- Turrax Moddl T25 Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

UV-Leuchttisch UV-Tisch / Schiitt

Vortexer MS2, Minishaker IKA Werk

Waagen L610D / Sartorius Laboratory, 770/Kern

Wasserbader GFL 1092 und 1086 / Schiitt

Zentrifugen Biofuge pico / Heraeus Sepatech, Ultrazentrifuge

Beckman L7-55, BR4i / Juoan, RC-5B Refridgerated
Superspeed Centrifuge / Sorvall
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2.2 Eingesetzte Ver suchsor ganismen

2.2.1 Verwendete Pflanzen

Arabidopsis thaliana Wildtyp C24

starik-Mutante, resultiert aus C24

Nicotiana tabacum var. Samsun NN (SNN)

Nicotiana tabacum Ferrochel atase-antisense-Linie E82, resultiert aus SNN

Pisum sativum var. Schone Rheinlanderin

2.2.2 Verwendete Suspensionskulturen

Arabidopsis thaliana C24 und starik

2.2.3 Eschericha coli (E. coli) zur heter ologen Expression des Stal-Proteins

Um das Stal-Protein heterolog zu exprimieren, erfolgte eine Hitzeschocktransformation der
entsprechenden  Plasmid-DNA  in E. coli. Hierfir wurde der E. coli-Samm XL1-blue
angesetzt.

2.3 Anzucht der Versuchsorganismen

2.3.1 Sterile Aussaat von Arabidopsis thaliana-Samen

In ein Eppendorfgefdd wurden 10mg der Samen und 1 ml 70 %iges Ethanol gegeben und
anchlielfend 5-10 Minuten Uberkopf durchmischt. Das Ethanol wurde abgegossen und die
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Samen mit 1ml Hypochloritisung (1:1 mit HO verdinnt) far 10 Minuten  Gberkopf
durchmischt. Die Hypochloritiésung wurde mittels ener Pipette enthommen und die Samen
grindiich mit H,O gereinigt. Die derilen Samen wurden nochmas in H,O aufgenommen und
mit einem Drigdskispatel auf dem entsprechenden Medium verteilt.

2.3.2 Sterile Aussaat von Nicotiana tabacum-Samen

Bel der Aussaat von Nicotiana tabacum-Samen wurde dnlich verfahren wie ba Arabidopsis
thaliana-Samen, jedoch wurden hier 40 mg Samen eingesetzt und die Sterilisationszeit mit
70 %igem Ethanol auf dre Minuten verklrzt. Auch die Sterilisstion mit Hypochlorit betrug
hier lediglich finf Minuten.

2.3.3 Anzuchtbedingungen von Arabidopsisthaliana-, Pisum sativum-

& Nicotiana tabacum-Pflanzen

Die Samen von Arabidopsis thaliana Heynh. Wildtyp C24 sammen urspriinglich aus dem
Arabidopsis stock center der Ohio State Universty. Die Pflanzen wurden fir zwel bis dre
Wochen unter Langtag-Bedingungen (16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkeheit) bei 23°C/21°C
im Gewéachshaus auf Erde oder auf dem Substrat TKS1 (Floragard, Deutschland) gezogen.
Wenn notig, wurde fur 16 Stunden am Tag zusdizliche beeuchtet, um enen konstanten
Quantenfluss von 300 umad mi? st zu gewshrleisten.

Die starik-Mutante resultiert aus dem Wildtyp C24 von Arabidopsis thaliana und wurde
freundlicheweise von Dr. S. Kushnir, Univerdtéd Gent (Begien), zur Verfligung gestdlt
(KUSHNIRET AL. 2001). Pisumsativum var. Schone Rheinldnderin wurde unter identischen
Bedingungen fir 18 Tage gezogen. Nicotianatabacum var. Samsun wuchs unter den
beschriebenen Bedingungen drei Wochen auf dem Substrat TKSL. Die Ferrocheatase (FeCh)-
antisense-Linie E82 wurde geril auf MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS)-Platten ausgesét und
durch Zugabe von Kanamycin sdektiert (PAPENBROCK ET AL. 2001). Die dret Wochen dten
Pflanzen wurden anschlief?end im  Gewéchshaus unter den  beschriebenen  Bedingungen

angezogen.
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2.3.4 Kultivierung von Arabidopsisthaliana in einer Suspensionskultur

Arabidopsis thaliana (C24 & starik) wurden deril auf MS-Platen mit Kanamycin ausgesit.
Den zwe bis dreé Wochen dten Pflanzen wurden Bléter und Wurzeln entfernt und das
Hypokotyl auf MS-Patten inkubiert. Es erfolgte die Kalusnduktion, so dass undifferenzierte
Zdlen gebildet wurden und ba de Prdpaation von  Mitochondrien  keine
Gewebeunterschiede beachtet werden mussten. Schlieldich wurden Suspensionskulturen nach
MAY & LEAVER (1993) angezogen. Die Kultivierung fand be ener Temperatur von 235°C
datt. Um die Entwicklung reifer Chloroplasten, die sch préparativ nur schlecht von den
Mitochondrien trennen lassen, zu unterbinden, wurden die Kulturen im Dunken angezogen.
Ein glechmdiger Sauerdoffeintrag in das Medium wurde durch kongantes Schiiteln (90
Umdrehungen pro Minute) gewahrle stet.

Das vewendete MS-Medium wa en Volmedium und erméglichte optimaes Wachsum.
150 ml des autoklavieten Mediums wurden in enen 500 ml Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und
mt 2g Zdlen angempft. Nach gSeben Tagen Inkubation unter den oben genannten
Bedingungen  wurden die  Kulturen fir die  MitochondrienPrgparation  nach

KRUFT ET AL. (2001) verwendet.

M S-Medium: 20,6 MM NH;NO3;, 3mM CaCl, x 2 H,0, 1,5mM MgSO, x 7 H,0, 18,8 mM
KNOs, 0,97 mM KH,PO,4, 58 MM Saccharose, 550 mM Myo-Inosit, 0,1 uM H;BOs, 0,19 uM
CoCl; x6 H20O, 0,1 puM CuSO4 x5H,0, 102uM EDTA, 01mM MnSO4x H,O, 1M
NgMoOs x2H,0, 5pM  KJ, 30puM ZnSO;x7H,O, 4puM Nicotinsiure, 2,26 uM
Dichlorophenoxyessigsaure (2,4-D), 1,88 uM Pyridoxolhdrochlorid, 0,29 uM
Thiaminiumdichlorid, 100 uM FeSOq, pH 5,7

2.4 Mitochondrienisolierung aus Pflanzenmaterial und
Zdlkulturen

Zur Minimierung von Proteasesktivitéten wurden dle eingesatzten Loésungen und Gerde
vorgekihlt. Die gesamten Prgparationen, enschliefdich der Zentrifugationsschritte, erfolgten
be 4°C oder auf Eis Den Puffern wurden die Proteasainhibitoren EDTA (inhibiert
Metaloproteasen) und/oder PM SF (inhibiert Serinproteasen) zugesetzt.
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2.4.1 Prgparation von Mitochondrien aus Arabidopsisthaliana-Pflanzen

nach DAY ET AL. (1985); modifiziert

Die oberirdischen Pflanzenorgane wurden drei Stunden  nach  Einschdten  der
Zusatzbdichtung geerntet, indem se mit ener grol¥en Raserklinge (10cm x 1 cm) abgetrennt
wurden. Das Frischgewicht wurde bestimmt und anschlieRend in 5ml Medium| pro g
Frischgewicht aufgenommen und in enem Mixe (Braun) zerkleinet. Die Pflanzentele
wurden bei hochser Stufe funfma zwel Sekunden homogenisert und durch Nylongaze mit
ener Porenweite von 40 um gefiltert. Das Filtrat wurde fir 10 Minuten be 2.000xg in @nem
GSA-Rotor (Sorvadl) zentrifugiert, um Zdltrimmer von den Mitochondrien zu trennen. Der
Uberstand wurde 20 Minuten bel 12.000xg zentrifugiet. Das be dieser Zentrifugation
entsehende mitochondrienhatige Pdlet wurde in 50-100 ml Medium| resuspendiert und in
enem Dounce-Homogenisator durchmischt. Es folgte ene wetere Zentrifugation von
furf Minuten bel 1.500xg im SS34-Rotor (Beckmann). Der Uberstand wurde erneut fir 20
Minuten bei 12.000xg zentrifugiert. Das Pdlet wurde in 2-12 ml Medium Il resuspendiert und
nochmals homogenisert. Je 2ml der Mitochondriensuspenson wurden auf 32 ml Medium 111
aufgetragen, das einen linearen PVP-25- Gradienten von 0-10 % [wi/v] enthidt. Wahrend der
45-minttigen Zentrifugation bel 70.000xg im SW28-Rotor (Beckmann) baute sch en
lineerer Dichtegradient auf. Die Mitochondrien bildeten eine geblichhweiRe Bande nahe des
Rohrchenbodens und wurden mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Um das Percoll zu
entfernen, wurden die Mitochondrien 1:5 mit Medium Il (ohne BSA) verdinnt und zweimd
bei 15.000xg fir 10 Minuten gewaschen (SS34- Rotor).

Medium [:0,3M Mannit, 25mM Natriumpyrophosphat, 10 mM KH,PO4, 1 mM EDTA,
0,2 % BSA, 0,5 % PVP-40, 4 mM L-Cystein, pH 7,6

Medium I1: 0,3 M Mannit, 10 mM KH,PO,4, 2 mM Glycin, pH 7,2, 0,1 % BSA

Medium |11:0,3 M Saccharose, 10 mM KH;POg4, pH 7,2, 0,1 % [w/v] BSA, 28 % Percoll
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2.4.2 Pr@paration von Mitochondrien aus Pisum sativum-Pflanzen nach

DAY ET AL. (1985); modifiziert

300g Erbsenblédter wurden in einem Mixer in 300 ml Aufschlusspuffer zerkleinert, durch
vier Lagen Mull und dann durch eine Nylongaze mit 50 um Porenweite filtriert. Anschlief3end
wurde das Filtrat bei 2.000xg fur 10 Minuten zentrifugiert (GSA-Rotor) und so von einem
Grossteil der Chloroplasten befreit. Der Uberstand wurde fur 20 Minuten bei 12.000xg im
GSA-Rotor  zentrifugiert. Das be  diesr Zentrifugation entstehende  mitochondrienhdtige
Pdlet wurde in 100 ml Resuspensonspuffer resuspendiet und dann be 1.500xg fir
furf Minuten  zentrifugiert, wobei die Thylakoide pdletieren. Der Uberstand wurde fur
20 Minuten  bel 12.000xg  zentrifugiert. Das  Mitochondrienpdlet  wurde in 10m
Resuspensonspuffer  aufgenommen. Je 15ml der  Mitochondriensuspenson  wurden  auf
32ml ena Gradientenlésung aufgetragen, die enen linearen PVP-25-Gradienten von O -
10 % [wiv] enthidt. Wahrend der 45-mindtigen Zentrifugation bei 40.000xg (SW28-Rotor)
baute sch en linearer Dichtegradient auf. Die Mitochondrien bildeten ene gdblich-weil3e
Bande nahe des Rohrchenbodens und wurden mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Um das
Percall zu entfernen, wurden die Mitochondrien 1.5 mit Resuspensonspuffer verdinnt und
zweima bea 15.000xg fir 20 Minuten gewaschen (SS34-Rotor). Aus 300 g Erbsenbléttern

konnten ca. 10 mg mitochondriales Protein isoliert werden.

Aufschlusspuffer: 0,3 M Mannitol, 25 mM Pyrophosphat, 10 mM KH,PO,4, pH 7,6, 1 mM
EDTA, 0,2 % [w/v] BSA, 0,5 % [w/v] PVP-40, 4 mM L-Cysein

Resuspensionspuffer: 0,3 M Mannitol, 10mM KH;PO4, pH 7,2, 2mM Glycin, 0,1 % [w/V]
BSA

Gradientenldsung: 0,3 M Saccharose, 10 mM KH,PO,4 pH 7,2, 0,1 % [w/v] BSA, 28 % [v/V]
Percoll
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2.4.3 Pr@paration von Mitochondrien ausNicotiana tabacum-Pflanzen nach

CHAUMONT ET AL. (1994)

8 bis 10g Tabakblétter wurden mittels enes Ultra-Turrax in 35 ml  Aufschlusspuffer
zakleinert. Nach Filtrationen durch zwe Lagen Mull und ene Nylongaze mit 50 ym
PorengrofRe wurde 1ml des Homogenates abgenommen und fir funf Minuten in ener
Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert, um so einen cytosolischen Uberstand und en organdlares
Pdlet zu erhdten. Das restliche Homogenat wurde 30 Sekunden bei 4.500xg in eénem SS34-
Rotor (Sorval) zentrifugiet. Das Pdlet wurde in 2 ml Suspendonspuffer aufgenommen. Je
1ml dieser Suspenson wurde auf einen zwestufigen Percoll-Gradienten| aufgetragen und 10
Minuten bea 14.400xg in enem SWA40-Rotor (Beckmann) zentrifugiert. Die Interphase
enthit die Chloroplasten, wahrend sich die Mitochondrien im Uberstand befanden. Aus
diessm mitochondrienreichen Uberstand wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation fur
12 Minuten bel  27.000xg im SS34-Rotor pdletiet. Das Pdlet wurde in 2m
Suspensonspuffer  aufgenommen,  auf  enen  weteren  zweistufigen  Percoll-Gradienten 1
aufgetragen und  30Minuten be  78500xg  zerifugiet  (SW40-Rotor).  Die
mitochondrienreiche  Interphase wurde mit  ener Peasteur-Pipette abgesaugt und  in
Suspensonspuffer ohne BSA fur funf Minuten be 15.000xg in ener Eppendorf-Zentrifuge

gewaschen.

Aufschlusspuffer: 0,33 M Saccharose, 50 MM TrissHCI pH 8,0, 0,2% [w/v] BSA, 04 %
[VIV] ?-Mercaptoethanol

Suspensionspuffer: 0,4 M Mannitol, 10 mM KH,PO4, 0,2 % [wiv] BSA, pH 7,2
Percoll-Gradient I: 4 ml ener 80 %igen Percoll-Losung und 5ml ener 40 %igen Percoll-
Ldsung in 250 mM Saccharose, 0,2 % [w/v] BSA

Percoll-Gradient 11: 3ml 45%ige Percoll-Lésung und 45ml 21 %ige Percoll-Lésung in
250 mM Saccharose, 0,2 % [w/v] BSA
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2.4.4 Pr@paration von Mitochondrien ausNicotiana tabacum-Pflanzen nach

NEUBURGER ET AL. (1982); modifiziert

100g Tabakbléater wurden nach Entfernen der Mittdrippe in @nem Mixer in 6ml
Homogenisationspuffer pro g Fischgewicht  aufgenommen und im  Mixer zwema be
niedrigder Geschwindigkeit fur funf Sekunden und enmd be hochster Geschwindigkeit fir
drei Sekunden homogenisiert. Das Homogenat wurde durch Nylongaze mit einer Porenweite
von 70 um und en weteres Md durch Nylongaze mit einer Porengrole von 40 pm gefiltert
und das Filtraa anschlieffend fur 20Minuten be 1.000xg im GSA- Rotor (Sorval)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fir 20 Minuten bel 14.333xg im GSA - Rotor zentrifugiert
und das Pdlet danach in 10 ml Waschpuffer resuspendiert. Die Suspenson wurde dreimd im
Dounce-Homogenisator durchmischt und mit Waschpuffer auf 100 ml  aufgefiillt. Es folgte
eine weitere Zentrifugation von 20 Minuten bei 1.000xg im GSA-Rotor. Der Uberstand wurde
20 Minuten bel 14.333xg zentrifugiet und das Pdlet in 5ml Waschpuffer aufgenommen,
drema im Dounce-Homogenisator durchmischt und auf ein entsprechendes Endvolumen von
3ml pro Dichtegradient eingestdlt. Es folgte ene Zentrifugation im SS34-Rotor fur ene
Stunde bei 40.000xg. Die mitochondrienreiche Phase befand sch im unteren Tell des
Rohrchens und wurde d&bgenommen. Die isolieten Mitochondrien wurden 110 mit
Waschpuffer ohne BSA verdinnt und fir 20 Minuten und 14.333xg zentrifugiert.

Homogenisationspuffer: 30 mM  Natriumpyrophosphat, 300 MM Saccharose, 2 mM EDTA,
0,3% BSA, 0,8 % PVP-25, 3 mM L-Cygein, 5 mM Glycin, 2 mM Mercaptoethanol, pH 7,5
Waschpuffer: 10 mM Kaiumphosphat, 300 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 0.1 % BSA
Dichtegradient: 10 mM Kaiumphosphat, 300 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 0,1% BSA,
30 % Percall, 10 % PVP-40

2.4.5 Préparation von Mitochondrien ausArabidopsisthaliana-Zdlkulturen

nach KRUFT ET AL. (2001)

Die Zdlen der Suspensonskulturen wurden vom N&hrmedium Uber en Seb getrennt, das
Frischgewicht besimmt, in 2 ml Aufschlusspuffer pro g Frischgewicht aufgenommen und in
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enen Mixer Ubeflhrt. Durch dreimaiges Homogeniseren fur jewels 15 Sekunden wurden
die Zdlen zerkleinert und das Homogenat durch Mull gefiltert. In zwel Waschschritten fir
finf Minuten bei 2.700xg im GSA-Rotor wurden die groben Zdlbruchstlicke abzentrifugiert
und anschlielfend die Mitochondrien durch ene 10-minitige Zentrifugation be  17.000xg
pelleiet. Das mitochondrienhdtige Pelet wurde in Waschpuffer mit enem Pind
resuspendiert und durch zweimaiges Betdtigen des Dounce-Homogenisators durchmischt. Je
3ml der Suspenson wurden auf enen dregufigen Dichtegradienten aufgetragen und fir
45 Minuten bei 70.000xg im SW28-Rotor zentrifugiert. Die Mitochondrien wurden an der
23%/40 %-Interphase mit  ener  Pegteurpipette entnommen  und  durch  zweimaliges
Zentrifugieren in Resuspensonspuffer fir 10 Minuten bei 14.500xg in einem SS34-Rotor
vom Percoll befreit und pelletiert.

Aufschlusspuffer: 450 mM Saccharose, 1,5 mM EDTA, 0,2% [w/v] BSA, 0,2 % [w/iv] PVP-
40,10 mM DTT, 0,2 mM PMSF, 15 mM MOPS/KOH, pH 7,4

Waschpuffer: 300 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 02mM PMSF, 100mM MOPY KOH,
pH 7,2

Dichtegradient: 10 ml ener 18 %igen Uber 10 ml einer 23 %igen und 10 ml ener 40 %igen
Percoll-L6sung in 0,3 mM Saccharose, 10 MM MOPS/KOH, pH 7,2

Resuspensionspuffer: 0,4 M Mannitol, 1 mM EDTA, 02mM PMSF, 10 mM Trici/KOH,
pH 7,2

25 Methoden zur Beurtelung de Renheit mitochondrialer

Fraktionen

2.5.1 Chlorophyll-M essung nach ARNON (1949)

Eine Methode, Verunrenigungen mitochondrider Fraktionen mit Chloroplasen oder
Chloroplastenfragmenten  festzustellen, besteht darin, die Fraktionen auf Chlorophyll zu
untersuchen. In diessm Fal wurden 20yl der Mitochondriensuspenson mit 1 ml 80 %igem
Acgon vermischt und zwe Minuten in ener Eppendorftischzentrifuge bel  14.000rpm
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zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Extinktion (E) des Uberstands bei 662 nm und 645 nm
gemessen und wie folgt berechnet:

[? Chlorophyll] = (20,2 * Esasnm + 8,02 * Essznm) * 0,051

2.5.2 Fumarase-M essung nach BERKEMEYER ET AL. (1998); modifiziert

Um die Renhet der isolieten Mitochondrien zu Uberprifen, wurde die Aktivitdt enes
sezidlen Makerenzyms gemessen. Die mitochondride Fumarase wurde photometrisch nach
BERKEMEYERET AL. (1998) bestimmt. Bei enem Gesamtvolumen von 3ml enthidt der
Reaktionspuffer 300 uM KH,PO, und 150 pM L-Maat und einen pH 7,4. Die Temperatur ist
kongant bei 25°C. Die Resktion wurde durch die Zugabe von 20l ene Suspenson
isolierter Mitochondrien gestartet. Die Fumarat-Produktion wurde durch Messen der
Absorption bel 240 nm im Photometer Uberwacht.

2.5.3 Messung des Sauerstoffverbrauchs isolierter Mitochondrien nach

DAY ET AL. (1985); modifiziert

De respiratorische  Sauerstoffverbrauch isolieter  Mitochondrien wurde mit ener  Clark-
Elektrode ba 25°C gemessen. Nach DAY ET AL. (1985) wird die Sauersioffkonzentration in
Luft-gesittigtem Wasser ds 240uM  angenommen. Die Elektrode wurde be  dlen
Expeimenten mit 3ml Resktionsmedium und 50 pl isolieten Mitochondrien gefullt. Im
esen Test wurden Mitochondrien anhand ihres Sauerstoffverbrauchs detektiert. Dazu wurden
dem Reektionsmedium und den Mitochondrien 1 mM ADP zugesetzt, bevor die Stimulation
der Respiration der Mitochondrien durch Zugabe von Succinat (Endkonzentration: 10 mM)
gemessen wurde. Die Intaktheit der Mitochondrien wurde gemé&ss NEUBURGERET AL. (1982)
Uberprift, indem der oben beschriebenen Resktionsmischung reduziertes Cytochromc
zugegeben und dessen dimulierender Effekt auf die Atmung der Mitochondrien gemessen
wurde. Um die Verunreinigung mit Peroxisomen zu Uberprifen, wurde der Glycolat-Oxidase-

abhéngige Sauerstoffverbrauch gemessen. Dazu wurden der Resktionsmischung in der Clark-
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Elektrode zuers 0,3mM KCN und dann Glycolat (Endkonzentration: 10 mM) zugegeben
(DAY ET AL. 1985).

Reaktionsmedium: 0,3 M Mannitol, 5mM MgCh, 10 mM KCI, 10 mM KH,PO4/pH 7,2 und
0,1 % [wiv] BSA

2.6 Chloroplastenisolierung aus Arabidopsis und Beurteilung ihrer
| ntaktheit

2.6.1 Chloroplastenisolierung nach JENSEN & BASSHAM (1966); modifiziert

Wie auch be de Isoliung von Mitochondrien wurden zur  Minimierung  von
Proteaseektivitdten dle engesetzten Losungen und Gerdte vorgekihit. Die gesamten
Préparationen, enschlieldich der Zentrifugationsschritte, erfolgten bei 4°C oder auf Eis.
Geerntet wurde auch hier drei Stunden nach Einschdten der Zusaizbeichtung, indem die
oberirdischen Pflanzenorgane mit ener groRen Raderklinge (10cm x 1cm) abgetrennt
wurden. Das Frischgewicht wurde bestimmt, in 8 ml Isolationsmedium pro g Frischgewicht
aufgenommen und in enem Mixer zerkleinet. Das Pflanzenmaterid wurde bel hochster Stufe
achtmad ene Sekunde homogenisert und anschlief?end durch Nylongaze mit einer Porenweite
von 40 um gefiltert. Das Fltrat wurde fur eine Minute ba 1.500xg zentrifugiert. Das bel
diesr Zentrifugation entstehende chloroplagenreiche  Pelet wurde in 100-200ml
Suspensonsmedium  resuspendiert und  erneut fir e@ne Minute ba 1500xg zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde zweima wiederholt. Das Gewicht des Chloroplastenpellets wurde
ermittdlt und in 3 ml Suspensonsmedium aufgenommen.

| solationsmedium: 330 mM Sorbitol, 50 MM MES/KOH, pH 6,5, 10 mM Tris, 2mM MgCh,
20 mM NaCl, 0,5 MM KH;POy4, 4 mM L-Cystein, 2 mM EDTA

Suspensionsmedium: 330 mM  Sorbitol, 50 MM HEPESKOH, pH7,6, 10 mM Tris 2 mM
MgChk, 1 mM MnCh, 20 mM NaCl, 5 mM Ascorbat, 2 mM NaNOs; 2 mM EDTA
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2.6.2 Intaktheitsiiberprifung der isolierten  Chloroplasten  nach
LEEGOOD & MALKIN (1986)

Die Intakthetsiberprifung der isolieten Chloroplasten verlief Uber die Messung der
Elektronentransportrate ihrer  Membransysteme. Hierzu wurde en Aliquot von 100yl der
isolieten  Chloroplastensugpension  entnommen und mit 1 mM  K3[Fe(CN)s] und 900 Ul
Suspensonsmedium (2.6.1) versstzt. Eine Kontrolle wurde wie folgt angesetzt: 100yl der
Chloroplastensuspension, 900 Wl H,O und 1 mM K3[Fe(CN)s]. Durch die Zugabe des H,O
wurden die Chloroplasten zu 100% zersttrt und Stdlten so eine Negativkontrolle dar. Die
Proben wurden funf Minuten dark belichtet, wobel der Elekironentrangport Uber die
Membranen induziet wurde und ene Reduktion des drewertigen Kaiumhexacyanoferrats
dattfand. Um diese Resktion zu stoppen, wurde unmittelbar nech der Bdichtungszeit 100 pl
3M HCIO4 zu jeder Probe dazugegeben. Die Eppendorfgefdde wurden fir zwel Minuten bei
16.000xg zentrifugiet und die Extinktionen der Ubergtinde bel einer Wdlenlange von
420 nm gemessen. Daraus ergab sich folgende Berechnung fur die Bestimmung der Intaktheit
von isolierten Chloroplasten:

Extinktion der isolierten Chloroplasten = Ec

Extinktion der Negativkontrolle = Ey = 100 %

Berechnung der zersttrten Chloroplastenin % : X = Ec* 100/Ey

Der s0 errechnete Wert muss von 100 subtrahiert werden und man erhdt den Intaktheitsgrad
der Chloroplasten in %.

2.7 Methoden zur Proteinbestimmung

Fir die Besimmung von Proteinkonzentrationen wurden die Methoden von BRADFORD
(1976) und LOWRY ET AL. (1951) angewandt. Als besonders geeignet erwies sich die BCA-
Methode (BCA=bicinchoninic acid) nach STOSCHECK (1990) fir die Andyse von Proben mit
hohem Membranproteinantell. Die Lipide in den Membranfragmenten, die be anderen
Protenbesimmungen zu nicht-lineren Messargebnissen  flhrten, S6rten bel der BCA-
Methode nicht. In dkdischen Losungen wird in Gegenwat von  Proteinen
(Mischungsverhdtnis 20:1) Cu#* zu Cu" reduziert. Cu® bildet mit BCA einen violett gefarbten
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Komplex, der in dkadischen Medien dabiler ig ds der FolinrKomplex des LOWRY-Tests,
weshdb der Test weniger doranfdlig as der LOWRY-Test ist. Das Arbeten in dkaischer
Losung erleichtet den Nachwels von Membranproteinen, die im BRADFORD-Test (saure
Bedingungen) in der Regd nicht in Lésung gehen. Der Messbereich reicht von 0,2 bis 50 g
Protein. Dieses Indikator-Reagenz setzt sich aus 100 Volumentelen Loésungl und zwe
Volumentelen Losungll zusammen. 1ml des Indikator-Reagenz wurde mit 20yl Probe
gemischt, 30 Minuten bei 60°C im Wasserbad inkubiert und nach dem Abkihlen der Proben
innerhab einer Stunde im Photometer, bel einer Wellenldnge von 562 nm bestimmt.

Losung I: 25,75 mM NaBicinchoninat (BCA), 188 mM N&COs, 0,1 M NaHCOgz, 5,67 mM
NaTartrat/NaOH, pH 11,25

Losung 11: 160 mM CuSO4 x 5 H,O-L6sung

2.8 Auftrennung von Proteinen mittels zweldimensionaler
Geleektrophorese

2.8.1 Blau-native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (BN-PAGE) nach
SCHAGGER & VON JAGOW (1991)

Die blarnaive  Gdedektrophorese wurde zur  zwedimendonden  Auftrennung
mitochondrider  Proteinkomplexe angewandt. Diese Methode emdglicht ene native
Auftrennung von Proteinkomplexen im Bereich von ca 6,5kDa bis 56 kDa. Neben einem
Acrylamidgradienten  wurde auch  en  Glyceringradient  genutzt, um  Diffuson der
Acrylamidmolekile zwischen dem Giessen und der vollgandigen Polymerisation moglichst
gering zu haten.
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2.8.2 Herstellung, Beladung und Lauf der ersten Dimension einer BN-
PAGE

Die Auftrennung mitochondrider Proteine wurde in enem Gd, bestehend aus enem Trenn-
und enem Sammelgd, in ene Dicke von 1,5mm durchgefihrt. Be dem Trenngd handdte
es 9ch um en Gradientengd mit ener Polyacrylamid-Konzentration von 4,5-16 %, das mit
Hilfe enes Gradientenmischers be 4°C gegossen wurde. Alle verwendeten Utendlien und
Ldsungen (aulZer Glycerin) wurden ebenfalls auf 4°C vorgekiihlt.

Zunachs wurde ene Schlauchfillung bidedtilliertes Wasser zwischen die zwel Platen des
Gegelisandes gepumpt. Es folgte ene Unterschichtung mit  25ml 4,5 %iger
Polyacrylamidiésung, dann wurden die beden Kammern des Gradientenmischers verbunden,
0 dass Sch duch Vemischen der beden Gdlosungen die  Acrylamidkonzentration
sukzessve erhdhte. Nach Polymeriserung der Trennphase wurde das Sammelgel mit Taschen
fur 10 Proben gegossen.

Die Organdlen wurden be 4°C aufgetaut und fur finf Minuten be 15.300xg und 4°C
zentrifugiert, um Se 0 zu peleieren. Das Pelet wurde zunéchst in 75 pul Aminocapronsiure
(ACA 750) aufgenommen und reduspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 154 10%-n
Dodecylmdtosd. Die Kombination aus Sdzlésung und Detergenz diente der Solubiliserung
der organdlaren Proteinkomplexe. Die Proben wurden fir 30Minuten be  15.300xg
zentrifugiert, um die unlédichen Bedandtelle zu pdletieren, die dann verworfen wurden. Der
Uberstand wurde in Eppendorfgefae tberfiinrt, in die zuvor je 25 pl Bromphenolblau (BPB)
pippettiet wurde. Das Einwandern der Proben efolgt fur 45 Minuten be kongtanten 100V,
die wetere Auftrennung bel konganten 15mA in e@nem Zetram von 11 Stunden. Im
Anschiuss efolgte die Auftrennung der einzenen Komplexe in ihre Untereinheiten unter
denaturierenden Bedingungen mittels Tricin-SDS-PAGE.

Tabdle 2: Pipettierschema fir ein Gradientengel im Gradientenmischer

Vordere Kammer 4,5% | Hintere Kammer 16 %

H,O 15,6 m 6,0 m
6x Gdpuffer (1L5M ACA, 150 mM Bis- 35m 3,0m
TrigHCI, pH 7,0)

Acrylamid [49,5 %] 19m 6,0 m
Glycerin [100 %) 35m
APS [10 %] 95 Ul 61 u
TEMED 95U 6,1 U
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2.8.3 Tricin-SDS-PAGE als zweite Dimension einer BN-PAGE

Als Gelapparatur dient das Protean I1-Modell. Die Geldimensionen betragen 20x 16 x 0,1 cm.
Aus da eden Dimenson enes Blarndiven Ges wurden die enzenen Gdspuren
auggechnitten und fur 45 Minuten in Denaturierungddsung inkubiert. Da ?-Mercaptoethanol
die Polymeristion von Polyacrylamid dark hemmt, missen die Gedrefen grindlich mit
H.O gespllt werden, bevor se auf einer Glasscheibe der Gegiel¥anrichtung in Hohe der
song vorhandenen Getaschen quer zur Laufrichtung des Gels platiziert werden. Trenn- und
Spacergel wurden am  Gedrefen vorbe in die Apparatur gegossen. Nach  deren
Polymerisstion wurde der Geldreifen in das Probengd gegossen, so dass e knapp
Uberschichtet war. Die Elektrophorese efolgte be 30mA und maxima 500V fir
16,5 Stunden bel Raumtemperatur.

Denaturierungdésung: 1 % ?-Mercaptoethanol und 1 % SDS
Probengel: Polyacrylamid, T=10%/C=3%, 500 mM ACA, 10% Glycerin, 0,1% SDS,
50 mM Bis-Tris, pH 7,0 bei 4°C

2.8.4 Probenaufbereitung fur eine Proteinauftrennung mittels Tricin-SDS-
PAGE

Je nach Besimmungszweck wurden 2zwischen 5-100  der  Organdlensuspenson  fur
15 Minuten be 18.000xg und 4°C zentrifugiert. Das Pdlet wurde daraufhin in dersdben
Menge Lysspuffer zunéchst ohne Zusaiz des DTT aufgenommen und fur 30 Minuten unter
Schitteln  inkubiert.  Anschlief?end wurde lediglich ein Aliquot fir die Protenbestimmung
nach STOSCHECK (1990) enthommen, wobel zur restlichen Probe 1l der zuvor angesetzten
25M DTT L6sung gegeben wurde. Es folgte eine Inkubation von 30 Minuten auf dem
Schitttler. Anschliefiend wurde die Suspenson fur 20 Minuten bel 18.000xg zentrifugiert. Das
Lysst wurde im Vehdtnis 1.6 mit Rehydrierungspuffer vermengt. Das Gesamtvolumen darf
nicht mehr as 300l betragen und eine Sdzkonzentration von 40 mM nicht Uberschreiten.
Das Gemisch aus definierter Probenmenge und Rehydrierungspuffer wurde |uftblasenfrel in
den Fokusserungs-Tréger pipettiet und der IPG-Streifen mit der Gesaite nach unten
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aufgelegt. Um Evaporation und eine Harngoffausfdlung der Probe bzw. des Gels wahrend
der isodektrischen Fokusserung (IEF) zu vermeden, wurden die IPG-Strefen mit 800 Ul
Minerddl Uberschichtet. Der Fokusserungs-Trager wurde auf der PROTEAN-IEF-Cdl
postioniet und folgendes Programm fir die IEF gewdhlt. Nach 12 Sunden aktiver
Rehydrierung (50 mA und 20°C) folgte die Fokusserung in dre Schritten: 20 Minuten be
250V, anschlilend en Gradient von 25 Stunden (250-1.000V). Die Fokusserung ist
abgeschlossen, wenn 40.000V nach vier Stunden ereicht snd. Die gesamte IEF dauert in
etwa 20 Stunden (12 Stunden Rehydrierung und ca. 8 Stunden Fokussierung).

Lysispuffer: 8,0 M Harnstoff, CHAPS 4% [v/v], 40 mM Tris pH 8,8, 50mM DTT, 0,1 mM
PMSF

Rehydrierungspuffer: 8,0 M Harngtoff, 2,0% [v/iv] CHAPS, Bromphenolblau, 20 mM DTT,
0,5 % [v/V] immobiler pH-Gradient (IPG) Puffer

2.8.5 I soelektrische Fokussierung (1 EF) der Proteine

Die Proteine wurden wéahrend der Fokussierung nach ihren isodektrischen Punkt (pl) in dem
immobilen pH-Gradienten (IPG) aufgetrennt. Die IPG-Streifen wurden nach abgeschlossener
Fokusserung grundlich mit doppdt dedillietem H,O gespllt und dann in enen Einweg
Trager Uberfuhrt. Es schlifd sch eine Equilibrierung der IPG-Streifen an. Hierzu wurden se
jeweils 15 Minuten in  Equilibrierungdésung!  und  Equilibrierungdésung Il geschiittelt.  Den
Equilibrierungddsungen | und 1l wurden DTT und Jodacetamid unmittelbar vor Gebrauch
zugegeben. Anschlief?end wurden die Streifen fir zwel Minuten mit Gelpuffer gesplit, auf die
zweite Dimenson gebracht und mitteds einer  Agarose-Uberschichtunglosung auf dem Gd
fixiet. Der Gelauf sdbst fand be konstanter Stromstérke von 30mA datt und dauerte
ca. 20 Stunden. Dabel darf die Spannung ein Maximum von 500 V nicht Uberschreiten.
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Equilibrierungdésung [: 50 mM TrigHCI, pH 8,8, 6M Harnstoff, 30 % Glycerin, 2% SDS,
1 % [w/v] DTT und etwas Bromphenolblau

Equilibrierungdésung 11: 50 mM  TrigHCl, pH8,8, 6 M Harngoff, 30% Glycerin, 2%
SDS, 260 mM lodacetamid und etwas Bromphenolblau

Gelpuffer: 3M TrigHCI, pH 8,45, 3% SDS

Agar ose-Uber schichtunglésung: 5 % Agarose in Gelpuffer mit wenig Bromphenolblau

2.8.6 Tricin-SDS-PAGE nach SCHAGGER & VON JAGOW (1987); modifiziert

Be diesr Elektrophoresastechnik werden die vorher auf dem [IPG-Streifen fokusserten
Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer GrofRe in e@nem  Tricn-SDS-G4
separiet. Das in der Rege homogen vernetzte Tricin-SDS-Ge wird mit dem Puffersystem
nach LAEMMLI (1970) ohne Sammelge hergestdlt. Die Giekassette wird nicht vollstandig
mit der Gdlosung geflillt, sondern nur bis ca 2mm unterhdb der Kante der kleineren
Glasplatte, so dass der IPG-Streifen noch bequem aufgelegt werden kann. Das Ge wurde
nach dem Giessen mit Uberschichtungdosung bedeckt. Unmittelbar vor Gebrauch der Gele
wurde diese L6sung abgegossen und der equilibrierte IPG-Streifen auf das Gel gelegt.

Uber schichtungddsung: 1 M Tris’HCl, pH 8,45, 0,1 % SDS

Tabdle 3: Pipettierschemafir ein 12,0 %iges Polyacrylamidgel

Acrylamid [49,5%)] 109 m
ddH,O 131m
Gdpuffer (3M TrigHCI, pH 8,45, 3% SDS) 150m
Glycerin [87%] 6,0m
APS 1500
TEMED 150
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2.9 Methoden zur Anfarbung von Proteinen in Gelen

In dieser Arbeit wurden drei Methoden zur Anfarbung von Proteinen in Gelen angewanct,
eéne Slbefabung nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988), eine Coomassie-Farbung nach
NEUHOFF ET AL. (1985) und eine kommerziel erhdtliche Coomasse-Farbung der Firma Roth
(nach Angaben des Hegdlers). Die Fabung von Proteingden mit Silbernitrat hat im
Verglech zu den Coomasse-Farbungen eine hohere Sengtivitét. Mit der Silberféarbung nach
HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) konnen Proteinspots bis zu 0,5 ng-Protein  detektiert
werden, wohingegen mit den Coomassie-Férbungen lediglich ene Sengtivité von 15-20 ng-
Protein erreicht wurde. Diese Coomassie-Farbungen eignen sch inshesondere fur die Farbung
von Geen fur préparative Zwecke, so z.B. fir Gele, aus denen Proteinspots ausgeschnitten
und massengpektrometrisch identifiziert werden sollen.

2.9.1 Silberfarbung von Proteingelen nach HEUKESHOVEN & DERNICK
(1988); modifiziert

Zur Durchfihrung ener Slbeféabung wurde en G mit den Dimensonen 20x 20 cm
zunéchs zwel Stunden in 150 ml Fixierungdodsung geschwenkt, dann weltere zwel Stunden in
150 ml Inkubationdbsung. Es folgten dre Waschschritte von je 20 Minuten in H,O. Die
Bindung des Silbers an die Protene efolgte warend ener 30 minttigen Inkubation in
Slbernitratiosung. Das Uberschissge Silbernitrat wurde durch  grindliches  Spllen
(30 Sekunden) mit H,O entfernt. Dann wurde das Gel solange im Entwickler inkubiert, bis
das Proteinmuster erkennbar war. Die Entwicklung wurde durch Schwenken in Stoppldsung
(0,05 M EDTA) beendet. Bel der Silberférbung handelt es sch um keine Endpunktférbung.

Fixierungddsung: 50 % Methanol und 10 % Essigsaure

| nkubationddsung: 30 % Ethanol, 0,8M Natriumacetat, 0,2% [w/v] Natriumthiosulfat,
0,5 % Glutaradehyd

Silbernitratlésung: 0,1 % [w/v] Silbernitrat und 0,01 % Formadehyd

Entwickler:25% [w/v] NaCOs; 0,1% Formadehyd, pH10,9 mit NaHCOs-Pulver
eingestellt
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2.9.2 Coomassie-Colloidal-Farbung von Proteingelen nach

NEUHOFF ET AL. (1985) und nach Roti-Blue

Zur Durchfihrung der Coomasse-Colloida-Férbung nach NEUHOFF ET AL. (1985) wurden
am Vortag der Fabung 150 ml Farbddsung aus 98% [viv] LosungA und 2% [viV]
Losung B angesetzt und Uber Nacht durchmischt. Das G mit den Dimensonen 20x 20 cm
wurde fir ene Stunde in einer Fixierungddsung | geschwenkt und dann Uber Nacht in 80 %
Farbeosung und 20 % Methanol gefarbt. Danach wurde das Gel mit vid H,O entfarbt. Bel
garker Hintergrund- Farbung kann zum Entférben auch 20 % Methanol verwendet werden.

Zur Coomasse-Colloidd-Farbung nach Roti-Blue wurde eén 20 x 20 cm groflies Gd fur ene
Stunde in 100 ml Fixierungdoésung Il geschwenkt und dann Uber Nacht in 100 ml der Roti-
Blue Farbd Gsung inkubiert, worauf es mehrmas mit H,O entfarbt wurde.

L 6sung A: 2 % [wiv] ortho-Phosphorsaure (85 % H3zPO4), 10 % [wiv] Ammoniumsulfet
L 6sung B: 5 % [w/v] Coomassie Blue G250

Fixierungddsung |: 40 % Ethanol, 10 % Essgsaure

Fixierungddsung |1: 79 ml H,O, 1 ml 85 %ige ortho-Phosphorsaure, 20 ml Methanol

Roti-Blue Farbddsung: 60 ml H,O, 20 ml Methanal, 20 ml Roti-Blue 5x Konzentrat

2.10 Methoden zur Herstellung von Proteinextrakten

ver schiedener Her kunft

2.10.1 Denaturierende Proteinisolier ung aus pflanzlichem Gesamtextr akt

Fur die Isolierung von Proteinen aus Pflanzenmateriad unter denaturierenden  Bedingungen
wurden in enem Eppendorfgefd? 500 pl Proteinextraktionspuffer vorgdegt und 100 mg des
in Hissgdickstoff gemorserten Pflanzenmaterids eingewogen. Die Proben wurden griindlich
durchmischt und fir 20 Minuten be 90°C im Hezblock inkubiert. Nach einer Zentrifugation
von finf Minuten bei 16.000xg wurde der Uberstand in ein neues Eppendorfgefa Uberfuhrt
und bel -20°C gelagert.
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Proteinextraktionspuffer: 56 mM DTT, 2mM EDTA, 56 MM NaCOs3, 12 % Saccharose,
2 % SDS

2.10.2 Denaturierende Proteinisolierung aus Chloroplasten

Das Gewicht des wie unter 2.6.1 beschricben hergestdlten Chloroplastenpellets wurde
bestimmt und mit Proteinextraktionspuffer (2.10.1) im Verhdtnis 1 mg/100 Wl versetzt und
resuspendiert. Die Suspenson wurde 20 Minuten ba 65°C im Wasserbad homogenisert und
anchlieeend  for  funf Minuten gekocht. Nach ener Zentrifugation von 10 Minuten be
9.500xg wurden 8l (10pg Protein) des Ubersands auf eine eindimensionde SDS-PAGE
(LAEMMLI 1970) aufgetragen.

2.10.3 Denaturierende Proteinisolierung aus Mitochondrien

Das gewonnene Mitochondrienpellet wurde mit  Proteinextraktionspuffer  (2.10.1) im
Vehdtnis 1 mg/100 yl versstzt und resuspendiert. Die Resuspenson wurde 20 Minuten bel
65°C im Wassrbad homogenidert, anschlielfend fir funf Minuten gekocht und  dann
10 Minuten bei 16.000xg zentrifugiert. 7 pul (10 ug Protein) des Uberstandes wurden auf eine
endimensonde SDS-PAGE (LAEMMLI 1970) aufgetragen.

2.10.4 Native Proteinisolier ung aus Pflanzengesamtextr akt

Fir die Isolierung von Proteinen aus Pflanzenmaterid unter nativen Bedingungen wurden in
enem Eppendorfgefdd 988 ul  Proteinextraktionspuffer vorgelegt und dann 300mg des in
Flissgdickstoff gemorserten Pflanzenmaterids eingewogen. Die Proben wurden grindlich
durchmischt und for 15Minuten auf Eis inkubiet. Alle funf Minuten wurde der Inhat der
Gefd3e grindlich durchmischt. Die Zdltrimmer wurden bei 22.000xg fir 20 Minuten bel 4°C
abzentrifugiert. Die Proteinbestimmung des Uberstandes erfolgte nach BRADFORD (1976). Es
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folgte eine Proteinfdlung durch Zugabe von 80%igem Aceton Uber Nacht. Die Proben
wurden dann bei 20.000xg und 4°C fur 15 Minuten zentrifugiert und das Pellet getrocknet.
Der isolierte Gesamtextrakt wurde mittels 2D- Gel el ektrophorese (2.8.4) aufgetrennt.

Proteinextraktionspuffer: 50 mM  TrigHCl, pH 7,5 Puffer, 24 1M DTT/ml, 10 W/imi

Proteinase-Inhibitor

2.11 Weiter e Elektrophoretische Trennverfahren

2.11.1 DNA-Auftrennung in Agarose-Gelen

Die dekirophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten efolgte in 1%igen TAE-
Agarose-Gden (g/ml). Die Agarose wurde in enmd TAE-Puffer durch Erwd&rmung in der
Mikrowelle geost. Vor dem Giessen der Gele wurde 1 pl Ethidiumbromidlésung pro 50 mi
Gd hinzugefigt. Vor dem Auftragen auf das Gd wurden die Proben mit sechsmad DNA-
Ladepuffer versetzt. Zur Bestimmung der Fragmentgrdf3e wurde zusdtzlich zu den Proben
ene 1kb-Leter ds Standard-Marker aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in mit 1x TAE
ds Laufpuffer geflllten Kammen. Nach dem Gdlauf wurde das G auf enen UV-Tisch
Uberfihrt und Fragmentgrofe der DNA mittds bp-Maker ermittdt. Die so identifizierte
DNA-Bande wurde mit einem Gdranigungs-Kit nach Angaben des Herstdlers aus dem
Agarosegd duiert.

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, pH 8, 1 mM EDTA

DNA-Ladepuffer:50% Glycerin, 75mM  EDTA, 04% Bromphenolblau, 0,4 %
Xylencyanal

Ethidiumbromidlésung: 1 % Ethidiumbromid (EtBr) inH,O

2.11.2 Auftrennung von Proteingesamtextrakten Uber eindimensionale
SDS-PAGE
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Zur Auftrennung von Proteinlésungen unter  denaurierenden  Bedingungen  wurde  ene
Polyacrylamid-Geldektrophorese  (PAGE) in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat  (SDS)
durchgefiihrt. Die Hergelung der Polyacrylamidgee efolgte in Anlehnung an das Protokoll
von LAEMMLI (1970) und ist in Tabelle 4 und Tabdlle 5 zusammengefass.

Tabdle4: Pipettierschema fir vier Mini-Trenngele.

12,5 % denaturierendes Trenngel

Polyacrylamid [30 %] 10,5 ml
8fach Trenngelpuffer (3M TrigHCI, pH88 und 0,267 % 312ml
TEMED)

SDS[20 %] 125
H,O 11,3 ml
APS[10 %] 250 pl

Tabelle5: Pipettierschemafur vier Mini-Sammelgele.

3,75 % denaturierendes

Sammelgel
Polyacrylamid [30 %] 1,25ml
8fach Sammelgepuffer (1M TrigHCI, pH6,8 und 0,267 % 1,25ml
TEMED)
SDS[20 %] 50l
H,O 745 ml
APS[10 %] 150

Proteinproben, die endimensona aufgetrennt werden <ollten, wurden im Heizblock fir
15Minuten be 95°C denauriet und dann mit ener HamiltonSporitze auf die Gee
aufgetragen. Eine Spur wurde mit 5 pl Proteén-Molekulargewichts-Marker beladen. Der Lauf
efolgte ba 10mA pro Gd im Sammege und ba 20mA pro Gd im Trenngd und dauerte
90 Minuten.  Im  Ansthluss an die Elektrophorese wurden die Proteine  auf
Nitrocdlulosemembranen trandferiet oder im Gd mit Coomasse-Blau angefarbt. Fur die
Coomasse-Farbung wurde das Ge fur 30 Minuten in 50 ml FarbelGsung unter  schwenken
angefarbt. Um die enzelnen Proteinbanden schtbar zu machen, wurde das Gel Uber Nacht
mit 50 ml Entfarbel 6sung inkubiert.

Farbelgsung: 40 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,1 % Coomasse-Blau R-250
Entfar belésung: 40 % Methanol und 10 % Essgséure

2.12 Durchftihrung von Western Blot-Analysen

30



MATERIAL & METHODEN

2.12.1 Transfer von Proteinen

Nach abgeschlossener SDS-PAGE wurden die Proteine in einer semi-dry Elektroden
trandferapparatur  auf  Nitrocellulosemembranen  Ubertragen und  fur die  nachfolgende
Immundetektion  immobilisert. Bei  diessm  Vefaren des  Elektroblottings  nach
SAMBROOK ET AL. (1989) wurden in Puffer getrénkte Filterpapiere, G und Membran
horizontal zwischen Platendektroden aus Grephit gdaget. Auf die Anodenplatte wurden
funf Lagen mit Anodenpuffer (IXRotiA-Blot-Losung) getranktes  Whatmanpapier, die
angefeuchtete Membran, das Ge und funf Lagen mit Kathodenpuffer (1xRotiK -Blot-Lésung)
getranktes Whatmanpapier |uftblasenfre  geschichtet. Nach Befestigung der Kathodenplatte
afolgte der Transfer innerhdb von 120 Minuten bei einer Stromstérke von 1 mA pro cnt
Gdfléche. Die Quditdt des Trandfers wurde im  Anschluss durch  Anfarbung  der
Proteinbanden in PonceaurLdsung Uberprift. Vor dem immunologischen Nachwels wurde die
Membran durch Schwenken in H,O wieder entférbt.

Ponceau-L 6sung: 2 % Ponceau S in 30 % TCA, 30 % Sulfosdicylséure

2.12.2 Immunologischer  Nachweils von  Proteinen und deren
Quantifizierung

Um ungpezifische Bindungen von Antikdrpern an die Membran zu verhindern, wurde die
Membran be Raumtemperatur fir 30 Minuten in  Blockierungddsung geschittdt.  Als
primérer Antikorper wurde ein in Kaninchen erzeugter spezifischer Antikorper eingesetzt. Die
Membran wurde fir ene Sunde mit der  Antikdrperlésung (AK  verdinnt  mit
BlockierungdOsung) inkubiert. Zur Entfernung  nicht gebundener  Antikdrper wurde die
Membran vierma seben Minuten mit einma TBS-Puffer gewaschen.

Anschlie3end efolgte die eingindige Inkubation mit dem sekunddren Antikorper (anti-
KaninchentAK), konjugiert mit akdischer Phosphatase, 1:1.000 mit Blockierungddsung
vedinnt. Die Membran wurde emneut vieemd geben Minuten mit enmd TBS-Puffer
gewaschen. Nach kurzem Equilibrieren der Membran in TMN-Puffer wurde die Bildung des
Farbniederschlages  durch  Zugabe von 10ml TMN-Puffer mit 200 50x NBT/BCIP
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gestartet. Die Farbresktion erfolgte ohne Schitteln im Dunkeln und wurde durch Spilen der
Membran mit H,O beendet.

Blockierungddsung: 1 % Milchpulver, 0,1 % Tween 20, 1x TBS-Puffer
TBS-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl
TMN-Puffer: 100 mM TrisHCI, pH 9,5, 5 mM MgCl,100 mM NaCl

2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir die Anzucht von Bakterienkulturen fir Plasmid-Mini-Pr8parationen wurden 3 ml Luria
Bertani-Medium (LB-Medium) inklusve des entsprechenden Antibiotikums mit  geringen
Mengen ener Glycerinkultur oder mit ener Einzekolonie von ener LB-Patte angampft. Die
Kulturen wurden Uber Nacht bel 37°C auf dem Hachbrettschittler inkubiert (180 rpm). 1,5 ml
einer Uber-Nacht-Kultur wurden in ein steriles Eppendorfgefal? tberfihrt und fur 10 Minuten
bei 1.500xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Aufschluss der Bakterienzelen efolgte
nach dem Prinzip der dkadischen Lyse (SAMBROOK ET AL.1989). Dazu wurden die
Bakterienpdlets zunéchst in 0,3 ml Puffer | resuspendiert. Nach Zugabe von 0,3 ml Puffer Il
wurden die Proben fUnf Minuten be Raumtemperatur inkubiert. Die Ansdtize wurden mit
0,3ml Pufferlll versetzt und fir 20 Minuten auf Eis gehdten. Be der anschlielfenden
Zentrifugation von 15Minuten bei 4°C und 16.000xg blieb die Plasmid-DNA im Ubergtand,
der in en frisches Eppendorfgefdd Uberfihrt wurde. Die Fdllung der Plasamid-DNA erfolgte
mit 0,56 ml Isopropanol [0,7 v/iv]. Nach erneuter Zentrifugation fur 15 Minuten bel 4°C und
16.000xg wurde das Sediment mit 100 pl 70 %sigem Ethanol gewaschen, um mitgefdlte Saze
zu entfernen. Nach einer weiteren Zentrifugation unter densdben Bedingungen wurde das
Pdlet enige Minuten an der Luft getrocknet und <chlidich in 50l geilem H,O

aufgenommen.

LB-Medium: 10 g/L Bakto-Trypton, 5 g/L. Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, pH 7,0
Puffer 1: 50 mM TrisHCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ?g/ml RNase

Puffer 11: 200 mM NaOH, 1 % Natriumdodecylsulfat

Puffer I11: 3 M Kdiumacetat, pH 5,5

2.14 Redtriktionsanalyse von Plasmid-DNA
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Grundlage der Redriktionsandyse ig die Aktivitd von Redriktionsenzymen, die sch an
spezifische  Erkennungssequenzen doppelstrangiger  DNA-Molekile binden und die DNA-
Strange spdten. Die entstehenden Redtriktionsfragmente haben eine durch die Lage der
Schnittsellen definierte Lange. Durch Auftrennung der Fragmente im Agarose-Gd ergibt sch
en spezifisches Bandenmugter.

Die zu andyderende Plasmid-DNA wurde in enem Redriktionsansatiz mit den gewdhlten
Redriktionsenzymen fir BamHI und Kpnl inkubiert. Zu 5pl Plasamid-DNA wurden 0,5l
von jedem Redriktionsenzym gegeben. Alle Redriktionsanséize enthidten dariber hinaus
2 10x Redriktionspuffer und wurden mit H,O auf en Gesamtvolumen von 204
aufgeflllt. Die Ansdize wurden im Wasserbad bel 37°C fir mindestens ene Stunde pro
Rediriktionsenzym inkubiert.

2.15 Klonierungstechniken

2.15.1 Amplifizierung von cDNA Uber PCR

Fur die Amplifizieeung der fir das Stal-Protein codierenden cDNA wurden Primer 86 mit
ene Redriktionsschnittstdle fir BamHI und Primer 87 mit einer Restriktionsschnittstele for
Kpnl eingestzt. Als Template diente Klon 148 mit dem codierenden Insert fir das Stal-
Protein. Die PCR wurde unter Standardbedingungen mit REDya-Polymerase nach Angaben
des Heddlers durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen fir die Amplifizierung der ¢cDNA
codierend fur die |6diche Doméne des Stal-Proteins waren wie folgt: 45 Sekunden bei 45°C,
60 Sekunden bei 72°C und nochmals 45 Sekunden bei 94°C. Dieser Zyklus wurde insgesamt
28 Mad durchlaufen. Der PCR-Ansatz wurde zur Uberprifung in einem 1 %igen Agarose-Gd
aufgetrennt.

Primer 86:5-CGG ATC CTT CCA GTT GCT AGA-3
Primer 87: 5-CGG GTA CCG ATA AGG TTA AACTAT CG-3
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2.15.2 Ligation des PCR-Produktesin den Klonierungsvektor pGEM-T

Die Uber PCR amplifiziete DNA-Sequenz wurde in den pGEM-T-Vektor kloniert.
Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden 5 2 x Ligationspuffer, 1 ul Vektor, 1
T4-DNA-Ligase sowie 1-3ul des PCR-Ansatzes bzw. des aus dem Gd duieten PCR-
Produktes in eénem Gesamtvolumen von 10yl gemischt. Die Ansdtze wurden Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Der pGEM-T-Vektor trégt en AmpicllinrRessenzgen. Der Erfolg der
Transformation wurde durch Blaw/Weil3- Screening Uberprift.

2.15.3 Ligation in den Expressionsvektor pQE-30

Fur die Ligation wurden der pQE-30-Vektor und die das Insart enthadtende Plasmid-DNA
zunachs  mit  densdben  Redriktionsenzymen  geschnitten.  Der Verdau  mit
Redriktionsenzymen efolgte nach den Angaben des Herddlers Ein Ligationsansatiz enthdt
2 10x Puffer, 04 50mM ATP, 04 50mM DTT, 1 T4-DNA-Ligase, den Vektor
sowie das Insat in e@nem Gesamtvolumen von 20 pl. Insat und Vektor wurden in @nem
molarem Verhdtnis von eiwa 1.3 bis 3:1 eingesetzt. Die Inkubation erfolgte Uber zwel Tage
bel 4°C.

2.15.4 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fir die Hedgdlung kompetenter Zdlen mit der Cddumchlorid-Methode nach
TANGET AL. (1994) wurden aus ener Glycerinkultur des E. coli-Stamms XL1-Blue 10 ml LB-
Medium (2.13) angempft und Uber Nacht ba 37°C auf dem Schiittler inkubiert (180 rpm). Mit
den Uber-Nacht-Kulturen wurden 100ml LB-Medium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben
angeimpft. Nachdem die Kultur bis zu ener ODgpp von etwa 0,7 gewachsen war, wurde se
10 Minuten auf Eis abgekihlt und dann 10 Minuten bel 4.500xg und 4°C zentrifugiert. Das
Pdlet wurde in 25ml 0,1 M MgCl, resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 10 Minuten
bei 4.500xg und 4°C wurden die kompetenten Zdlen in 43ml 01M CaCl, und 0,7 m
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Glycerin  aufgenommen. Aliquots wurden in flissgem Stickstoff gefroren und bei -70°C
gelagert

2.15.5 Transformation in E. coli-Zellen

Fur die Trandformation des E. coli-Samms XL1-Blue nach der Hitzeschockmethode wurde
der gesamte Ligationsansatiz zu 200yl kompetenten Zdlen gegeben und fur 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Im Wasserbad wurde der Ansatz 90 Sekunden bei 42°C ewé&mt und dann zwe
bis dre Minuten auf Eis gehdten. Nach Zugabe von 950 pl vorgewdrmtem SOC-Medium
wurde der Ansaz 60Minuten ba 37°C  geschittelt. 100l und 200l des
Trandformationsansaizes wurden auf LB-Paten (2.13) mit Ampicllin ausplattiet und Gber
Nacht bel 37°C inkubiert. Im Fale der Transformation mit den Vektor pGEM-T enthidten die
Agarplatten zusiizlich 05mM IPTG und 80 pgim X-Gal (Substrat der ?-Galactosidase).
Ausgehend von Einzelkolonien wurden 3 ml  Uber-Nacht-Kulturen angeimpft. Aus 1,5m
diesr Kulturen wurde am néchgen Tag die Plasmid-DNA isoliet (2.13) und flr ene
Redriktionsandyse (2.14) verwendet. Im Fale der efolgrechen Ligaion und Trandformation
wurden jewsils aus 500 ul der entsprechenden Uber-Nacht-Kultur und aus 500 pl derilem
Glycerin  Dauerkulturen angelegt. Diese wurden bei -70°C gelagert. Die Richtigkeit der
Sequenz des offenen Leserahmens (ORF: Open Reading Frame) wurde durch Sequenzierung
kontrolliert.

SOC-Medium: 20g/lL Bacto Trypton, 5g/L Hefeextrakt, 05g/L NaCl, 25mM KCl,

10 mM MgCh, 20 mM Glucose, pH 7,5

2.15.6 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Das im Rahmen diessr Arbet untersuchte Stal-Protein wurde in dem E. coli-Samm XL1-
Blue zur Uberexpresson gebracht. Fir die Induktion wurden 3ml LB-Medium (2.13) mit
Ampidllin in en derles Reagenzglas geflllt, mit ener Impfése aus der entsprechenden
Glycerinkultur angeimpft und Uber Nacht bel 37°C auf dem Schittler (180 rpm) inkubiert.
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Aus dieser Uber-Nacht-Kultur wurden 50 ml LB mit Ampidillin, geflilt in @nen 100m
Erlenmeyer-Kolben, angeimpft. Fir en groferes Induktionsvolumen wurde ene entsprechend
groRere Anzahl  von  3ml Uber-Nacht-Kulturen  vorbereitet. Das  Wachstum  der
Schittelkdturen be 37°C wurde Uber die Messung der OD am Photometer verfolgt. Diese
Messung bel 600 nm efolgte gegen das LB-Medium as Blindwert. Sobald die Kulturen ene
ODsggp von 0,6-0,8 erreicht hatten, wurde der T7-Promotor durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert. Kurz vor der Zugabe von IPTG (0 Stunden) sowie nach en, zwe und dreé Stunden
wurden von jeder Kultur 1 ml-Aliquots entnommen. Das Wachstum der Kulturen wurde
welterhin - anhand der ODgoo Uberprift. Nach dreistindiger Induktion wurden die
Bakterienkulturen fur 10 Minuten bei 2.000xg und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und die Bakterienpdlets bis zur Prateinreinigung bel -20°C gelagert.

Die nach 0, 1, 2 und 3 Sunden entnommenen 1m-Proben wurden in der
Standardtischzentrifuge for 10 Minuten bel 6.000xg zentrifugiert und die Sedimente in 150 W
2 X SDS-PAGE-Puffer resuspendiert. Jewells 15l diessr Proben wurden auf en 125%
SDS-Polyacrylamidgdl  aufgetragen. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine
im Gd mit Coomasse-Féarbelosung (2.11.2) und anschlielfend mit Entférberlosung (2.11.2)
behanddlt.

2 X SDS-PAGE-Puffer: 6 % ?-Mercaptoethanol, 6 % SDS, 0,6 % BPB, 20 % Glycerin

2.15.7 Proteinreinigung Uiber Ni**-Affinitats-Chromatographie

Das rekombinante Stal-Protein wurde mit N-termindem 6xHis-Tag in E. coli-Zdlen
exprimiet  und  anschlieRend  Uber  Ni?*-Affinitéts Chromatographie  gereinigt. ~ Als
Saulenmateriad wurde Nicke-NTA Agarose eingesatzt. An das Grundgeriist aus Sepharose
CL-6B ig Nitriltriessigsdure (NTA) kovdent gebunden. Als Metdl-chdatierende Gruppe
kann NTA mit Nickel beladen werden.

Fir die Renigung des His-Tag-Proteins unter denaturierenden Bedingungen wurde das
Zdlsediment aus 50 mi-Induktionskultur in Lysspuffer A resuspendiet und bel RT ene
Stunde Uber Kopf geschittelt. Das Lysat wurde 15Minuten be 4°C und 10.000xg
zentrifugiert und der Ubergtland auf die equilibriete Saule (mit 5 ml Lysispuffer A)  gegeben.
Das Saulenmaterid inklusve Lysat wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert und zwischendurch
gemischt, bevor der Ubersand duiet wurde. Das Saulenmaterid wurde anschlielfend
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2weimd mit je 5ml Lyssuuffer B gewaschen. Danach wurde das Protein zweimd mit je
500 ul Lyssouffer B (pH65) in en Rohrchen duiet und schlidich funfma mit  jewels
5004l Lyssuffer B (pH45) in dnzene Rohrchen duiet. Zur  Uberprifung  des
Renigungsergebnissess wurde  auch hier ene SDS-PAGE  durchgefihrt.  Die
Proteinkonzentration wurde nach STOSCHECK (1990) bestimnnt.

L ysispuffer A: 6 M Guanidiniumhyrochlorid, 0,1 M NaH2PO4, 0,01 M TrigHCI, pH 8,0
L ysispuffer B: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO4, 0,01 M TrisHCI, pH 8,0

2.16 Bestimmung von Metabolitgehalten in C24 und starik

2.16.1 Bestimmung von Chlorophyll- und Carotinoidgehalten nach

LICHTENTHALER (1987)

100 mg unter Stickstoff gemorsertes Blattmateria von C24 und starik wurden in 800ul 80 %
Aceton (-20°C) eingewogen. Der Ansatiz wurde fur 10 Minuten auf Eis inkubiet und
mehrmas gut durchmischt. Das Eppendorfgefdd wurde anschlief3end fur funf Minuten bel
6.000xg zentrifugiet und der Uberstand in ein neues Gefd’ Uberfiihrt. Dieses Procedere
wurde dreima mit 400l 80%igem Aceton wiederholt, ein Aliquot des Uberstandes
entnommen und 1:100 mit 80%igem Aceton verdinnt. Am Photometer wurde dann die
Extinktion bel vier verschiedenen Wellenldngen gemessen: 663,2 nm, 646,8 nm, 470 nm und
750 nm. Von den Extinktionsverten ba 6632nm, 646,8nm und 470nm wurde der
Extinktionswert bel 750 nm subtrahiert und folgende Berechnung durchgefihrt:

Chlorophyll a= 12,25 x A663,2 — 2,79 x A646,8
Chlorophyll b = 21,50 x A646,8 — 5,10 x A663,2
Chlorophyll a+ b =7,51 x A663,2 + 18,71 x A646,3

Carotinoide = 1000 x A470—1.91 x Chl.a— 95,15 x Chl.b
225
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2.16.2 Elementanalysen tber Atomabsor btionsspektroskopie (AAS)

Die Elementandyse  wurde  freundlicherweise ~ von Dr. M. Hawkesford
(Agriculture & Environment Divison, IACR Rothamsted, Harpenden, U.K.) durchgefihrt.
Hierzu wurden isoliete Mitochondrien aus eiolieten Suspersionskulturen, Chloroplasten
und pflanzliche Gesamtextrakte von C24 und starik untersucht und snd in Tabdle 9

zusammengefass.
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3 Ergebnisse

In dlen Zdlkompartimenten kommen zahlreiche Protene vor, die Eisen-Schwefd-Zentren
(Fe/S-Zentren) oder Hamgruppen ds prosthetische Gruppen enthaten. Zid dieser Arbet war,
die Folgen von Beentréchtigungen in der Biosynthese von esenhdtigen Kofaktoren in
Hoheren Pflanzen zu untersuchen. Hierzu wurde enerseits die Arabidopsis thaliana-Mutante
starik mit dem Wildtyp C24, andererseits die Nicotiana tabacum Ferrochelatase-antisense-
Linie E82 mit dem Wildtyp SNN vergleichend andysert. In starik sollten die Auswirkungen
eénes beantréachtigten mitochondriden Fe/S-Transporterproteins untersucht werden. Mittels
der Tabak-Mutante E82 sollten die Auswirkungen einer Beaintréchtigung in der Hamsynthese
ndher charakterisert werden. Zu diessm Zweck wurden die Organdlen aus Wildtyp und
Mutante der beiden Pflanzenspezies isoliet und Uber Proteomandysen vergleichend
untersucht. Einer umfassenden physiologischen Dargdlung der organdlaren Proteine, die an
der Fe/S-ZentrenBiosynthese und der Hamsynthese beteiligt snd, liegt ene optimierte
Isolation der Zelkompartimente zugrunde. Es wurden verschiedene Methoden zur Isolation
von Mitochondrien und Chloroplasten von Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum
angewandt, modifiziet und eabliet. Um subzdluldre Fraktionen auf Proteomebene zu
andydseren, wurde die Methode der zweidimensonaden Geelektrophorese in diesem Labor
eingefihrt. Entscheidend bel dieser Methode ist eine optimae Probenaufbereitung. Zum einen
durfen keine Proteine verloren gehen, zum anderen missen Biomolekile entfernt werden, die
be der isodekirischen Fokusserung der Proteine zu <érenden Effekten fuhren. Sehr
aufwendig geddteten dch  Arbeten zur Etablierung reproduzierbarer  Methoden  zur

Isolierung und Aufbereitung von Organellen sowie zu deren Proteomandyse.

3.1 Beschreibung der eingesetzten Ver suchsor ganismen

Be der darik-Mutante handdt es dch um ene T-DNA-Insationsmutante  eines
mitochondridlen  Membranproteins aus der Familie de  ABC-Transporterproteine
(KUSHNIRET AL. 2001). Pardld wurden etioliete Suspensonskulturen von C24 und der
starik-Mutante analysert. Auf’erdem wurden Nicotiana tabacum-Pflanzen (SNN) und ene
Ferrochdlatase-antisense-Linie  E82 untersucht. Desweteren wurde fur die Isolation von

Mitochondrien mit Pisum sativum-Pflanzen gearbeitet.
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3.1.1 Pflanzen von Arabidopsis thaliana, Wildtyp C24 und starik-Mutante

Abbildung2 zeigt zwel Arabidopsis thaliana-Pflanzen glechen Altes Auf de linken
Bildhdfte it C24 (Abb. 2A), auf der rechten Bildndfte die starik-Mutante (Abb. 2B) gezeigt.
Die Pflanzen snd finf Wochen dt und die Blite i¢ be beden erreicht. Der Wildtyp ist
erheblich groler ds die Mutante und der Blitenstand wesentlich ausgeprégter. Aus diesem
Bild wird erschtlich, dass starik nicht nur durch Zwergenwachstum, sondern auch durch
einen chlorotischen Phanotyp gekennzeichnet ist (Sehe auch Abb. 30).

Abb. 2: Gezeigt sind gleich alte Arabidopsis thaliana-
Pflanzen des Wildtyps C24 (A) und der starik-Mutante

(B).

3.1.2 Suspensionskulturen von Arabidopsis thaliana, C24 und der starik-

Mutanteim Vergleich

Abbildung 3 zeigt etidlierte Sugpensonskulturen von C24 (Abb. 3A) und starik (Abb. 3B).
Die Kulturen snd glech dt, identisch angdegt und herangezogen worden (2.3). Die
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Abbildung ig eine Dokumentation des Entwicklungszustands zum Zetpunkt der Isolation von
Mitochondrien aus Suspensonskulturen von C24 und der starik-Mutante. Es snd keine
sgnifikanten Unterschiede zwischen den Zdlen von C24 und starik erkennbar.

)

Abb.3: Gezeigt sind gleich dte etiolierte
Suspensionskulturen von Arabidopsis thaliana
Wildtyp C24 (A) und der starik-Mutante (B).

3.1.3 Pflanzen von Nicotiana tabacum, Wildtyp SNN, und der transgenen

Ferrochelatase-antisense-Linie 82 im Vergleich

Abbildung4 zeigt die Tabakpflanzen des Wildtyps SNN (Abb.4A) und die transgene
Ferrochelatase-antisense-Linie E82 (Abb. 4B) im Verglech. Die Anzahl der Bléter ig be
beiden Pflanzen identisch. Die Bldter von SNN snd von durchgehender Grinfarbung,
wéahrend die Bléter der tranggenen Pflanze entlang der Mitterippe und den Blattadern
deutliche Chlorosen zeigen, wodurch die Blattoberflache unregdmdiger erscheint. Die
Bléater von SNN dnd wesentlich homogener und groler ausgebildet ds bel E82. Eine
detallierte  physologische Charekteriserung der  transgenen  Ferrochel atase- antisense-
Pflanzen it bereits vorgenommen worden (PAPENBROCK ET AL. 2001).
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Abb. 4: Gezeigt sind Nicotiana tabacum-Pflanzen SNN
(A) und die transgene Ferrochelatase-antisense-Linie
E82 (B). Die transgene Pflanze ist ca. 3 Wochen dlter als
die Wildtyp-Pflanze.

3.2 Analysevon Mitochondrien aus griinem Gewebe

In grinen Pflanzenzdlen kommen zahlreiche Zdlbestandtelle vor, die telwese ene &hnliche
Groe, Dichte sowie  Sedimentaionsdgenschaften im Veglech zu  typischen
Pflanzenmitochondrien aufweisen (Abb. 5). Die Form, Gréle und Dichte der Chloroplasten
ig ba vesthiedenen Pflanzenaten unterschiedlich  (KIRK & TILNEY-BASSETT 1978,
PYKE1999). Die Dichte der Chloroplagten variiert in Abhdngigkeit vom Licht. Dartiber
hinaus konnen in Pflanzenzellen neben den Chloroplasten noch weitere Plagtidentypen mit
physikdischen Eigenschaften, die ebenfdls denen der Mitochondrien dhneln, vorkommen.
Die Methode =zur Isolieeung von Pflanzenmitochondrien muss an  die jewellige
Pflanzenspezies und ihren  physologischen Zugand angepast werden. Da  fur  die
Durchfihrung von Proteomandysen von Mitochondrien diese in hoher Reinhet vorliegen
missen, wurde in diesem Forschungsprojekt neben Mitochondrien aus pflanzlichem Gewebe
auch eiolietes Pflanzengewebe aus Arabidopsis-Suspensonskulturen ds  Ausgangsmeterid
fir die Isolaionen engestzt. In diessm Tel der vorliegenden Dissertation  wurden
verschiedene publiziete  Protokolle  zur  Mitochondrienisolierung  aus  unterschiedlichen
Pflanzen getestet. Die Reinhet der Organdlen wurde mit biochemischen, physologischen
und gele ektrophoretischen Verfahren untersucht (HAUSMANN ET AL. 2003A).
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Abb. 5: Die Abbildung zeigt die Verteilung verschiedener Zellbestandteile bezuglich ihrer
Dichte und ihres Sedimentationskoeffizienten (LOTTSPEICH & ZORBAS1998).

3.2.1 Isolierung von Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana-, Pisum

sativum- und Nicotiana tabacum-Pflanzen

In der Literatur snd zahlreche Methoden beschrieben, wie Mitochondrien aus grinem
Pflanzengewebe isoliet werden konnen. Diese snd jedoch fast dle von  wenigen
,Grundmethoden* abgelatet. Alle diese Methoden beruhen auf einer Kombination von
differentiellen Zentrifugationen und Percoll- Dichtegradienten Zentrifugationen
(DOUCE ET AL. 1987; zusammengefasst in MILLARET AL. 2001A). Von DAY ET AL. (1985)
wurde eine Methode zur Isolierung von Mitochondrien aus Erbsen entwickdt, die oft ztiert
und auch fir die Isolierung von Mitochondrien aus anderen Pflanzenspezies verwendet wird.
Daba wird en linearer PVP-25-Gradient, der mit enem sdbsaufbauenden linearen
Percollgradienten  kombiniert ist, verwendet (2.4.2). CHAUMONT ET AL. (1994) gdang die
Isolation von Mitochondrien aus Tabak, indem zwe aufenanderfolgende Percoll-
Stufengradienten  einsetzt wurden (24.3). Ein  kontinuierlicher Percollgradient wurde von
BERKEMEYER ET AL. (1998) genutzt, um Mitochondrien aus Arabidopsis-Blétern zu isolieren.
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3.2.2 Biochemische und physiologische Verfahren zur Analyse von

gerelnigten Pflanzenmitochondrien aus grinem Gewebe

Die Renheit von Organdlenpréparationen kann durch die Vermessung der Aktivitdt von
Letenzymen fir unterschiedliche Kompatimente der Zdle durchgefihrt werden. Die
Intektheit von  Mitochondrien  kann  durch  physologische Messungen mit  ener
Sauerdoffelekirode bestimmt werden. Hierbel werden die isolieten Mitochondrien mit
Substraten versorgt und die respiratorische Sauerstoffbilanz gemessen.

Alle Methoden zur Isolation von Mitochondrien aus Erbse, Tabak und Arabidopsis wurden
mindestens sechsmd wiederholt. Die physologischen Messergebnisse in Tabdle 6 snd aus je
zwe typischen |solationen gemittdt. Zunéchst wurde nach der Isolation der Mitochondrien
der Proteingehdt bestimmt. Dafir wurde die Protenbestimmung nach STOSCHECK (1990)
gewdhlt. Mit dieser Methode konnen auch Proteingehdte bestimmt werden, wenn die Proben
vide Membranfragmente enthdten. Membranlipide, die be anderen Proteinbestimmungen
(BRADFORD 1976, LOWRY ET AL. 1951) zu nicht-linearen Messergebnissen fuhren, storen bel
dieser Methode nicht.

Um plagidde Kontaminationen der Mitochondriensuspenson festzugellen, wurde der
Chlorophyllgehat der Suspendon besimmt. Hiefir wurde die von ARNON (1949)
beschriebene Methode verwendet (2.5.1).

Tabelle6: Biochemische und physiologische Charakterisierung von Mitochondriensuspensionen, die aus
grunem Pflanzengewebe isoliert wurden.

Pflanze Methode Frisch- Protein® | Chlorophyll O,-Bilanz Fumarase
gewicht | Auspeute | 2u Protein
Verhéltnis
Succinat | Reduziertes | Glycolat gebildetes
Cytochrom ¢ Malat
[¢] [md] [Mg mg™] [nmol (min mg Protein) ]
Pisum DAY ETAL. 130 0,975 1,0 804,5 144.5 0,00 83,5
sativum (1985)
Nicotiana | CHAUMONT 8 0,170 10,2 0,00 1453,0 0,00 nicht
tabacum ETAL. bestimmt
(1994)
DAY ETAL. 92 0,375 8,7 1039,0 1352,0 4226 11,7
Arabidopsis (1985)
thaliana KRUFTET 75 0,142 0,0 685,0 388,0 208,5 29
AL.
(2001)

a Nach STOSCHECK (1990)
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Teabdle 6 fasst die phys ologischen Untersuchungen an den isolierten
Mitochondriensuspensonen  zusammen. Der  Chlorophyligendt der nach DAY ET AL. (1985)
aus Erbse isolierten Organelen war gering. Der hohe Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von
Succinat ds auch die sehr geinge Sauerdoffproduktion bel Stimulation mit reduziertem
Cytochromc zeigt, dass die mitochondriden Membranen nicht zersdrt wurden und die
Atmungskette funktionierte,

Die Annahme der Intakthelt der isolierten Mitochondrien wird zusdzlich von der hohen
Fumarase-Aktivitét unterstiitzt. Es wa kein Glycolat-Oxidase ~ abhangiger
Sauerdoffverbrauch festzugdlen, was zeigt, dass die untersuchte Fraktion peroxisomenfre
war.

Die Mitochondrien-lsolate aus Tabak enthaten zwar keine aktiven Peroxisomen, es liegt aber
eine chloroplagtidare Kontamination von ca 10 % vor. Die sehr hohe Atmungsaktivitét nach
Zugabe von reduzietem Cytochromc macht deutlich, dass die mitochondridlen Membranen
be der Prparation zerstdrt wurden. Demzufolge konnte auch mit der Zugabe von Succinat
ihre  Atmungskette nicht dimuliet werden. Mit der von CHAUMONT ET AL. (1994)
beschriebenen Methode konnten hiernach  nur  Bruchstiicke von  Mitochondrien  isoliert
werden.

Arabidopsis thaliana dient in diessr Dissartation ds Moddl-Pflanze. Deshdb  wurden
verschiedene Methoden zur  Mitochondrienisolation an  ihr  getestet, namlich die von
BERKEMEYERET AL. (1998) und KRUFT ET AL. (2001) entwickelten Methoden zur Isolierung
von Arabidopsis-Mitochondrien und die urspringlich fir Erbsen-Mitochondrien publizierte
Methode nach DAY ET AL. (1985). Das Protokoll von BERKEMEYER ET AL. (1998) erwies Sich
jedoch ds vallig ungeeignet (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Ergebnise zegen, dass die nach KRUFTET AL. (2001) isolieten Mitochondrien
grof¥enteils intakt snd, da reduziertes Cytochrom c ihre Atmungskette nur wenig anregt.
Andererseits wurde im  Fumarase-Tet nur sehr wenig Madaat  gebildet. Die nach
DAY ET AL. (1985) isolieten  Mitochondrien  bildeten viermd  sovid Mada. Die
Verunreinigungen der Mitochondrien mit Chloroplasten und Peroxisomen bel der Methode
von KRUFT ET AL. (2001) snd gering, Chlorophyll kann hier gar nicht nachgewiesen werden.
Die Proteinausbeute ewies sch dlerdings ds sehr niedrig, so dass weltere physiologische
Untersuchungen nur bedingt moglich waren.

Die Methode nach DAY ET AL. (1985) lieferte eine erheblich hohere Proteinausbeute. Auch
der hohe Sauerstoffverbrauch nach Succinat-Zugabe zeigt, dass ene grole Menge an
Arabidopsis-Mitochondrien  isoliet  werden konnte.  Andererseits deutet  die  hohe
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Sauergtoffproduktion nach Zugabe von reduzietem Cytochromc darauf hin, dass die
Membransysteme zerstort wurden.

Die beschricbenen Methoden zur  biochemischen und physiologischen  Uberprifung der
Reinheit und Intaktheit von isolieten Mitochondrien haben dle den Nachtell, dass fir jede
vermutete Kontamination der Mitochondrien ein eigener Test durchgefuhrt werden muss, dies
szt eine hohe Proteinausbeute voraus. Aul3erdem wird die An- oder Abwesenhelt eines
besimmten Organdlentyps in  der  Mitochondriensuspenson nur anhand  enzelner
Enzymaktivitéten bestimmt. Dies macht die verwendeten Verfahren zu einer nicht absolut
zuverldssgen Methode, um die Renheit der isolierten Mitochondrien zu Uberprifen. Der
durchgefiinrte  Chlorophyll-Test ldsst zwar Aussagen zur Anwesenheit von Chloroplasten im
Isolat zu, kann aber keine Angaben zu moglichen Verunreinigungen mit anderen Padtiden,
die kein Chlorophyll enthaten (Proplastiden, Etioplasten), liefern.

3.2.3 Gelelektrophor etische Verfahren zur Analyse von

Pflanzenmitochondrien aus gr inem Gewebe

Die Blarnative Polyacrylamid-Geleektrophorese (BN-PAGE) dient der Auftrennung von
Proteinkomplexen, die in ener zweten denaturierenden Geldimengon in ihre Unterenheten
gespdten und anhand des von diesen gebildeten Muders identifiziet werden konnen. Da
Mitochondrien und Chloroplasten mit sehr unterschiedlichen Proteinkomplexen bestlickt sind,
wurde ein Vefaren angewandt, um die Reinhet von Mitochondrienprparationen mit 2D
BN/SDS-PAGE zu testen.

In  Abbildung6 dsnd Arabidopsis-Proteinkomplexe von Mitochondrien (Abb. 6A) und
Chloroplasten (Abb. 6B) schematisch dargestellt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung organellarer  Proteinkomplexe nach  Auftrennung  mittels
2D BN/SDS-PAGE. Mitochondridle Proteinkomplexe (A) und chloroplastidére Proteinkomplexe (B).
Die Schemata wurden nach Gelen erstellt, die in JANSCH ET AL. (1996) und KUGLERET AL. (1997)
veroffentlicht wurden. Die Bezeichnungen oberhalb der Schemata identifizieren die Proteinkomplexe: 1,
NADH-Dehydrogenase; HSP60, Hitzestress-Protein 60; V, FyF-ATP-Synthase-Komplex; |II,
Cytochromc-Reduktase; Fi, Fo, Fi- und Fy-Teile des ATP-Synthase-Komplexes, FDH, Format-
Dehydrogenase; PSI, Photosystem; LHCI, Light harvesting complexl; RubisCO,
Ribul osebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; bgf, Cytochrom bef-Komplex; PSII, Photosystem II;
[PSI1], Subkomplex des Photosystems I1; LHCIIb, Light harvesting complex I1b. Die Zahlen zwischen
den Gelen stehen fiir die molekularen Massen von Standard-Proteinen (in kDa).

Be den Mitochondrien nehmen die Protenkomplexe der Atmungskette, die in der inneren
Mitochondrienmembran dtzen, antelig den grélden Plaz en. Die Untereinheten der
Cytochrom c-Reduktase gehdren zu den haufiggen mitochondriden Proteinen. Als Protein
der mitochondriden Matrix ist das l6diche HSP60 (Hitzestressprotein 60) ein guter Marker
fur die Intaktheit der Mitochondrienn. Be den Chloroplasten kann  RubisCO
(Ribul osehi sphosphat- Carboxylase/Oxygenase) diese Funktion Ubernehmen. Die
Photosyseme und die Lichtsammekomplexe snd dagegen  membrangebundene
Proteinkomplexe. Der Cytochrom bsf-Komplex der Elektronentransportkette kann as
Indiketor fir Padtiden im Allgemenen dienen, da e auch in Etioplagen vorkommt
(HERRMANN ET AL. 1992). Zur Andyse der Reinheit und Intaktheit von Mitochondrien oder
Chloroplasten kann ein 2D BN-Trici/SDS-Gel eingesetzt werden.
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Abbildung7 zeigt ene 2D BN/SDS-PAGE-Auswertung fir Mitochondrien aus Erbse
(Abb. 7A) und Tabak (Abb.7B), die nach den Protokollen von DAY ET AL. (1985) und
CHAUMONT ET AL. (1994) hergestelt wurden.
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Abb. 7: Dokumentation der Reinheit von Mitochondrien, die aus grinem Gewebe von Erbse
(A) und Tabak (B) isoliert wurden. Die Bezeichnungen Uber den Gelen identifizieren die
Proteinkomplexe (sieche Abb.6). Die Zahlen zwischen den Gelen stehen fir die molekularen
Massen von Standard-Proteinen (in kDa).

In Abbildung 7A snd die Mitochondrien anhand der Atmungskettenr Komplexe lecht zu
identifizieren. Die Anwesenheit von HSP60 beegt, dass die aufgetrennten Mitochondrien
weitgehend intakt Snd. RubisCO und LHCIIb (Light harvesting complex IIb), die héufigsten
Proteinkomplexe der Chloroplasten, snd schwach zu  ekennen. Die Komplexe der
Elektronentransportkette (Photosystem| & 11, Cytochrom besf-Komplex) snd dagegen nicht
schtbar. Dennoch ist die Verunreinigung der isolierten Erbsen-Mitochondrien mit Plastiden
ds geaing (2-5%) anzusshen. Dies korrdiert mit den biochemischen und physkalischen
Ergebnissen aus Tabdle 6.

Die in Abbildung 7B aufgetrennten Tabak-Mitochondrien and dhnlich sauber wie die Erbsent
Mitochondrien (Abb. 7A). Auler enem sehr schwachen LHCIIb-Spot snd keine plastidéren
Proteinkomplexe zu erkennen. Auch hier belegt die Anwesenheit von HSPE0 die Intaktheit
der Mitochondrien. Das letztere Ergebnis seht im Gegensatz zu den Ergebnissen der
physiologischen Andysen.
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Abbildung 8 ig ene vergleichende Darsdlung von Mitochondrien, die aus grinem Gewebe
von Arabidopsis isoliet wurden. In Abbildung 8A wurden die Mitochondrien nach dem
Protokoll von DAYETAL.(1985), in Abbildung8B nach dem Protokoll von
KRUFT ET AL. (2001) isoliert. Beide Methoden ermoglichen ene nahezu optimde Isolation
von Mitochondrien. Die Komplexe der Atmungskette sind ale deutlich erkennbar.
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Abb. 8: Dokumentation der Reinheit von Mitochondrien, die aus griinem Gewebe von Arabidopsis
thaliana isoliert wurden. Die Mitochondrien wurden nach DAY ET AL. 1985 (A) und KRUFT ET AL. 2001
(B) prépariert. Die Bezeichnungen Uber den Gelen identifizieren die Proteinkomplexe (siehe auch
Abb. 6). Die Zahlen zwischen den Gelen stehen fir die molekularen Massen von Standard-Proteinen (in
kDa).

Die Anwesenheit von HSPG0 beegt, dass die Mitochondrien intakt sind. In den nach
KRUFT ET AL. (2001) aufgetrennten Mitochondrien it deutlich mehr HSPE0 zu erkennen ds
in den nach DAYETAL. (1985) aufgerenigten. RubisCO und LHClIb ds plagtidéae
Proteinkomplexe and nur schwach zu erkennen. Die Komplexe der beiden Photosyteme und
der Cytochrom bsf-Komplex fehlen. Maxima funf Prozent der Proteine auf den Gelen snd
plastidéren Ursprungs.

Es lasst dch fedddlen, dass die Kombination von biochemisch/physiologischen Messungen
und von gedektrophoretischen Vefaren gesignet id, die Reinheit von mitochondriden
Fraktionen umfassend zu beurteilen. Die 2D BN/SDS-PAGE ermiglicht en umfassenderes
Bild vom Zustand der Mitochondrien, Iésst jedoch keine Aussagen Uber ihre Aktivitdt zu. Es

werden nicht nur einzdne Markerproteine analysert, sondern das gesamte Proteom der

49



ERGEBNISSE

untersuchten Organellen. Sowohl membrangebundene as auch lédiche Proteine konnen in
die Beurtellung des Zustandes der Mitochondrien mit einbezogen werden.

Um sowohl die biochemischen und physiologischen Messungen (3.22) ds auch die
gedektrophoretischen  Vefaren zur  Ubeprifung der  Reinheit und Intektheit von
Mitochondrien durchfihren zu konnen, wurde ca 100g Pflanzenmateriad engesetzt. Daraus
wurde 500 pg mitochondrides Protein isoliet. Der Proteinensatz fir die Messungen der
Sauergoffbilanz betrug 150 pg, die Messung der Fumerasesktivitét bendtigte 50 ug und fir
die Protein- und Chlorophyllbestimmung wurden 10pug eingesetzt. Jedes 2D BN/SDS-PAGE
Gd wurde mit 250 ug Protein beladen. Ein entscheidender Nachtell der 2D BN/SDS-PAGE
bestent darin, dass sehr vid Pflanzenmaterid eingesstzt werden muss, um die fir diese
Methode benttigte grofie Menge mitochondriaden Proteins zu erhaten.

Die Methoden zur Mitochondrienisolation, hier vor dlem aus grinem Gewebe, und der
Uberprifung auf Reinheit und Intsktheit sSind &uRerst aufwendig (HAUSMANN ET AL. 2003A),
wodurch zahlreiche Fehlerquellen die Reproduzierbarkeit der Methode beeinflussen kénnen.

3.2.4 Modifikation der Methode von DAY ET AL. (1985) und Optimierung

der Pflanzenanzucht

Um Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana-Pflanzen isolieren zu kdnnen, wurde im Verlauf
diessr Arbeit die Methode von DAYETAL. (1985 modifiziet und optimiet. Die
vorgenommenen Modifikationen fir Arabidopsis thaliana Snd in Tabdle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Vorgenommene Modifikationen des Protokolls von DAY ET AL. (1985).

DAY ET AL. (1985) HAUSMANN ET AL. (2003A)
Verhaltnis von Frischgewicht | 1 ml pro g Frischgewicht 5 ml pro g Frischgewicht
zu Volumen des Mediums |
Homogenisierendes Keine Angaben Finf ma zwe Sekunden bei
Pflanzenmaterials hochster  Stufe  im  Waring

Blendor

Filtrationdes Nylongaze mit einer Porenwelite | Nylongaze mit einer Porenweite
Pflanzenhomogenats von 50 pm von 40 um
Gradientenzentrifugation Festwinkelrotor: SS34 Ausschwingrotor: SW28
Percollentfernung aus der | Medium Il mit BSA Medium Il ohne BSA
Mitochondriensuspension
Abschlief3ende 20 Minuten bei 15.000xg 10 Minuten bel 15.000xg
Zentrifugationslange
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Auch der optimde physologische Zusand de zu verglechenden Pflanzen musste
experimentd| ermittelt werden. Verglichen mit starik zeichnet sch C24 durch ene deutlich
shndlere Entwicklung  aus. Um  bestmdgliches  Ausgangsmaterid fur  de
Mitochondrienisolation zu gewdhrleisen, wurden die Pflanzen zetversetzt ausgesdt, die
starik-Pflanzen zehn Tage vor den Wildtyp-Pflanzen. Die Emnte efolgte, wenn Se enen
moglichs  identischen Entwicklungszustand erreicht haten. Dies war optimd, wenn die
Wildtyp-Pflanzen drei Wochen dt waren. In Abbildung 9 snd Arabidopsis thaliana-Pflanzen
dargestdlt, die physologisch nahezu identisch sind. In Abbildung 9A sind C24-Pflanzen und
in 9B starik-Pflanzen dargesdlt. In diessm Entwicklungsstadium wurden die Pflanzen mit
ener Raderklinge geerntet und nach der modifizieten Methode von DAY ET AL. (1985)
Mitochondrien isoliert.

Yo ()] & 4.:_5 5

Abb. 9: Ausschnitte von einem @4- (A) und starik-Rasen
(B) unmittelbar vor der Ernte. Die Pflanzen sind in einem
nahezu identischen Entwicklungsstadium.

3.3 Auftrennung von Mitochondrien Uber zweidimensionale
Gelelektrophorese

Die zwedimendonde (2D) Geddekirophorese ermdglicht ene umfassende Auftrennung
komplexer  Proteingemische durch die Kombination 2zweer  geeektrophoretischer
Trennverfahren. In der ersen Dimenson efolgt eine Trennung der Proteine aufgrund ihrer
isodektrischen Punkte (IEF). Die zweite Dimenson separiert die Proteine hingchtlich ihrer
Grole in Form von Tricin-SDS-PAGE. Um hochauflésende Ergebnisse zu erziden, werden
immobile pH-Gradienten (IPG) verwendet (BJELLQVIST ET AL. 1982,
GORGET AL. 1985 & 1988), be denen die basschen und sauren Gruppen der Aminosduren
fest an ene Matrix aus Acrylamid gekoppdt snd. Bel der zweiten Dimenson handdt es sch
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um die Auftrennung der Protene in e@nem Tricin-SDS-Gd nach ihrem Molekulargewicht
inkDa. Proteine, die enen isodektrischen Punkt innerhab des gewdhlten pH-Bereichs
bestzen und eine GroflRe zwischen ca 5-120 kDa haben, konnen durch diese Methode as
Proteingpot detektiert werden.

Zu Beginn der Versuchgethe war nicht klar, wie (i) eine bestmdgliche Probenaufbereitung
erreicht werden kann, (ii) ob pH-Gradienten mit linerem oder sgmoidem Velauf ads erde
Dimendon eingesetzt werden <ollten und (i) mit welcher Protenmenge en Ge beaden
werden ollte, um anschlielRend eine Silberfarbung nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988),
ene Coomasse-Farbung nach NEUHOFFET AL. (1985) oder ene kommerzidl erhdtliche
Coomasse-Farbung der Firma Roth durchzufihren. Hierzu mussten enige Vorversuche
gemacht werden, um letztlich die Methode der 2D- Gelel ektrophorese zu etablieren.

3.3.1 Ausgangsmaterial fur die Etablierung der zweidimensionalen
Gelelektrophorese von Mitochondrien

Aus diolierten Suspensonskulturen wurden Mitochondrien nach KRUFT ET AL. (2001) isoliert
und anschlief3end die Proteinkonzentration nach STOSCHECK (1990) bestimmt.

Die Gele der Abbildung 10 snd 20 cmx 20 cm grof3 und haben eine Geldicke von 1mm. Se
snd jewels mit 160 ug mitochondridem Protein beaden und bis auf die Auftrennung in der
esen Dimenson identisch behandet worden. Der IPG-Streifen von Abbildung 10A weist
ene sgmoide Verlaufform auf und deckt einen pH-Bereich von pH 3-10 ab. Fir das Gd in
Abbildung 10B wurde hingegen en immobiler pH-Gradient mit ener lineren Velaufsform
von pH3-10 eingesatzt. Beide Gele der Abbildung 10 zeigen vergleichbare Proteommuster
der aufgetrennten Mitochondrien. Im unteren Dritted beder Gede sand kaum Proteine
detektiert worden. Proteine mit einem isodektrischen Punkt nahe pH 3 wurden auf keinem
der Gele fokussert. Proteine mit einem stark basischen isodektrischen Punkt snd sowohl in
Abbildung 10A ds auch in 10B nur patiel erkennbar. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Proteingpots in Abbildung 10A Uber eine weitaus grofere Geflache vertellt snd in 10B. Bis
aulf enige Ausnadhmen im dak basschen pH-Bereich befinden sch die aufgetrennten
Proteine in dem mittleren pH-Bereich, der mit ener ovden Makierung gekennzeichnet ig.
Diese Makierung macht deutlich, dass en IPG mit dgmoider Velauform im reevanten
pH-Bereich (pH5-pH 7) das mitochondride Proteingemisch grof¥lachiger auftrent as der
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lineare 1IPG. Deshdb kommt es auf dem Gd der Abbildung 10A im Gegensatz zu dem Gd in
10B kaum zu Uberlagerungen der einzelnen Spots, wie die Gelausschnitte 1-3 verdeutlichen.

Durch diexe differenziertere Vertellung der Proteine in Abbildung 10A ig ene ldentifizierung
enzenen Proteingpots gegeben und wird ene spdtere Einzdandyse Uber z.B. MALDI-
TOF/MS verenfacht. Ein immobiler pH-Gradient mit sgmoidem Velauf emdglicht ene
bessere Quantifizierbarkeit von Proteommustern. Aus diessm Grund wurden im folgenden fir

dle 2D-gdderophoretischen  Auftrennungen IPG-Strafen mit  einem  Sgmoiden  Verlauf
engesetzt.

|EF mit sgmoider Verlaufsform > |EF mit linearer Verlaufsform >
pH3 pHI0 pH3 pHIO
- ."-‘
w
(D . -
i
)
)
@)
£ .
i)
=
v (A) (B)

Abb. 10: Zweidimensionale Auftrennung des mitochondrialen Proteoms von starik unter Einsatz
verschiedener immobiler pH-Gradienten. In der ersten Dimension von Gel A wurde ein sigmoider
pH-Gradient gewsahit, fir GelB wurde ein linearer pH-Gradient eingesetzt. Die Gele sind mit
160 ug mitochondrialem Protein beladen und silber-gefarbt. Unterschiede im Spotmuster sind in
den Gelausschnitten 1-3 dargestellt. Die ovalen Markierungen kennzeichnen die Spotverteilung.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration isolierter mitochondrialer
Fraktionen

Im Folgenden gilt es nun, ene optimde Protenmenge fir die Beadung der
2wedimensonden  Auftrennung  zu  emittdn  Die in  Abbildung 11A-C  dargestellten
Mitochondrienproteome stammen aus ener eiolieten Suspensonskultur von Arabidopsis
thaliana Wildtyp C24. Die Organdlen wurden nach KRUFT ET AL. (2001) isoliert und deren
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Proteingehdt nach STOSCHECK (1990) bestimmt. Die Auftrennung der ersen Dimenson
egfolgte in enem pH-Berech von 3-10 Uber enen IPG mit sgmoider Verlaufsform.
Schligdich wurden die Gde nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) dlber-geférbt. In der
esen Dimendon von Abbildung 11A wurden 100 pug Protein eingesstzt. Das Ge in 11B
wurde mit 300 pg und 11C mit 500 pg mitochondridem Protein beladen. Auf den Gden is
deutlich zu erkennen, dass mit zunehmender Proteinmenge von Abbildung 11A nach 11C
auch die Intenstét der Proteingpots zunimmt. Gut erkennt man dies an der mitochondriden
Porin-Reihe, die im basschen Bereich lokdiset und mit ener Umrahmung gekennzeichnet
id. Mit selgender Proteinmenge nimmt nicht nur die Intenstét der Spots zu, sondern auch
deren Anzahl. So sind in Abbildung 11C deutlich mehr Proteine zu erkennen ds in 11A.
Allerdings nimmt die Anzahl und Sté&ke der Protentberlagerungen ebenfals zu, wodurch
ene genaue | dentifizierung eénzelner Spots erschwert wird.

|EF |EF
> >
pH3 pH10 pH3 pH10
= 4. =
e =) a.
" ? P ?
5 g
o1 0
> 3
7 2
(A)|w (B)|w
|EF
>
pH3. pH10

- - al

P

%

>

®

m

(95 4

Abb. 11: Vergleich verschiedener Proteinmengen der 2D-Auftrennung mitochondrialer Proteine aus einer
etiolierten Suspensionskultur von Arabidopsis. Nach STOSCHECK (1990) ist das Gel oben links (A) mit 100 ug,
das Gel oben rechts (B) mit 300 ug und das Gel unten ) mit 500 ug Protein beladen. Die Gele sind nach
HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) silber-gefarbt.
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Das Realltat diesr Versuchgelhe brachte die Erkenntnis, dass eine optimae Proteinmenge
fur die Bdadung enes Ges zwischen 150-250 ug betragen solite. Die Slberfarbung konnte
kein Proteommuster detektieren, sofern Gele mit deutlich weniger Protein beladen wurden
(Ergebnisse nicht gezeigt). Jedoch daf die Proteinmenge nicht zu hoch gewahlt werden, da
ong eine ldentifizierung enzelner Proteingpots unméglich wird.

3.4 Vergleich desmitochondrialen Proteomsvon C24 und starik

In Abbildung 12 sind Mitochondrienproteome von C24 und starik vergleichend dargestellt.
Die Mitochondrien wurden nach ener modifizieten Methode von DAY ET AL. (1985) aus
physologisch identischem Blatmateriad von Arabidopsis thaliana C24 und der starik-
Mutante isoliert. Die drel Préparationen der Organdlen aus C24 und starik-Pflanzen efolgten
padld. Die Protenauftrennung der ersen Dimensonen efolgte in eénem pH-Bereich von 3-
10 Uber enen IPG-Streafen mit Sgmoider Verlaufsform. Die Proteinkonzentration wurde nach
STOSCHECK (1990) bestimmt, daraufhin wurden je 250 ug mitochondrides Protein fur die 2D-
Gddektrophorese  eingesetzt. Von den zu verglechenden Gden efolgte auch die
Slberfabung nach HEUKESHOVEN & DERNICK  (1988) padld. In Abbildung 12A  wird
deutlich, dass die meisen der mitochondridlen Proteine eine Grofe zwischen 20 und 70 kDa
und einen basischen isoeektrischen Punkt haben. Im sauren pH-Bereich des Gels snd
Proteingpots nur vereinzelnd detektiert. Zwischen 55 und 70kDa it keine Uberlagerung
enzener Proteinspots festzugdlen. Gerade in diesem Geabschnitt liegen die Spots vereinzet
vor. Im direkten Vergleich mit dem dazugehdrigen mitochondridem Proteom von starik sind
gerade Unterschiede im sauren pH-Bereich auffdlig. Hier liegt eine Relhe von Proteinen vor,
deren Molekulargewicht kleiner ds 19kDa ist und deren isodekirischer Punkt im sauren pH-
Bereich liegt. Zudem sind vide Proteine in dem mittleren pH-Bereich angesieddt, die im Gd
von C24 fehlen. Die Ansammlung von Protenen mit einem Molekulargewicht zwischen 55
70 kDa und einem basschen isodektrischen Punkt findet man, wie auch bei C24, ba starik
wieder. Vergleicht man das Proteom von C24 und starik in Abbildung 12B, so liegen die
meisten der detektierten Proteine im sauren und im neutralen pH-Bereich der Gele.

Nur ene klene Ansammlung von Protenen liegt zwischen 19 und 30 kDa im leicht basischen
Bereich des Ges. Ein auffdlend gro3er Protengpot mit enem Molekulargewicht von
ca. 19 kDaund einem aul3erst sauren isoelektrischen Punkt ist auf beiden Gelen an
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Abb. 12: Zweidimensionale Auftrennung von Mitochondrien, die aus Bléttern von Arabidopsis
thaliana Wildtyp C24 (linke Spalte) und der starik-Mutante (rechte Spalte) nach DAY ET AL. (1985)
dreimal isoliert wurden (A-C). Die mitochondriealen Proteine wurden in der ersten Dimension auf
einem sigmoiden pH-Gradienten von pH 310 aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die
Proteine in einer Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grosse aufgetrennt. Die Zahlen stehen fur die
molekularen Massen von Standard-Proteinen in kDa. Die Gde wurden mit 250 pg mitochondrialem
Protein beladen und silber-gefarbt. Die Gelausschnitte kennzeichnen Ahnlichkeiten.
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identischer Stelle zu erkennen. Auf dem Gd von C24 dnd zwischen 34 und 60 kDa
Proteingpots Schtbar, die im starik Proteom fehlen Spots mit einem Molekulargewicht von
Uber 30 kDa und einem basischen isoeektrischen Punkt fehlen in diesen Proteomen ganz. Die
Mitochondrienproteome von C24 und starik aus der dritten Prgparation snd in
Abbildung 12C dargestdllt. Eine klare Anhéufung von Proteinen findet sch im sauren pH-
Bereich beider Gde. Das Molekulargewicht dieser Proteine liegt zwischen 20 und ca 55 kDa.
Wesentlich kleinere oder grolere Proteine sind nicht zu erkennen.

Die Reihe der mitochondriden Porine i auf beden Gden gleichemal3en zu erkennen und
durch ene Umrahmung gekennzeichnet. Bis auf kleine Ausnehmen snd die Proteinmuster
beider Gele nahezu identisch.

Vergleicht man die Abbildungen12A-C miteinander, so variiert das Proteinmuster von C24
und starik zwischen den einzelnen Mitochondrienprgparationen. In Abbildung 12A snd bel
C24 und starik relativ vide Proteine im sauren Bereich zu identifizieren. Im starik-Proteom
erkennt man zudem eine massve Schwarzfarbung des sauren pH-Bereichs, die auf dem C24
Gd fehlt. Diese Fabung findet sch weder in Abbildung 12B noch in 12C des starik-
Proteoms wieder. Die dagesdlten Gede in 12B zeigen ene andere Vertellung der
aufgetrennten  Proteine as in Abbildung 12A. Der Antel von Proteinen mit enem sauren
isodektrischen Punkt ist erkennbar grof¥er as in Abbildung 12A. Proteine, die ein hohes
Molekulargewicht haben, sind gerade auf dem Ged der starik-Mutante reduziert. Die Gee in
Abbildung 12C gellen das Ubersichtlichste Gelpaar dar. Zwar ist das Muster der Proteinspots
nochmas anders ds in den Abbildungen12A und 12B, dafir i es madglich, enzene
Proteingpots auf belden Gden identifizieren und vergleichen zu konnen. Die Gee der
Abbildung 12C weisen auch die am besten gelungene Silberfarbung auf, da der Hintergrund
des Gels kaum angeférbt wurde.

Aus phydologisch identischem Pflanzenmaterid von C24 und starik wurden nach ener
modifizieten Methode von DAY ET AL. (1985) pardld Mitochondrien isoliet. Die
zweidimensonde Auftrennung des Proteoms erfolgte ebenfdls pardld. Wie die sechs Gele
der Abbildung12 zeigen, kommt es trotz identischer Versuchsdurchfihrung zu
unterschiedlichen, nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Weder C24 (linke Spalte) noch starik
(rechte Spalte) zeigen in den Abbildungen 12A- C vergleichbare Proteommuster.

Abbildung 13 ig ene Dokumentation der Reinheit der Mitochondrien, die aus grinem
Gewebe von Arabidopsis und starik isoliert wurden. Die abgebildeten Gee snd mit je 770 g
Protein nach STOSCHECK (1990) beladen und Slber-gefarbt
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(HEUKESHOVEN & DERNICK 1988). Die Dargelung der Proteinkomplexe des Wildtyps zeigt
ene schwéchere Aushbildung ds die dea starik-Mutante. In - Abbildung 13A  snd die
Proteinkomplexe  RubisCO, LHCII und der Fi-Komplex zu identifizieren, wobe die
Proteinkomplexe plastiddren Ursprungs deutlicher hervortreten ds der Fi-Komplex der
Mitochondrien.  Andere  Proteinkomplexe  konnten  nicht  identifiziiet  werden. In
Abbildung13B dnd die enzenen Protenkomplexe bessr zu identifizieren. So snd die
mitochondriden Komplexe I1l und V im Gegensaiz zu Abbildung 13A hier Uberhaupt erst
schtbar. Man erkennt die RubisCO ds chloroplastidéres Protein in stérkerer Ausprégung ds
in Abbildung 13A. Allerdings fehlt der Komplex des LHCII auf Abbildung 13B vollsténdig.
Mdoglicherweise werden weitere Proteinkomplexe wie FDH und F, vom Hintergrund auf der
rechten Seite des Gels verdeckt.

Mitochondrien, die aus grinen Zdlen isoliet gnd, dgdlen offenbar kein idedes
Auggangsmaterid dar, um nachfolgend das Proteom zu andyseren. In der vorliegenden
Dissertation wurde daher telweise auf Mitochondrienisolate aus etiolieten Arabidopsis-
Suspend onskulturen zurlickgegriffen.

Blau-native PAGE Blau-native PAGE
> >
RubisCO\ F. KLHCII ATl Rubi}a
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Abb. 13: Vergleich der Proteinkomplexe des mitochondrialen Gesamtproteoms von C24 (A) und
starik (B) nach zweidimensionaler Auftrennung mittels 2D BN/SDS-PAGE und Silberférbung.
Oberhalb der Gele sind die Proteinkomplexe (siehe Abb. 6) gekennzeichnet. Die Zahlen zeigen die
molekulare Masse der Proteinkomplexe an.
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3.5Analyse des mitochondrialen Proteoms von Arabidopsis

thaliana-Suspensionskulturen

Wie im vorherigen Kapitd gezegt, is es schwierig, saubere Mitochondrien aus pflanzlichem
Gewebe zu isdlieren. Deshdb dienten eioliete Arabidopsis-Suspensonskulturen  ds
Ausgangsmaterid. Die Prdparation von Mitochondrien erfolgt in der Regd durch mehrere
differentidle Zentrifugationsschritte und  ene  nachfolgende  Gradientenzentrifugetion.  Die
differentidlle Zentrifugation hat in ede Linie das Zid, zumindet gro3e Patikd wie
Zdltrtimmer  zu  diminieren. Die  Gradientenzentrifugation  wird be  sehr  hoher
Umdrehungszahl  in  ener  Ultrazentrifuge durchgefihrt und dient der Auftrennung  der
vablebenden Zdlpatikd nach ihrer Dichte. Ein Dichtegradient wie in Abbildung 14
dargestelt, kann durch die Verwendung von Saccharose und/oder Percoll in unterschiedlichen
Konzentretionen ereicht werden. Es kann sch dabel um enen kontinuierlichen oder einen
Sufengradienten handeln (PERTOFT 2000). In dieser Arbeit wurden Percollgradienten mit drel
Stufen (18 %, 29 %, 40 %) bzw. sdbstaufbauende Percollgradienten nach DAY ET AL. (1985)
(Gradient nicht gezeigt) verwendet. Abbildung 14 zeigt einen Percoll-Stufengradienten nach
der Ultrazentrifugation. Der Gradient wurde mit 3ml  Zdlsuspenson aus eiolierten
Arabidopsis  thaliana-Suspensonskulturen  beladen. Der  dreidtufige  Percoll-Saccarose-

Gradiente bildete zwel Interphasen aus.

A
18 %
1. Interphase
18 %/29 % v
_ A
29 %
2. Interphase Y
29 %/40 %
+>
Mitochondrien 40 %
v

Abb. 14: Percoll-Stufengradient zur Aufreinigung von
Mitochondrien aus etiolierten Suspensionskulturen
isoliert nach KRUFT ET AL. (2001).
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An der eden Intephase (18 % und 29 %) sammdten dch nach der Ultrazentrifugation
Zdltrimmer mit ene geingeren Dichte. Die isolieten Organdlen befinden sch an der
2waten  Interphase zwischen 29% und 40% des Percoll-Stufengradienten.  Die
unterschiedlichen Dichtestufen des Gradienten snd gut zu erkennen, ebenso die Entfernung
jener Zdlbedandtelle, die fir diese Versuchgehe Ubeflissg snd. Die Organdlen des
Gradienten wurden an der zweiten Interphase entnommen und zweidimensona aufgetrennt,
die so entstandenen Gele wurden slber-gefarbt.

Die dageddlten Proteome in Abbildungl5 dammen von Mitochondrien, die aus
Pflanzenmaterid  (A) und aus eiolieten Suspensionskulturen (B) von Arabidopsis thaliana
isoliet wurden. Beide Préparationen erfolgten nach dem Protokoll von KRUFT ET AL. (2001).
Das Proteingemisch wurde in Abbildung 15A wie auch in 15B Uber einen IPG mit Sgmoider
Velaufdorm in e@nem pHBeech von 3-10 fokusset. Die Gee wurden nach
HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) dglber-gefarbt. In - Abbildung15B  snd  deutlich  mehr
Proteinspots schtbar as in 15A, dort fehlen vide Proteine mit enem Molekulargewicht von
unter ca. 19 kDa und von Uber ca 70kDa. In Abbildung 15A snd die meigen Proteine im
sauren pH-Berech zu finden, wohingegen in Abbildung15B ene effektivere
Proteinverteilung Uber den gesamten pH-Gradienten zu verzeichnen ist. Trotz des
unterschiedlichen Ausgangsmateriads der  mitochondriden Proteine findet man  prégnante
Spotmuster auf beiden Gelen wieder, wie die Gelausschnitte 1-2 markieren.
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Abb. 15: Zweidimensionale Auftrennung von Mitochondrien, die nach KRUFT ET AL. (2001) aus
Arabidopsis thaliana-Pflanzenmaterial (A) und aus etiolierten Suspensionskulturen (B) isoliert
wurden. Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem sigmoiden IPG im pH-Bereich
3-10 fokussiert. In der zweiten Dimension wurden die Proteine in einem Tricin - SDS- Gel nach
ihrer Grosse aufgetrennt. Die Gelausschnitte 12 stellen Gemeinsamkeiten des Proteommusters
dar.
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Um eine besser vergleichbare Auftrennung des mitochondriden Proteoms von C24 und starik
zu ehdten, wurden die Organdlen im Folgenden aus etiolierten Suspensionskulturen beider
Spezies isoliert (Abb. 16). Die Prdparationen efolgten in beiden Falen padld nach dem
Protokoll von KRUFT ET AL. (2001). Die Auftrennung efolgte Uber IPG mit einer Sgmoiden
Velaufdorm und einem pH-Bereich von 3-10. Es wurden sehr vide der mitochondriaen
Proteine aufgetrennt, die Proteingpots sind auf beiden Gelen Uber die gesamte Fl&che vertdlt.
Sowohl kleine as auch sehr grof3e Proteine snd mit der Methode aufgetrennt worden. Die
Proteinvertellung erdreckt dch in beiden Geen (Uber den gesamten pH-Bereich des
verwendeten IPG. Sowohl sehr saure as auch sehr bassche Proteine wurden fokussert. Die
zweidimensonde Auftrennung der Mitochondrien von C24 und starik efolgte dremd,
ebrachte  aer nicht, wie ewate, dgnifikante Unterschiede der  beiden
Mitochondrienproteome. Die Gedausschnitte 1-4 markieren lediglich einen kleinen Tel des
identischen Spotmusters von C24 und der starik-Mutante. Da in der Silber-Farbung keine
Unterschiede gchtbar waren, wurde die weniger senstive Coomasse-Fabung fir ene
Sequenzierung tber MALDI/TOF nicht durchgefihrt.
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Abb. 16: Zweidimensionale Auftrennung von Mitochondrien, die aus etiolierten
Suspensionskulturen von Arabidopsis thaliana Wildtyp C24 (A) und der starik-Mutante (B) nach
KRUFT ET AL. (2001) isoliert wurden. Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem
sigmoiden immobilisierten pH-Gradienten von pH 3-10 fokussiert. In der zweiten Dimension
wurden die Proteine in einer Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grosse aufgetrennt. Die Zahlen stehen
fur die molekularen Massen von Standard-Proteinen in kDa. Die Gele wurden nach
HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) silber-geférbt. Die markierten Gelausschnitte 1-4 zeigen
Gemeinsamkeiten des Proteommusters.
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3.6 Vergleichende Analyse chloroplastidarer Proteome von

Wildtyp- und transgenen Pflanzen

Zuné&chst wurden Methoden zur Isolation weitgehend intakter Chloroplasten getestet und
gtabliet. Die Protene wurden mittds 2DIEF/SDS-PAGE aufgetrennt und das
Proteommuster der Chloroplasten aus Wildtyp- und transgenen Pflanzen verglechend
untersucht. Als Ausgangsmaterid fir die Proteomandyse der Chloroplasten wurden (i)
Arabidopsis thaliana-Pflanzen, Wildtyp C24, verglichen mit der starik-Mutante, und (i)
Nicotiana tabacum-Pflanzen, Wildtyp SNN, verglichen mit der Ferrochelatase-antisense
Line E82, engextzt. Zu vermutende dgnifikante Unterschiede der Proteommuster sollten
erkannt und massengpektrometrisch tber MALDI/TOF identifiziert werden.

3.6.1 Optimierung zur Chloroplastenisolierung aus Arabidopsis thaliana-

Pflanzen

Das ursgpringlich fur Spinat publizierte Protokoll von JENSEN & BASSHAM (1966) wurde auf
Arabidopsis thaliana Ubertragen. Die Chloroplasten wurden isoliet und waren nach
LEEGOOD & MALKIN (1986) zu 20 % intakt. Die chloroplastidéren Proteine wurden durch
Zentrifugation in  lodiche- und  membrangebundene  Proteinfraktionen separiert und die
Proteinkonzentration nach STOSCHECK (1990) bestimmt. Die in den Abbildungen17 und 18
dagesditen Gde snd mit je 800ug Protein bdaden und Coomasse-Colloidd nach
NEUHOFF ET AL. (1985) gefarbt.

3.6.2 Zweidimensionale Auftrennung loslicher Proteinfraktionen von
Chloroplasten aus Arabidopsis

Die l6dichen Proteine der Chloroplasten aus Blatmateriad von C24 und starik wurden in der
ggen Dimenson auff enem dgmoiden IPG-Strefen von pH 3-10 aufgetrennt und dnd in
Abbildung 17 dargestdlt. Vergleicht man die Spotmuster von C24 (Abb. 17A) und starik
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(Abb. 17B), so gelt man fest, dass rdativ wenig Proteine fokussiert und aufgetrennt wurden.
Die efassten Proteinspots liegen sowohl bei C24 ds auch ba starik im sauren pH-Bereich.
Proteine mit einem basischen isodektrischen Punkt konnten weder bei C24 noch be starik
detektiert werden. Deutliche Unterschiede der Spotmuster sind im neutrden pH-Bereich zu
erkennen. In Abbildung 17B snd Proteine mit einem Molekulargewicht von ca 55 kDa
gchtbar, die in Abbildung 17A fehlen. Da die Spotmuster von C24 und starik Unterschiede
aufweisen, wurden enige Protene aus dem Ge der Abbildung 17A ausgestochen und Uber
Madi/TOF squenziet. Die FErgebnisse diesr Identifizieeung snd  in Tabele 10
zusammengefass.
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Abb. 17: Zweidimensionale Auftrennung léslicher, chloroplastidérer Proteine, die aus Blattmaterial von
Arabidopsis thaliana C24 (A) und der starik-Mutante (B) nach JENSEN & BASSHAM. (1966) isoliert
wurden. Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem sigmoiden immobilisierten pH-
Gradienten von pH3-10 fokussiert. In der zweiten Dimension wurden die Proteine in einem Tricin -
SDS- Gel nach ihrer Grosse separiert. Die Zahlen stehen fir die molekularen Massen von Standard-
Proteinen in kDa. Die Gele wurden nach NEUHOFFET AL. (1985) Coomassie-Colloidal-gefarbt. Die in
Abbildung 17A markierten Proteinspots AD wurden ausgestochen und Uber Maldi/TOF identifiziert
(Tabelle 10).

3.6.3 Zweidimensionale Auftrennung membrangebundener
Proteinfraktionen von Chloroplasten aus Arabidopsis

Um ene komplette Darstellung des chloroplastidéren Proteoms von Arabidopsis thaliana zu
erhdten, wurden auch die membrangebundenen Proteine von C24 (Abb. 18A) und der starik-
Mutante (Abb. 18B) mittels 2D IEF/SDS-PAGE aufgetrennt und im Anschluss Coomassie-
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Colloidd nach NEUHOFFET AL. (1985) angefarbt. Die Proteine wurden in der ersten
Dimenson ebenfdls in dem pH-Bereich von pH3-10 fokussert. Ahnlich wie be den oben
beschricben Gelen in Abbildung 17 findet sch auch hier eine Anhéufung von Proteinen mit
enem sauren isodektrischen Punkt. In diesem Bereich erkennt man zwel Gruppierungen von
Proteinen. Die erste Gruppe besitzt eine Grofe von 30-50 kDa, die andere Gruppe hat eine
Grofe von ca 70 kDa Auffdllig be der vergleichenden Betrachtung is, dass die Intenstét
der angefarbten Proteinspots auf Abbildung 18A deutlich versarkt ist. Zudem wurden hier
Proteingpots im basischen pH-Bereich detektiert, die in Abbildung 18B fehlen.

Einige Proteine aus dem Gd der Abbildung 18A wurden ausgestochen und Uber Maldi/TOF
sequenziert. Die Ergebnisse dieser Identifizierung sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Da es sowohl be den in Abbildung17 ds auch be den in Abbildung 18 dargestellten
Auftrennungen zu Uberlagerungen der Proteingpots im sauren Bereich kam, was eine korrekte
eschwerte,  wurde
Chloroplastenuntersuchungen ein IPG- Streifen von pH 4-7 gewéhlt.

Identifizierung  enzelner  Proteine im weateen Velauf der
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Abb. 18: Zweidimensionale Auftrennung chloroplastidarer Membranproteine von Arabidopsis thaliana
Wildtyp C24 (A) und der starik-Mutante (B). Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem
sigmoiden immobilisierten pH-Gradienten von 310 aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die
Proteine in einer Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grisse aufgetrennt. Die in Abbildung 18A markierten
Proteinspots 1-7 wurden ausgestochen und Gber Maldi/TOF identifiziert (Tabelle 11)
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3.6.41solierung und vergleichende Proteomanalyse von Arabidopsis
thaliana, Wildtyp C24, und der starik-Mutante

Die Chlorplasten wurden nach JENSEN & BASHAM (1966) aus dem Wildtyp C24 und der
sarik-Mutante  isoliet  und der prozentude Antell intskter  Organdlen  nach
LEEGOOD & MALKIN (1986) ermittelt. Demzufolge waren von dlen Chloroplagten, die fir die
abgebildeten Gele isoliet wurden, unmittelbar nach ihrer Isolierung 60-65% intakt. Ein
weiteres Zid dieser Arbeit war es, Unterschiede im Muster des Chloroplastenproteoms
zwischen C24 und starik zu erkennen und eventudl abweichende Proteine zu identifizieren,
um somit Grinde fur den chlorotischen Phénotyp der starik-Mutante aufzudecken. Mittels
2D-Gedektrophorese wurden die chloroplastiddren Proteine aufgetrennt und durch die
Silberfabung nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) angefarbt. Es wurden weitere Gele mit
chloroplagtidaren Proteinen angefertigt. Diese wurden mit  deutlich hdherer  Proteinmenge
beladen, Coomasse-colloidd angefabt und sollten ds eventudle Sequenzierungsgrundlage
dienen.

Die Protene der Chloroplasten beider Pflanzen in Abbildung 19 wurden in der ersten
Dimenson auf einem immobiliserten pH-Gradienten in dem pH-Bereich von 4-7 aufgetrennt.
Nach der Proteinbestimmung von STOSCHECK (1990) sind beide Gee snd mit 150 g
chloroplastidarem Protein beladen.
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Abb. 19: Vergleichende zweidimensionale Auftrennung chloroplastidérer Proteine von Arabidopsis
thaliana Wildtyp C24 und starik. Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem IPG-
Streifen im pH-Bereich von 47 aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die Proteine in einer
Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grosse in kDa separiert. Die Gele sind nach STOSCHECK (1990) mit
150ug Protein beladen und wurden nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) silber-gefarbt. Die
Gelausschnitte 1-2 markieren Gemeinsamkeiten des Proteommusters.
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Auf beiden Geden der Abbildung19 sind vide Proteine fokussert und aufgetrennt worden.
Eine besonders effektive Proteinauftrennung hat be pH5 dattgefunden. Hier wurden deutlich
mehr Proteine fixiet ds im pH-Bereich 6-7. Proteine mit identischer GrofRe snd auf beiden
Gden glacheman pH-Ubergrafend zu ekennen. Die Gedausschnitte 1-2 markieren
beschriebene Bereiche. Die meisten der aufgetrennten Proteine von C24 und starik haben en
Molekulargewicht zwischen 14 und 43 kDa Einzelne Proteinspots Snd auf beiden Geen klar
zu identifizieren, wobel die Deutlichkeit mit zunehmendem Molekulargewicht abonimmit.

Aus demsdben Proteinextrakt wurden zwel weitere Gele angefertigt, die mit 800 ug Protein
beladen und Coomassie colloidd gefarbt wurden. Eventudle Unterschiede im Proteommuster
von C24 und starik sollten identifiziet und aus dem Gd ausgestochen werden, um ene
Sequenzierung nach MALDI/TOR-MS durchfiihren zu lassen.

Das Gd dea Abbildung20A zeigt das Chloroplastenproteom von C24, das Gd der
Abbildung 20B das Proteom von starik. Die Protene wurden in enem liearen IPG im pH-
Bereich von 4-7 fokusset. Auffdlig id, dass dch die beden Proteome deutlich
unterscheiden, sowohl in der Vertelung der Proteinspots auf der Gefl&che as auch in ihrer
Intenstét. Die Masse der chloroplastidaren Proteine von C24 haben enen isodektrischen
Punkt nahe 5. Proteine mit eénem pl nahe 4 ds auch Uber 6 fehlen vollig. Die aufgetrennten
Proteine haben én Molekulargewicht zwischen 14 und 66 kDa. Es sind keine Uberlagerungen
der Proteingpots zu erkennen. Die chloroplagtiddren Proteine von starik dnd Uber einen
breiteren pH-Bereich (pH4-6) vertalt, wobe auch hier ene Anhdufung nahe pH5
fedzugdlenig.
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Abb. 20: Vergleichende zweidimensionale Auftrennung chloroplastidérer Proteine von Arabidopsis
thaliana Wildtyp C24 (A) und starik (B). Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf einem
IPG-Streifen im pH-Bereich von 47 aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die Proteine in
einer Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grosse in kDa separiert. Die Gele sind nach STOSCHECK (1990)
mit 800 pg Protein beladen und wurden Coomassie-colloidal geféarbt.
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Proteine mit eénem pl nahe 7 fehlen. Der grosste Tell der fokusserten Proteine ha en
Molekulargewicht von unter 29 kDa Einzelne Proteingpots snd im Bereich unter 20 kDa gut
zu identifizieren. Im Bereich zwischen 20 und 29 kDa kommt es zu Proteiniberlagerungen.
Proteine mit einem Molekulargewicht von Uber 29 kDa sand lediglich im pH-Bereich 4 und 6
erkennbar, wobe in diesen Bereichn Proteine geringer Grosse fehlen.

Die Unterschiede der Chloroplastenproteome von C24 und starik snd nicht sgnifikant, da es
nicht gdang, drema identische Gede jeder Vaiante herzugtdlen. Aus diessm Grund wurde
keine Sequenzierung durchgefihrt.

3.6.5 I'solierung und ver gleichende Proteomanalyse von Nicotiana tabacum,

Wildtyp SNN, und der Ferrochelatase-antisense-Linie E82

Um die Folgen der beantréchtigten Hamsynthese auf Proteomebene untersuchen zu konnen,
wurden intakte Chloroplasten aus physologisch nahezu identischen Tabek-Pflanzen isoliert.
Die Tabak-Mutante der Linie E82 weist Chlorosen entlang der Blattadern und der Mittelrippe
auf. Dieses Gewebe wird im Laufe der Pflanzenentwicklung nekrotisch (Abb 4). Es wurden
Unterschiede in dem chloroplastidaren Proteom der Linie E82 ewartet, wel (i) die
Ferrochelatase-Aktivitat in der tranggenen Linie E82 reduziet i und (i) den oben
beschriebenen Blatt- Phdnotyp zeigt (PAPENBROCK ET AL. 2001).

Abbildung21l zegt die 2zwedimensonde Auftremung chloroplastidérer Proteine  von
Nicotiana tabacum. Der Wildtyp SNN und die transgene Linie E82 snd vergleichend
dargestdit. Die Proteine wurden in einem pH-Bereich von 4-7 fokussiert.

Der Grosstell der chloroplastidéren Proteine von SNN und E82 hat einen pl zwischen 56 und
en Molekulargewicht zwischen 29-66 kDa, Proteine mit enem geringeren Molekulargewicht
and verenzdt auf beiden Geen in diessem pH-Bereich zu erkennen. Sowohl be SNN ds
auch be E82 finden dch Proteingpots im pH-Bereich von 4 und einem Molekulargewicht
Uber 43 kDa Klenere Proteine mit einem pl von 4 fehlen. Im pH-Bereich Uber 6 zeigen beide
Gee einzelne Proteingpots mit einer Grosse zwischen 14 und ca. 50 kDa.

Generdl nimmt die Deutlichkeit der enzelnen Protenspots mit zunehmender Proteingrdsse
a& und es kommt zu Proteiniberlagerungen. Vergleichend betrachtet dhnen dch  die
Proteommuster belder Spezies. Trotz identischer Proteinkonzentration beider Gele ist die
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Intensitét der Proteingpots von E82 deutlich  hoher
vermutlich in nicht automatiserbarer Handhabe zu suchen.

Tricin-SDS-PAGE
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Abb. 21: Vergleichende zweidimensionale Auftrennung chloroplastidérer Proteine von Nicotiana
tabacum Wildtyp SNN (A) und Linie E82 (B). Die Proteine wurden in der ersten Dimension auf
einem linearen IPG in dem pH-Bereich von 47 aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die
Proteine in ener Tricin-SDS-PAGE nach ihrer Grosse kDa aufgetrennt. Die Gele sind nach
STOSCHECK (1990) mit 150 ug Protein beladen und wurden nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1988)

silber-gefarbt.

3.7 Zweidimensionale Auftrennung von Proteingesamtextr akten

3.7.1 Zweidimensionale Auftrennung von Proteingesamtextr akten C24

Da es bis zu diessm Punkt der Forschungsarbeit nicht gelungen war, reproduzierbare

Ergebnisse zu eziden, wurde en Ausgangsmaterid gewdhlt, das ads mogliche Fehlerquele

ausgechlossen werden  konnte.  Proteingesamtextrekte sellen  keinen  limitierenden  Faktor

ene Vesuchsehe dar und sind reproduzierbar und schndll zu isolieren (2.10.1 und 2.10.4).
In Abbildung 22 wurden drel voneinander unabhdngige Protein-Gesamt-Extrakte aus C24-
Pflanzen extrahiet und mittdls 2D-Geldektrophorese in  einem pH-Bereich von 3-10

aufgetrennt. Ziel diesr Versuchsreihe war es, die Zuverlassigkeit der Methode zu Uberpriifen.
Es wurde in dlen drei Geen ene grole Anzahl von Proteinen detektiet. Die Proteine

erstrecken Uber den gesamten pH-Bereich mit ener Anhdufung im mittleren pH-Bereich.
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Proteine mit enem Molekulargewicht unter 14kDa und einem sehr sauren oder extrem
basschen isodektrischen Punkt snd auf dlen dre Geen lediglich vereinzdt zu erkennen. Die
abgebildeten Gde weisen zwar sehr dhnliche, nicht jedoch identische Proteommuster auf. Die
Abbildung macht deutlich, dass sch trotz identischer Versuchsdurchfihrung bel den Gelen
Unterschiede sowohl in der Intensté as auch in der Vertellung der Proteingpots zeigen. Um
unterschiedliches  Ausgangsmaterid  ds  mogliche  Fehlerqudle  génzlich  auszuschliel3en,
wurden daraufhin aus einer Probe des Gesamtproteinextraktes einer C24-Pflanze zwe Gde
pardld beladen und in Abbildung 23 dargestellt.
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Abb. 22: In der Abbildung sind drei voneinander unabhéngig hergestellte Proteingesamtextrakte aus C24-
Pflanzen dargestellt, die zweidimensional in einem pH-Bereich von 310 aufgetrennt wurden. Jedes der Gele
wurde mit 800 g Protein beladen und Coomassie-colloidal (Roth) geférbt.
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3.7.2 Wieder holte Auftrennung desselben Proteingesamtextraktesvon C24

Abbildung 23 zeigt zwel identisch behandete Gele, die mit jeweils 800 ug Protein aus dem
Gesamtextrakt einer C24-Pflanze beladen und Coomasse-colloidal angefarbt wurden. Da mit
diesen Gelen genau 0 verfahren wurde wie mit den in Abbildung 22 dergestelten, sollten die
Proteommugter sowohl untereinander as auch mit denen von Abbildung 22 identisch sein, um
S0 die Zuverldssgkeit der Methode zu verifizieren.

Die Gdauschnitte 1-4 verdeutlichen klare Unterschiede der beiden Gede Es snd
Abweichungen in dlen pH-Bedchen sowie in dlen molekularen Massen festzugtdlen.
Gdausschnitt 1 markiert en Protein mit einem basischen pl und enem Molekulargewicht von
ca 50 kDa. Dieses Protein wurde in Abbildung 23A detektiert, nicht aber in Abbildung 23B.
Dort konnte dagegen ein Protein mit einem Molekulargewicht von 29kDa im basschen
Bereich deutlich detektiert werden, weches in Abbildung 23A ene geringere Intenstét
aufwes (Geausschnitt 2). Im sauren Bereich wurde in Abbildung 23B ein Protein mit dem
Molekulargewicht von 14 kDa aufgetrennt. In 23A ig an identischer Stelle kein Protein zu
erkennen (Gelausschnitt 3). Deutliche Unterschiede in der Protenintensté snd im mittleren
pH-Bereich be 20kDa dchtbar. Die Abbildung23A gdlt die Proteine  deutlich
differenzierter dar ds 23B (Gdlausschnitt 4).
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Abb. 23: Dargestellt ist eine zweidimensionale Auftrennung von Proteingesamtextrakt aus einer C24-
Pflanze im Doppelansatz (A) und (B). Die Proteinkonzentration beider Gele betragt 800 pg. Fir die
Fokussierung wurden |IPG-Streifen eingesetzt, die einen pH-Bereich von 310 abdecken. Die Gee
wurden Coomassie-colloidal geférbt. Die Gelausschnitte 1-4 zeigen zeigen Unterschiede im
Spotmuster.
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Verglichen mit Abbildung22 zeigen dch noch deutlichere Unterschiede. Die dargestellten
Proteommugter differieren. In mehrfachen Versuchsrelhen konnte die Methode lediglich ds

bedingt reproduzierbar etabliert werden.

3.8 Western Blot-Analyse mit ver schiedenen Antikor pern

Da zu Beginn der Arbet nicht bekannt war, welche Proteine in Hoheren Pflanzen an der
Synthese der Fe/S-Zentren betelligt snd und in wechen Kompatimenten die Synthese
dattfindet, wurde mittels Antikorper gegen Nfslp, NifS, IscS und hABC7 nach homologen
Arabidopsis-Proteinen zu den berets identifizieten Proteinen aus Hefe, Mensch und E. coli
geucht. Be ene Identifizierung von homologen Proteinen <ollten diese identifiziert,
sequenziet und anschlieliend ihre Isoformen Uber PCR isoliet werden. Mit Hilfe der
verschiedenen  Antikorper gegen Proteine der  Fe/S-Zentren-Biosynthese wurde zundchst
versucht, in Gesamt-Protein-Extrakten sowie in isolieten Chloroplasten und Mitochondrien,
diese Proteine und mogliche Verdanderungen ihrer Gehdte in der Mutante nachzuweisen. Es
wurden mehrere gegen Proteine oder Oligopeptide der Fe/S-Zentren-Biosynthese  aus
unterschiedlichen  Organismen  (Eubakterien, Cyanobakterien, Hefe, Mensch) gerichtete
Antikbrper  eingesetzt.  Die  Antikdrper  wurden  freundlicheweise  von  verschiedenen
Arbatsgruppen zur Verfligung gestdlt und Snd in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabdle8: Antikorper, gerichtet gegen verschiedene Proteine der Fe/S-Zentren-Biosynthese.

Herkunft Verdiunnung | Inkubation | GrolRe der homologen
Proteinein Arabidopsis
Nfslp | Peptid-AK gegen 1:250 3hbe RT Doppelbande 45 kDa
Saccharomyces cerevisiae
NifS Peptid-AK gegen 1:1.000 3hba RT 42 kDaund 38 kDa
Synecchocystis
|scS Peptid-AK gegen E. coli 1:250 3hbe RT Spezifische Bande be
37 kDa
hABC7 | Oligopeptid-AK gegen 1:500 lhbe RT 65 kDa
Homo sapiens

Es wurden Proteine aus Gesamtextrakten, Mitochondrien, die aus Arabidopsisthaliana-

Suspensionskulturen gewonnen worden waren, und aus Blatmateria isolierte Chloroplasten
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Uber endimensonde SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und verschiedene Western Blot-
Andysen durchgefihrt.

3.8.1 Western Blot-Analyse mit den Antikorpern gegen Nfslp, NifS und
I scS

In den Abbildungen24-27 und 29 snd verschiedene Western Blot-Andysen vorgestdlt.
Proteinextrakte von Arabidopsis thaliana (Wildtyp C24) wurden Uber eindimensonde SDS-
PAGE aufgetrennt. Eingesetzt wurden pflanzliche Gesamtexirakte (G), Mitochondrien aus
Suspensonskultr (M) und Chloroplasten aus Blattmaterid (C) (Abb. 25A). Die fir diese
Arbait zur Vefigung geselten Antikdrper mussten hingchtlich ihrer Verdinnung as auch
ihrer Inkubationszeiten optimiert werden. In Abbildung 24 wurden drel  Peptid- Antikorper
gegen die Cydendesulfydrasen (i) Nfslp aus Saccharomyces cerevisiae, (i) NifS aus
Synecchocystis und (iii) IscS aus E. coli eingesetzt (VICKERY ET AL. 1997, LILL ET AL. 1999,
JASCHKOWITZ & SEIDLER 2000, LiLL & KISPAL 2000, MUHLENHOFF & LiLL 2000).

Dear este Wedsern Blot (links) der Abbildung 24 wurde mit dem Antikorper Nfslp in der
Verdinnung 1:250 durchgefiihrt. Im mitochondridlen Proteinextrakt wurde eine Doppelbande
bel 45 kDa erkannt. Ein Protein mit dem Molekulargewicht von ca. 23 kDa wurde vom NfSlp
Antikdrper im chloroplastidéren Proteinextrakt erfasst.
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Abb. 24: Eindimensionale Auftrennung von Proteinextrakten aus Arabidopsis thaliana (Wildtyp
C24). Pflanzlicher Gesamtextrakt (G), Mitochondrien aus Zellkultur (M) und Chloroplasten aus
Blattmateria (C). Ein Gel wurde Coomassie-gefarbt @Abb. 25A), wahrend drei gleichermassen
beladene Gele geblottet und Western Blot-Analysen mit den Antikdrpern gegen Nfslp (links),
NifS (mitte) und IscS (rechts) durchgefiihrt wurden.
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Beim mittleren Western Blot wurde der NifS Antikorper in einer Verdinnung 1:1.000 fur dre
Sunden ba Raumtemperatur inkubiert. Im  pflanzlichen Gesamtextrakt konnte ene
Proteinbande von schwacher Intenstét be ca 50kDa detektiert werden. Bel  den
Mitochondrien wurden zwel Proteine efasst; ein grofes Protein mit enem Molekulargewicht
von 42 kDa und en deutlich kleineres Protein mit einer Grof3e von 38 kDa Die Proteinbande
des groleren Proteins ig intensver angefarbt ds die des kleineren. Im rechten Western Blot
der Abbildung 24 wurde der IscS AntikOrper in einer Verdinnung von 1:250 fir drei Stunden
be  Raumtemperatur  eingesetzt. Diesr  AntikOrper  detektiet  ausschlielich  im
mitochondriden Protenextrakt en spezifisches Protein mit enem Molekulargewicht von
37 kDa.

Aufgrund dieser Western Blot-Andyse gibt es auch in Arabidopsis homologe Proteine zu den
bereits identifizierten aus anderen Organismen. Allerdings liegen die Proteine hier scheinbar
in ene sehr niedrigen Konzentration vor, da de die engestzten Antikbrper in den
pflanzlichen Gesamtextrakten nicht detektieren konnten. Die zur Untersuchung eingesetzten
Antikorper detektieren zwar Proteine in Arabidopsis Proteinextrakten, dlerdings lassen diese
Ergebnisse keine zweifdsfreien Ruickschllisse auf die Existenz homologer Proteine zu.

3.8.2 Western Blot-Analyse mit dem Antikérper gegen hABC7

In Abbildung 25 handdt es dch um die Daddlung der endimensonden Auftrennung des
pflanzlichen Gesamtextraktes (G), von Mitochondrien aus Suspensonskultur (M) und von
Chloroplasten aus Blattmaterial (C) von Arabidopsis thaliana-Wildtyp C24. Das Gd in
Abbildung 25A wurde Coomasse-gefarbt, wahrend das glechermalien bdadene Gd in
Abbildung 25B geblottet und en Wesern Blot durchgefihrt wurde. Der immunologische
Nachweis wurde mit dem Antikdrper gegen hABC7 in ener Verdinnung von 1:500 gefuhrt.
Die dageselte Western Blot-Andyse in Abbildung 25B zeigt, dass der Antikorper kein
Protein im pflanzlichen Gesamtproteinextrakt erkannte. In den Mitochondrien detektierte der
Antikorper  ene Doppelbande mit ener Grolee zwischen 60-70kDa. In dem
Chloroplastenextrakt wurde eine einzelne Proteinbande von dem AK gegen hABC7 erkannt.
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Abb. 25 Eindimensionale Auftrennung von Extrakten aus Arabidopsis
(Wildtyp C24); Pflanzlicher Gesamtextrakt (G), Mitochondrien aus
Zellkultur (M) und Chloroplasten aus Blattmaterial (C). Ein Gel wurde
Coomassie-gefarbt (Abb. 25A), wahrend ein gleichermassen beladenes Gel
geblottet und ein Western Blot mit dem Antikorper gegen hABC7, dem
Stal-Homolog aus Homo sapiens, in der Verdinnung 1:500 durchgefihrt
wurde (Abb. 25B).

Es wurden wetere Western Blot-Andysen durchgefihrt, in denen der Antikdrper gegen
hABC7 vegechend in pflanzlichen Gesamtextrakten (G) und Chloroplasen (C) aus
Blattmaterid von Wildtyp und starik-Mutante eingesetzt  wurde (Abb. 26). Die
Proteinextrakte der Mutante snd mit G* und C*, die Extrakte der Wildtyppflanzen snd mit G
und C darstdlt. Das Gel in Abbildung 26A wurde Coomassie-gefarbt.
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Abb. 26: Eindimensionale Auftrennung von Extrakten aus
Arabidopsis (Wildtyp C24 und starik*): Pflanzlicher
Gesamtextrakt (G) und Chloroplasten aus Blattmaterial (C).
Ein Gel wurde Coomassie gefarbt (Abb.26A), wéahrend ein
gleichermassen beladenes Gel geblottet und ein Western Blot
mit dem Antikorper gegen hABC7, dem Stal-Homolog aus
Homo sapiens, in der Verdinnung 1:500 durchgefihrt wurde
(Abb. 26B).

74



ERGEBNISSE

Abbildung26B  zeigt ene  endimendonde  Auftrennung  von  Extrekten  aus
Arabidopsisthaliana-Wildtyp C24 verglichen mit dem jeweligen Extrakt aus der starik-
Mutante, pflanzlicher Gesamtextrekt von C24 (G), pflanzlicher Gesamtextrakt von starik (G*)
sowie Chloroplasten aus Blattmateriad C24 (C) und starik (C*). Der Western Blot wurde mit
dem Antikorper gegen hABC7, dem Stal-Homolog aus Homo sapiens, in der Verdinnung
1:500 durchgefihrt. Im pflanzlichen Gesamtextrakt von C24 (G) erkennt der Antikorper zwel
Proteine mit den Molekulargewichten 50 kDa und 58 kDa. Betracht man die chloroplastidaren
Extrakte der beiden Pflanzen, so wird deutlich, dass der Antikrper in beiden Extrakten
Protene efasst. Es wurden ene deutliche Proteinbande von ca 50 kDa detektiert. Im
Chloroplastenextrakt von starik (C*) erkennt der AK ebenfdls ein Protein bei 50 kDa. Die
Bande in der starik-Mutante ist nicht so intendv gefarbt wie die Proteinbande identischer
Grole in den Chloroplasten von C24. Obwohl die Chloroplasten von der mitochondriden
Mutation der starik-Mutante nicht theoretisch nicht betroffen snd, konnte der Antikorper
Unterschiede in den Chloroplasten detektieren. Eventud! gdlt dies enen Erkl&rungsansaz
fur den chlorotischen Phanotyp der starik-Pflanze dar, auch wenn nicht endeutig identifiziert
werden konnte, um welche Proteine es Sch handdt.

3.9 Western Blot-Analysen nach zweidimensionaler

Proteinauftrennung

Um die Spezifitdt der verwendeten Antikorper zu kléren, wurde das Proteom von aus
Arabidopsi s- Suspeng onskulturen isolierten Mitochondrien Uber zweidimensonde-
Gelelektrophorese aufgetrennt und gebl ottet.

Auf  Abbildung 27 snd drei Immunoblots dargestdlt. Zunéachst wurden Mitochondrien aus
Suspensonskulturen nach  KRUFT ET AL. (2001) isoliet. Es efolgte eine Proteinbestimmung,
daon  wurde das mitochondride Proteingemisch zwedimensond —aufgetrennt.  Jeder
Immunoblot wurde mit 1 mg Mitochondrienprotein beladen. Ebenso wurden drel 2D-Gde mit
identischer Proteinmenge hergestelt und Coomassie-gefarbt. Se dienten in diessm Versuch
ds Referenzgee. Jeweils eine Membran wurde mit den spezifischen Antikdrpern Nfslp, 1scS
und hABC7 inkubiet, eine zwete Membran zur bessren Orientierung mit  enem
unspezifischen Antikorper gegen die Cytochrom c-Reduktase.
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In der Abbildung 27A wurde ein Western Blot mit dem Antikdrper Nfslp in der Verdinnung
von 1.250 und ener Inkubationszeit von dre Stunden bel Raumtemperatur durchgefthrt. In
Abbildung 27B wurde der Antikorper IscS in ener Verdinnung von 1:250 eingesetzt. Die
Inkubationszeit betrug ebenfdls drei Stunden und fand be Raumtemperaur datt. In

Abbildung 27C wurde die Membran mit dem Antikorper gegen hABC7 in ener Verdinnung
von 1:500 fir eine Stunde bet Raumtemperatur inkubiert.

Immunfarbung eines 2D-Blots mit | Hintergrundféarbung mit  Anti- | 2D-Gd, Coomassie-colloidal
Anti-Nfslp (Verd. 1:250) CR1+2 gefarbt
A
Immunfarbung eines 2D-Blots mit | Hintergrundfarbung mit  Anti- | 2D-Gd, Coomassie-colloidal
Anti-IscS (Verd. 1:250) CR1+2 gefarbt
B
- i s = *.‘-

- r
Immunférbung eines 2D-Blots mit | Hintergrundfarbung mit  Anti- | 2D-Gel, Coomassie-colloidal
Anti-hABC7 (Verd. 1:500) CR1+2 gefarbt
C 2 -~ T

- . N

Abb. 27: Dargestellt sind drei Western Blot-Analysen mit den priméren Antikdrpern NfSlp,IscS n einer 1:250
Verdinnung, hABC7 in einer 1:500 Verdinnung. Coomassie-colloidal-geférbte 2D-Gele dienen als jeweiliges
Referenzgel. Die Immunoblots sowie die Referenzgele wurden mit je 1mg mitochondridlem Protein von
Arabidopsis thaliana beladen. Die erste Dimension des geblotteten Gels und des Referenzgels wurde mit
hydrophoben Puffern durchgefiihrt. Die Hintergrundférbung erfolgte mit einem relativ unspezifischem Antiserum
gegen Cytochrom c-Reduktase (CR). Der rot markierte Proteinspot in 27B wurde identifiziert und sequenziert.
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Lediglich der Antikérper IscS konnte ein Protein  detektieren, das auch Uber die
Hintergrundférbung auf der Membran lokalisert werden konnte. Dieses Protein wurde an
markierter Stelle aus dem Referenzgd ausgestochen und freundlicherweise von Dr. C.
Lematre-Guillier (Strassburg, Frankreich) identifiziet. Hierbel delte d9ch heraus, dass es
sch bei dem detektierten Protein nicht um ein zu 1scS homologes Protein handelte.

3.10 Charakterisierung des Stal-Proteins

Das Diagramm der Abbildung 28 stdlt die Hydrophobizitét des Stal-Proteins dar. Die roten
Bereiche markieren die transmembranen Doménen des Proteins. Die l6diche Doméne des
Proteins ist grin gekennzeichnet und ha eine Grosse von 278 aa, dies entspricht 834 bp und
22,5kDa Um ene wetere Charakteriserung der Funktion des Stal-Proteins und der starik-
Mutante vorzunehmen, wurde mit dem Zie der Antikdrpergewinnung die I6diche Doméne
des Stal-Proteins aus Arabidopsis thaliana in E. coli exprimiert.

TMHMM posterior probabilities for Sequence
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transmernbrane —— nside —— outside ——

Abb. 28: Schematische Darstellung des Stal-Proteins. Die verschiedenen Farben kennzeichnen die
einzelnen Doménen. Programm; WWW.CBSDTU.DK
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3.10.1 Expression und Reinigung des Stal-Proteins

Da das Stal-Protein in der starik-Mutante fehlt, wurde eine ausschliessiche Proteindetektion
des Stal-Proteins in den Mitochondrien des Wildtyps C24 erwartet (Abb. 25). Da dieses
Ergebnis den Erwartungen entsprach, wurden Mitochondrien aus C24-Suspensonskulturen
zweidimengond aufgetrennt und ebenfals eine Western Blot-Anadyse mit dem gegen hABC7
gerichteten Antikorper durchgefihrt. Hier konnte der AK kein Proteine detektieren (Abb. 27).
Ergaunlicherweise detektierte der Antikdrper jedoch in den starik-Chloroplasten eine
Proteinbande, die hier nicht erwatet wurde, da die Chloroplasten von mitochondriaen
Mutation nicht betroffen sain dirften. Um diese Diskrepanz zu kldren und die Spezifitét des
AK ds Fehlerquelle auszuschliessen, wurde die 16diche Doméne des Stal-Proteins in E. coli
heterolog exprimiert um einen Antikorper herzustdlen. Das Protein wurde am N-Terminus
mit enem aus sechs Hididinresen (His-Tag) bestehenden Oligopeptid versehen. Die E. coli-
Kulturen wurden fir dre Stunden mit 1 mM Isopropyl-ss-D-Gaaktosd (IPTG) induziert. Ein
12,5 %iges Polyacrylamidgel wurde mit Aliquots der O und 3 Stunden-Werte nach Induktion
des T7-Promotors mit IPTG entnommenen Proben beaden und Coomassie-gefarbt
(Abb. 29A). Mit enem idenisch beladenen Gd wurde eine Western Blot-Andyse mit dem
Antikorper gegen den His-Tag durchgefiihrt (Abb. 29B).

8 & 88
|

8
|

(A) (B)

Abb. 29: Eindimensionale SDS-PAGE-Analyse von
E. coli-Zellen, die das Stal-Protein, exprimieren. Ein
weiteres Gel wurde geblottet und ein Antikorper
gegen den His-Tag verwendet.

Dieser Antikorper  richtet dch  gegen die sechs Hididinreste des  rekombinanten
Fusonproteins. In Abbildung 29B ist zu erkennen, dass der Antikdrper gegen den His-Tag in
dem O Stunden-Extrakt keine Bande detektiert. In dem Proteinextrakt des 3 Stunden-Wertes
des Proteinextrakts erkennt der AntikOrper eine deuliche Protenbande mit enem
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Molekulargewicht von 225kDa. Dies entspricht der zuvor erechneten Grosse des
rekombinant exprimierten l6dichen Fragments des Stal-Proteins. Das rekombinante Protein
wurde mittels NP*-Affinitétschromatographie  unter denaturierenden  Bedingungen  gereinigt
und zur Immuniserung enes Kaninches eingesatzt. Da der AntikOrper das rekombinante
Stal-Protein, gegen das e hergestellt wurde, erkennt, wurden weitere Western Blot-Andysen
durchgefihrt. Es  wurden  Proteingesamtextrakte,  Mitochondrienrund ~ Chloroplasten
Proteinextrekte aus C24 und starik-Pflanzen hergestdlt, eindimensonal aufgetrennt und
geblottet. Jedoch konnte der Antikorper in keinem der Proteinextrakte ein Protein detektieren
(Ergebnise nicht gezeigt).

3.11 Physiologische Char akterisierung der von C24 und starik

Um den chlorotischen Phanotyp der starik-Mutante néher charakteriseren zu konnen, wurden
die Chlorophyll- und Carotinoidgehdte der Pflanzen bestimmt. Zu diessm Zweck wurde eine
Alterungsreihe von C24- und starik-Pflanzen angezogen. Die Pflanzen wurden in  funf
verschiedenen Entwicklungsstadien geerntet. Zum Zeitpunkt ihrer Ernte waren die Pflanzen in
enem nahezu indentischen physiologischen Zugand. Einen komplett identischen Zustand
zeigten die Pflanzen zum Zetpunkt der dritten Emte. Die Diagramme der Abbildung 30
zeigen die unterschiedlichen Chlorophyll- und Carotinoid-gehdte von C24- und starik-

Pflanzen.

Vergleich der Chlorophyllegehalte Vergleich der Carotinoidgehalte

1400 300

1200

1000

800 1
600 1

400 1

200 1

Ernten 1-5 c24 Ernten 1-5 024
0 starik O starik

Abb. 30: Bestimmung der  Chlorophyll- und Carotinoidgehalte von C24 und starik aus
Pflanzengesamtextrakten nach LICHTENTHALER (1987).

79



ERGEBNISSE

Mit diesen Pigment-Messungen konnte gezeigt werden, dass die Pflanzen der starik-Mutante
ca. 30 % weniger Chlorophyll und ca. 25 % weniger Carotinoide aufweisen ds C24-Pflanzen.

Die Eemettandysen in Tabdle9 wurden mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAYS)
M. Hawkesford (Agriculture & Environment Divison, IACR
Rothamsted, Harpenden, U.K.) durchgeftihrt. Pflanzliche Gesamtextrakte, Mitochondrien aus
etiolierten Suspensonskulturen und Chloroplasten aus Blatmaterid von C24 und starik

freundlicherwese von Dr.

wurden untersucht.

Das Ergebnis dieser Andyse ergab einen drafach erhthten Eisengehdt in den Mitochondrien
der starik-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die Mitochondrien einer atml-Hefemutante
(homologes Protein zu Stal) akkumulieten 30 Md mehr Eisen ds die Mitochondrien des
Wildtyps. Aus diesem Gunde sollten die Eisengehdte in aus grinem Gewebe isolierten
Mitochrondrien bestimmt werden. Aufgrund der geschilderten Schwierigkaeiten war es jedoch
nicht moglich, eine ausreichende Menge an Mitochondrien aus grinem Gewebe zu isolieren
und ebenfdls Uber AAS zu andyseren.

In aus der starik-Mutante isolierten Mitochondrien ist der Phosphorgehalt interessanterweise
fast doppet so hoch wie in den Mitochondrien des Wildtyps. Dies sollte welter untersucht

werden.

Tabdle9: Elementanalysen von C24 und starik mittels AAS. Pflanzlicher Gesamtextrakt (G); Mitochondrien

isoliert aus Zellkultur (M); Chloroplasten aus Blattmaterial (C). Einheit in umol pro g Trockengewicht.

Elemente C24/G starik/G C24/M starik/M C24/C starik/C
Al 33,0?0,2 8,8729 49?39 52?31 14,8 27,0
Ca 793,8277,11 1126,9?250 16,3725 16,5?7,7 18,7 231
Cd 0,1570,1 0,1370,02 0,03?0,002 0,0170,002 0,0 0,0
Co 0,0820,03 0,2?0,1 0,0120,001 0,032?0,01 0,0 0,0
Cr 0,5?0,17 0,320,18 0,2?0,1 0,3?0,2 0,2 06
Cu 0,370,06 0,2?0,03 0,470,1 0,8?0,3 0,2 02
Fe 14,7223 249?437 5,370,9 17,6714 42 52

K 808,47264 1158,5?457 68,870,2 88,570,8 2272 3024
Mg 214,1?24,7 2798?2774 53?21 82?25 514 76,4
Mn 2,21?20,2 2,671,1 0,2?20,02 1,1?0,2 8,0 10,7
Mo 0,170,1 0,0670,06 0,0?0,16 0,0170,001 0,0 0,0
Na 2121?36 353,0?1,7 774?379 79,4?220,7 263,6 387,2
Ni 0,320,06 0,2?0,1 0,2?0,19 0,9?0,9 01 0,2

P 263,6746,6 295,3?760,0 108,878,4 214,3?1,1 38,6 47,3
Pb 0,0370,003 0,0370,02 0,001?0,0001 0,0170,01 0,0 0,0

S 288,6731,7 274,9?721,2 58,0725 120,2?0,6 389,2 526,8
Ti 0,7?20,7 0,070,1 0,0?0,05 0,09?0,06 04 0,7
Zn 2,020,02 14?0,14 1,220,%4 1,4?0,13 05 11

Fe/S 0,051 0,091 0,091 0,146 0,011 0,001
SFe 19,6 11,0 10,9 6,83 92,7 101,3
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4 Diskussion

Anhand von Andysen isolieter Organdlen soliten im Rahmen diesr Arbet die Folgen von
Beantréchtigungen der Biosynthese e@senhdtiger Kofaktoren in Hoheren Pflanzen untersucht
werden.  Arabidopsisthaliana  diente aufgrund der vollgéndigen  Genomandyse
(THE ARABIDOPSIS GENOM INITIATIVE 2000) in dieser Arbeit ds Moddlpflanze Es mussten
zunéchst Methoden zur Isolierung intakter und sauberer Organdlen aus Arabidopsis- und
Tabak-Pflanzen etabliet werden. Nach der Organdlenisolierung sollten dann  differentiel
exprimiete Protene von in ihrem Eisendoffwechsd bedntréchtigien Mutanten und den
dazugehtrigen Wildtypen durch die 2D-Geeektrophorese und Western Blot-Andysen
untersucht und diese dann in einen physiologischen Kontext zu der Mutation gestellt werden.

Nach der Etablierung der neuen Methoden erwies es sch zundchgt ds notwendig, diese

hindchtlich ihrer Zuverléssgket zu Gberpriifen.

4.1 Die 2D-Gelelektrophorese

Voraussetzung fir jede Proteomandyse snd definiete und reproduzierbare Bedingungen
dler rdevanten Parameter. Es muss dchergestdlt sein, dass das Materid reproduzierbar
gewonnen wird (CHOE & LEE 2000). Unabhangig, auf welche Art die Proteine gewonnen
wurden, missen de fir ene zwedimendonde Auftrennung vollséndig solubiliset und
denaturiert werden, um molekulare Interaktionen zu unterbinden (HERBERT 1999). Nur so
kann gewdhrleset werden, dass nach abgeschlossener Fokusserung und SDS-PAGE en
Proteingpot einem  Polypeptid  entspricht  (GORGET AL. 2000). Die Solubiliserung  und
Denaurierung  efolgt  in Probenpuffern, die im  wesentlichen aus  chaotropen,
oberfléchenaktivierenden und reduzierenden Substanzen bestehen. Chaotrope Sdze heben
Wassrstoffbriickenbindungen  und  damit  Wechsdwirkungen  auf.  Oberflachenaktive
Subgtanzen verhindern  hydrophobe  Wechsdwirkungen und damit  Proteinaggregationen
(MoLLoy 2000).

Da dledings noch kein universdl ensetzbares Protokoll zur Solubiliserung heterogener
Proteingemische exidiert, sollten die Mdglichkeiten zunéchst in der Literatur eruiert werden

(WWW.EXPASY.CH, MECHIN ET AL. 2003). Be den zu untersuchenden Proteinen handelt es

gch um komplexe, heterologe Gemische. Aus ihnen missen zum enen (i) die Protene
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solubiliset, zum anderen (ii) Subgtanzen wie Nucleinsauren, Polysaccharide, Phenole und
Sdze diminiet werden, die in der isodektrischen Fokusserung (IEF) zu storenden Effekten
fihren (BERKELMANN & STENSTEDT 1998, GORGET AL. 2000). Wie auch be der Isolierung
von Organdlen gdit d9ch be der Protensolubiliserung das generdle Problem, dass
Probenmaterid  mit  zunehmend — aufwendiger  Probenaufbereitung  verloren  geht
(BERKELMANN & STENSTEDT 1998, JUNG ET AL. 2000, MILLARET AL. 2001A).

Lodiche  Protdne dnd  eheblich  effizienter  solubiliserbar ds  hydrophobe
Trangmembranproteine  (SANTONI ET AL. 1999A,B & 2000A,B), was eine 2D-Auftrennung
|6dicher Proteine deutlich vereinfacht.

Die Solubiliserung hydrophober Membranproteine gdlt  ein besonderes  Problem  in
Zusammenhang mit der 2D-Auftrennung dar. In der Literatur werden zahlreiche
Moglichkeiten  zur  Solubiliserung  dieser Protene  genant und  diskutiert
(RABILLOUD ET AL. 1999, MoLLoy 2000, SANTONI ET AL. 2000A,B, HERBERT 2001
MECHIN ET AL. 2003). Es liegt af der Hand, dass die diffizle Solubiliserung von
membrangebundenen Proteinen die Quantifizierbarkeit, Reproduzierbarkeit und somit die
Bewertung der Ergebnisse eschwert. Die Kombination von komplexer Probe und
vidschichtiger  Methode ig in der Literatur sdten zu  finden. Entweder wird die
Probengewinnung vereinfacht, zB. durch die Vewendung von Zdlkulturen, und/oder die
Methode. Zum Tel werden <spezidle Methoden der Proteingewinnung mit  organischen
Ldsungsmitteln vorgeschlagen, zB. Chloroform/Methanal. Arbeitsgruppen, die
membrangebundene Proteine untersuchen, dofRen aber schon bel der Solubiliserung der
Proteinen an die Grenzen der Methode und trennen von daher die Protenen mittels
endimensgonder SDS-PAGE auf (HERBERT ET AL. 1998, SEIGNEURIN-BERNY ET AL. 1999,
FERRO ET AL. 2000 & 2003, HERALD ET AL. 2003, MILLAR & HEAZLEWOOD 2003,
ZABROUSKOV ET AL. 2003). Bisher id es ledigich wenigen Arbatsgruppen, z.B.
HIPPLERET AL. (2001) mit der ndheren Charakteriserung des LHC | - Komplexes aus
Chlamydomonas reinhardtii, geungen, membrangebundene Proteine mit der Methode der
2D-Gd e ektrophorese zu identifizieren.

Nach der Solubiliserung folgt unmittedlbar die isoeektrische Fokusserung (IEF). Hierbe
werden die Proteine nach ihrem isodektrischen Punkt (pl) separiert. Die IEF it ene
Endpunktmethode, bei der sich die Proteine in enem immobiliserten pH-Gradienten (IPG) an
den Punkt bewegen, an dem ihre Nettoladung gleich Null i und dann ihre Mobilitét
velieren. Hierba kann es schndl zu Protenprézipitationen kommen (ADESS ET AL. 1997).
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Um optimde Ergebnisse beziiglich Quditd und Reproduzierbarkeit der Auftrennung zu
eziden, muss der dteady-state-Zustand ereicht sein. Wurde die Fokusserungsdauer zu kurz
gewdhlt, kommt es zu horizontalen oder vertikden Streifen auf der sch anschlief?enden SDS-
PAGE (GORGET AL.2000). Die optimade Zet der Protenfokusserung muss experimentdl
ermittelt werden.

Ist die IEF abgeschlossen, wird der IPG-Streifen equilibriert. Zum einen werden die Proteine
mit DTT-hdtiger Equilibrierungddsung reduziert, zum anderen werden ihre SH-Satenketten
mit Equilibrierungddsung, der Jodacetamid zugesetzt wurde, dkyliet (GORGET AL. 2000).
Wahrend der Equilibrierung i mit Velugen vor dlem klener und gut wasserlGdicher
Proteine zu rechnen (DUNCAN & HERSHEY 1984). Zudem kommt es zu Proteinverlusten, da
gch nicht ale Proteine vollgéndig aus der Gelmatrix des IPG 16sen und somit nicht aus der
eden in die zwete Dimendon (SDS-PAGE) einwandern. Vorschtige Schétzungen gehen
von enem Proteinverlust von 11-16% bel diesem Schritt aus (KLOSE & KOBALZ 1995).

In der zweiten Dimenson werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und
abchlie?end  ds  Proteingpot visudiset. Hierzu  schlild  9ch e@ne von  viden
Farbemdglichkeiten an. Das vefolgte Zid besimmt hier die Methode. Es gibt nicht nur eine
Fabung fir samtliche Anwendungen, sondern jewells die beste Farbung fir spezifische
Anwendungen. Anzufiihren snd hier zB Silber-Farbungen
(HEUKESHOVEN & DERNICK 1988), Coomasse-Farbungen  (NEUHOFF ET AL. 1985 & 1988),
Zink/Imidazol-Férbung  (FERNANDEZ-PATRON ET AL. 1992, ORTIZ ET AL. 1992) oder aber
Fluoreszenz-Farbungen (PATTON 2002, PATTON & BEECHEM 2002). Generdl ig das Zid
jeder Fabung, moglichs vide differentidl exprimiete Protene anzufagben und zu
detektieren. Bei der Silberféarbung handelt es sich um ene aullerst sendtive Methode, mit der
Proteinmugter  visudl verglichen  werden  konnen. Eine dch  anschlie3ende
massengpektrometrische  Proteinidentifikation oder Western-Blot-Andyse  scheidet  jedoch
weitestgehend aus, da durch die Vewendung von Glutarddehyd und einer Fixierung der
Proteine im Gd diese nicht mehr nachbearbeitet werden konnen. In dieser Arbeit wurde die
Slberfabung  nach  HEUKESHOVEN & DERNICK (1988) angewandt, um  organelare
Proteommugter von Wildtyp- und transgenen Pflanzen zu vergleichen. Eine Fabung mit
Coomassie-collodid ig etwa zwel Zehnerpotenzen weniger sengitiv, ermdglicht jedoch die
Spdtung von Polypeptiden im Gd, daher konnen sich massenspektrometrische Anaysen
anchliefen  (HOUEN ET AL. 1997, MATSUI ET AL. 1999A,B, RABILLOUD ET AL. 1999). Ein
Problem be de Visudiserung zwedimensond aufgetrennter Proteine i€ das ser
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dynamische Geschehen der Proteinexpresson und die chemische Diversté der Proteine
(GORGET AL. 2000).

4.2 Die Analyse mitochondrialer Proteine

Anhand der Andyse isolieter Mitochondrien aus Arabidopsis-Pflanzen (C24 und starik)
sollte untersucht werden, welche Auswirkung die Mutation von starik auf dessen Proteom hat.
Obwohl die Isolation von Mitochondrien sowohl aus etiolierten as auch aus grinen Geweben
oft in der Literatur beschrieben wurde (NEUBURGERET AL. 1982, BOUNTRY ET AL. 1984,
DOUCEET AL. 1987, HAMASURET AL. 1990, MOOREET AL.1993), geddtete dch ihre
Isolation nach egenen Erkenntnissen ds au3ers diffizil und langwierig. Kritische Punkte bel
jeder Isolierung von Organdlen snd nach MILLARET AL. (2001A) die Homogenisation des
Pflanzenmaterids, pH-Werte engesstizter Aufschlusspuffer und  das  Mengenverhdtnis
zwichen Aufschlusspuffer und  Frischgewicht. Gerade in pflanzlichen  Geweben  weisen
Proteasen eine erhohte Aktivitét auf (COLASDES FRANCES ET AL. 1985, GEGENHEIMER 1990)
und werden bea jedem mechanischen Zdlaufschluss aus den Vakuolen freigesetzt
(RABILLOUD 2000). Um die daraus resultierende Proteindegradation zu minimieren, wurden
dle Arbatschritte schndlgmoglich und ba  4°C  durchgefihrt. Zusitzlich wurde dlen
L 6sungen Protease- Inhibitoren zugesetzt.

Zunéchg wurden Mitochondrien aus verschiedenen Pflanzenspezies nach  unterschiedlichen
Methoden isoliert. Jeder Versuchsansatz bestand aus jewells sechs voneinander unabhéangigen
Durchfihrungen. Die Isolieeung der Mitochondrien aus Arabidopsis nach der von
BERKEMEYERET AL. (1998) verdffentlichten Methode ewies dSch trotz  verschiedenster
Modifikationen als vollig unzureéchend und wurde nicht weter verfolgt (Ergebnisse nicht
gezeigt). Die Isolation von Tabakmitochondrien wurde nach CHAUMONT ET AL. (1994)
modifiziet und durchgefiihrt. Des waeteren wurden Erbsenmitochondrien nach dem von
DAY ET AL. (1985) publizierten Protokoll isoliet. Die nach CHAUMONT ET AL. (1994) und
DAY ET AL. (1985) isolieten Mitochondrien wurden  biochemisch/physiologisch  (Tabelle 6)
und geldektrophoretisch mittdls BN-SDS-PAGE (Abb.7) auf Renhat und Intakthet
Uberprift. Hiernach konnte mit der Methode von DAY ET AL. (1985) die grol¥e Ausbeute an
Mitochondrien aus Erbsenpflanzen isoliet werden (Tabdle6). Zudem wiesen diese die
grol¥e Intaktheit auf. Diese Methode wurde daher auf Arabidopsis-Pflanzen Ubertragen.
Hiefir mussten jedoch zahlreiche experimentdl emittdte Modifikationen vorgenommen
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werden (Tabdle 7). So gdang die Isolierung am besten, wenn die Pflanzen dreée Wochen dt
waren (Abb. 9), da dgch die Chloroplagten, Mitochondrien und andere Organdlen in diesem
Entwicklungszustand scheinbar noch nicht aneinander gelagert haben und eine Trennung und
Isolierung moglich snd. Dieser Zetpunkt der Pflanzenentwicklung wird vidfach gewdhlt, um
Organdlen aus Arabidopsis thaliana zu isOlielen  (PILON-SMITSET AL. 2002,
FERRO ET AL. 2003).

Durch die engefihrten Modifikationen gdang es, ene Methode zu entwickeln, mit der
Arabidopsis-Mitochondrien in  ausreichender Menge isoliet werden konnten, um se
anchliefend zwedimensond  aufzutrennen. Jedoch scheint  die  Isolierungsmethode  nur
eingeschrankt reproduzierbar, wie die Ergebnisse der Abbildung12 zeigen. Die pardld
verlaufenden Auftrennungen von C24 und starik (Abb. 12A-C) zeigen durchaus &hnliche
Proteommuster, wohingegen die Proteommuster der drel voneinander unabhdngigen C24-
Versuchsdurchfihrungen  keinerlé Uberéingimmungen  aufweissn.  Es  konnten  zwar
erhebliche Verbesserungen gegeniiber den Ausgangsprotokollen erzielt werden, doch scheint
es bidang nicht gdungen, Mitochondrien reproduzierbar aus Arabidopsis-Pflanzen zu
isolieren. Dies best&igt die Ergebnisse von JUNGET AL. (2000), dass weder die Methoden zur
Isolierung von Mitochondrien aus Pflanzen, noch die Methoden zur Feststdlung der Reinheit
und Intaktheit momentan as ausreichend bezeichnet werden kdnnen.

Als limitierend gdelte dch die Wahl der Moddlpflanze heraus. Fir molekularbiologische
Untersuchungen eignet  Sch Arabidopsis  thaliana zwar ausgezeichnet, da die
Genomsequenzierung seit Dezember 2000 abgeschlossen i, Sollen jedoch  physiologische
Parameter auf Proteinebene untersucht werden, id es nach egenen Erfahrungen
empfehlenswvert, andere Pflanzenspezies zu wéahlen, da hier deutlich bessere Ergebnisse
ezidt werden (DAY ET AL. 1995, PELTIERET AL. 2000). Um physiologische Untersuchungen
durchfiihren zu konnen, ist die geringe Blattgrél3e von Arabidopsis ein ganz entscheidender
Nachtell, da s nur ene ungenigende Menge Ausgangsmaterid vorhanden it
(SCHUBERT ET AL. 2002).

Daher l&sst dch fedddlen, dass fur die Isolation von Mitochondrien in den dlersdtensten
Fdlen Arabidopsis-Pflanzen verwendet werden. In der Literatur wird mest die Verwendung
chloroplastenfreier Suspengonskulturen beschrieben, st der abgeschlossenen
Genomsequenzierung mes von Arabidopsisthaliana (KRUFT ET AL. 2001,
KUSHNIR ET AL. 2001, MILLARET AL. 20018, HERALD ET AL. 2003,

MILLAR & HEAZLEWOOD. 2003, HEAZLEWOOD ET AL. 2003, BORNERET AL. 2003). Auch
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Niedere  Organismen wie Hefe oder E.coli  weden  haufig  verwendet
(HATZIMANIKATIS ET AL. 1999, MOLLOY ET AL. 2000, SICKMANN ET AL. 2003).

Nicht grines Gewebe ds Auggangamaerid vereinfacht die Gewinnung  von
Mitochondrienextrakten, da se fra von Chloroplasten snd. Aus diessm Grund wurden im
Verlasf der vorliegenden Arbeit eioliete  Arabidopsis-Suspensonskulturen  hergestelt
(Abb. 3). Aus den Suspensonskulturen wurden nach KRUFT ET AL. (2001) Mitochondrien von
C24 und starik isoliert. Die technische Durchfihrbarkeit ihrer Isolierung ist eindeutig besser
zu bewerten, ds die Mitochondrienisolierung aus Pflanzen. So war die Ausbeute bedeutend
hoher und es konnten letztendlich mehr Proteine aufgetrennt werden, wenn die Organdlen aus
eiolierten Suspensionskulturen stammen (Abb. 15). Die Mitochondrienproteome von C24
und starik zeigten dch auf den Geen ds identisch und die vermuteten Unterschiede der
Proteinexpresson konnten nicht detektiert werden (Abb. 16) (HAUSMANN ET AL. 2003B). Dies
kann verschiedene Grinde haben. Es wére denkbar, dass (i) bestehende Unterschiede mittels
zweidimensonader Elektrophorese nicht dargestelt werden konnen, oder dass (ii) eventuell
keine Unterschiede zwischen den Proteomen von Wildtyp und Mutante bestehen.

Es wée es durchaus moglich, dass die Menge der von der starik-Mutation betroffenen
Proteine unterhalb der Detektionsgrenze der Silber-Farbung lagen und somit nicht detektiert
werden konnten. Auch konnten die physkdischen Eigenschaften der beteligten Proteine die
Bedingungen flr ene isodektrische Fokusserung nicht eflllen. So konnten z.B. der
isoelektrische Punkt der Proteine aulerhalb des eingesatzten pH-Gradienten liegen. Dann
bestiinde durchaus ene unterschiedliche Proteinexpresson zwischen Wildtyp und Mutante,
die jedoch mittels 2D- Gelelektrophorese nicht visudisert werden konnte.

Die zweite Moglichkeit wére, dass die untersuchten Proteinextrakie keine zu detektierenden
Unterschiede aufweisen. In  diolieten  Suspensonskulturen  dnd  die  Zdlen  nicht
adifferenziet und die Morphologie st deutlich verandet, es kommt zu keiner
Blattausbildung und die  Entwicklung refer  Chloroplasten  wird  unterbunden
(CHORY ET AL. 1996, CLOUSE2001). Licht gsdlt einen essentidlen abiotischen Faktor fir die
Pflanzenbiogenese dar. Von SYMONS & REID (2003) konnte anhand von etiolieten und de-
etiolieten Suspensonskulturen von Erbse gezeigt werden, dass sch Stoffwechse prozesse
lichtabhéngig andern. Eine solche Anderung der Protein- und Metabolitgehdte konnte zur
Folge haben, dass das fehlende Genprodukt Stal der starik-Mutante durch eine lsoform
ersetzt wird, die diese Rolle unter nattirlichen Bedingungen nicht Gbernehmen kann.

86



DISKUSSION

Im Rahmen diesar Arbet wurde die 2D-Gedekirophorese zundchst eingesetzt, um
Proteingemische aus Mitochondrien von Arabidopsis-Pflanzen zu untersuchen. Daba  zeigte
gch, dass die Methode hierfir ungeeignet erscheint. Es konnten keine reproduzierbaren
Ergebnisse erzidt werden. Dies ig dcherlich darauf zurlickzufUhren, dass die Methode fur die
Andyse dieser schwer zu extrahierenden Proteine zu komplex ist. Der Vortell der Methode,
ihre Sengtivitét, wendet sch hier zum Nachtell, da die Isolierung reiner Mitochondrien aus
Pflanzen und die Solubiliserung von Proteénen aus ihnen schwer zu gewdrlegen is
(SINGH ET AL. 2000, HAUSMANN ET AL. 2003A).

SO ig es leider nicht gelungen die starik-Mutante durch den Einsatz der 2D-Gelelektrophorese
ndher zu charakteriseren. Es wére erdrebenswert, Mitochondrien in ausreichender Menge
und Sauberkeit aus Pflanzen zu isolieren und physologische Untersuchungen durchzufiihren,
jedoch versagt hier die Isolierungsmethodik. Eventudl misste man sich andere physkaische
Charakterigika der Organdlen ds die Dichte zu nutze machen, um Se aus der grinen Pflanze

Zu iolieren.

4.3 Die Analyse von Chloroplasten

Um die chlorotischen beziehungsweise nekrotischen Phanotypen der starik- und E82-Mutante
néher zu charekteriseren, mussten Methoden zur Chloroplagtenisolierung etabliert werden.
Zur lsolierung wurde das Protokoll von JENSEN & BASSHAM (1966), urspringlich fur Spinat
publiziert, mit nur geringen Modifikationen auf Arabidopsis thaliana und Tabak Ubertragen.
Zu Beginn der Andyse chloroplastidérer Proteome von C24 und starik snd reativ wenige
Proteinspots auf den gezeigten Gelen zu erkennen (Abb. 17 & 18). Ein Grund hierfir is ua
in dem geringen Intaktheitsgrad (20 %) der anfangs isolierten Chloroplasten zu suchen. Vide
der Plagtiden wurden demzufolge wédhrend der Isolierung beschédigt und en Tel der
l6dichen Proteine, wie die RubisCO ds Makerenzym, ging verloren. Dennoch korreiert die
Spot-Vertalung mit der in der Literatur beschriebenen typischen Vertellung chloroplastidéarer
Proteommuster (SCHUBERT ET AL. 2002). Aus diesen gezegten Gden wurden auffdlige
Proteingpots  ausgeschnitten  und  freundlicheeweise von  Dr.  Chrigdle  Lemaitre-Guillier
(Strassburg, Frankreich) massengpektrometrisch  andysert. Die  Sequenzandyse lieferte
jedoch keine schliissigen Ergebnisse, da die prozentude Uberéingimmung zu in Datenbanken
vorhandenen  Sequenzen  lediglich ewa 25%  betrug. Die  Methode  zur
Chloroplagtenisolierung wurde optimiert, s0 dass die isolierten Plagtiden zu ca 65 % intakt
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waren und somit auch deutlich mehr Proteine zweidimensond efasst werden konnten
(Abb. 19-21). Jedoch gdang dies nicht reproduzierbar, weshdb auf ene weitere
Sequenzanalyse verzichtet wurde.

Es schent dledings lediglich ene Frage der Routine zu sain, chloroplagtidére Proteine
zweidimensona aufzutrennen, was in der Kirze der Zeit jedoch nicht mehr zu erreichen war.
Etliche Arbeitsgruppen andyseren und identifizieren aus Chloroplasten extrahierte Proteine
mittls 2D-Geleektrophorese. KIESELBACH ET AL. (2000), PELTIER ET AL. (2000 & 2002) und
SCHUBERT ET AL. (2002) andyseren die lodichen Protene des chloroplagtidaren
Thylakoidumens, BALMERET AL. (2003) die Proteine des Chloroplastenstromas. Diese
Gruppen bewerten die Methode der 2D-Gedektrophorese ds hocheffizient  zur
Identifizierung |6dicher Chloroplastenproteine.

4.4 2D-Auftrennung pflanzlicher Gesamtextrakte

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden Proteingesamtextrakte aus Arabidopsis thaliana
und Tabak padld untersucht, um mogliche Unterschiede im Proteommuster zwischen
Wildtyp und Mutante zu detektieren. Gesamtextrakte snd ohne grofien Aufwand schnell und
reproduzierbar zu extrahieren und gdlen keinen limitierenden Faktor fir die Proteomandyse
dar. Dennoch war es nicht moglich, erwartete Unterschiede der Proteommuster von Wildtyp
und Mutante zu detektieren (Ergebnisse nicht gezeigt).

Da die Proteommuster der isolierten Mitochondrien aus Suspensionskulturen, Chloroplasten
aus Blatmaterid ds auch die Proteingesamtextrakte keine schllissgen Ergebnisse erbrachten,
wurden Gesamtextrekte der engesetzten Pflanzenspezies vergleichend aufgetrennt, um die
Zuverldssgkeit der 2D-Geldektrophorese zu Uberprifen (Abb. 22). Die Proteommuster der
drei Extrakte aus C24-Pflanzen zeigten vide Ahnlichkeiten, dennoch waren in  der
Spotintenstét  auch Unterschiede erkennbar.  Darauthin folgte eine pardlde  Auftrennung
desselben C24-Proteingesamtextrektes auf zwel Gelen, um so die Reproduzierbarkeit der
Geleektrophorese zu kontrollieren (Abb. 23). Hiernach kann die Methode zwar as etabliert
bezeichnet werden, da die Proteommuster vide und eindeutige Ubereingimmungen zeigten.
Leder i es aber nicht gdungen, komplett identische Gee aus dem engesetzten
Gesamtextrakt von C24-Pflanzen herzugelen, was die Reproduzierbarkeit der Methode in
diesem Stadium der Untersuchungen in Frage stellte.

88



DISKUSSION

4.5 2D-Gelelektrophorese— Theroad to Mandalay?

Be dlen durchgefihrten Andysen mittds 2D-Gelelektrophorese konnten keine ggnifikanten
Unterschiede der Proteome von Wildtyp und Mutante erkannt werden. Vidmehr dellte sich
heraus, dass der Methode grofie Probleme bezlglich Reproduzierbarkeit und Zuverldssigkeit
zu bescheinigen sind. Im folgenden soll hierauf eingegangen werden.

De Weg, den en Protein aus dem jeweligen Gewebe bis zu seiner Identifizierung ds
Proteingpot auf enem Ged zurlcklegen muss, umfasst vide Schritte und i von viden
Faktoren beainfluss. Die Kombination samtlicher flexibler Parameter (Proteinisolierung,
Solubiliserung,  Fokusserung,  Auftrennung per  SDS-PAGE, Visudiserung  und
|dentifizierung), die ener Proteinidentifizierung zugrunde liegen, it ausgesprochen schwierig
zu optimieren und die reproduzierbare Etablierung diessr Methoden ddlt immer wieder
Probleme dar (CHOE& LEE2000). Das gesamte Procedere der 2D-Geldektrophorese ist
durch die Komplexitdé ds aulers doranfdlig enzudufen. Zwar i der Begriff der
Proteomandyse im Laufe dea lezten Jahre zu danem Schlagwort in der  Podt-
Genomsequenzierungsira geworden, jedoch snd in  der Literatur déndig  neue
Verdffentlichungen zu finden, die sch mit dem Thema der 2D-Geleektrophorese kritisch
ausainandersetzten  (GYG ET AL. 2000,  SANTONI ET AL. 2000A,B, FEY & LARSEN 2001,
HERBERT ET AL. 2001, ONG& PANDEY 2001, RABILLOUD 2002, MEYER2003). Prinzipidl
lésst sch sagen, dass je einfacher die untersuchte Probe ist, desto besser und reproduzierbarer
sind die erzielten Ergebnisse (JUNG ET AL. 2000).

Die Methode der 2D-Gddekirophorese it durch ihre Komplexheit und Sengvitét in ihren
Anwendungsmadglichkeiten und ihrer Reproduzierbarkeit deutlich eingeschréankt
(CHOE& LEE2000, SARTOET AL.2002). Se ig¢ kaum zu automaigeren, da dle
Arbeitsschritte  auf persondle Durchfihrung  angewiesen dnd. Dies kann zu  ener
Summierung kleinger Ungenauigkeiten und somit zu nicht reproduzierbaren  Ergebnissen
fuhren. CHOE& LEE (2000) nennen eiliche Fehlerqudlen, die zu besdtigen Jahre dauern
kann. Nicht umsongt gibt es bisher keine adlgemein glltigen Standardprotokolle. Der Bedarf
an Methoden, die reproduzierbar, schndl und einfach in der Handhabe sind, ist nach wie vor
vorhanden. Trotz jahrzehntdanger Bemihungen vider Arbeitsgruppen gibt es bis heute keine
wirklich schnelle, befriedigende Losung. Die vidlecht grofden Probleme fir Prézison und
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Robustheit der 2D-Geddektrophorese entsehen wahrschenlich durch  die bei  dlen
Detektionsarten vorgeschdteten Derivatiserungen. Die  Problematik der  Robustheit  der
Methode wurde bisher in  der Liteaur noch  Uberhaupt nicht  diskutiert
(Voss & HABERL 2000, MAHON & DUPREE 2001). Die meden Arbeatsgruppen nutzen die
Proteomandyse letztlich nur ds Hochdurchsatizmethode zur Identifiziierung moglichst vider
Proteinsequenzen, um  damit  Veglechsstudien in Daenbanken  durchzufihren
(GALLARDO ET AL. 2002).

4.6 Untersuchungen zur Fe/S-Zentren-Biosynthese

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten bel der Etablierung neuer Methoden und deren
Uberprifung auf Zuverlassigkeit konnten im Rahmen dieser Arbeit keinerlei aussagekréftige
Ergebnisse zur Kompartimentierung der Biosynthese esenhaltiger Kofaktoren erzielt werden.
Molekularbiologisch arbeitende Arbeitsgruppen, die sch mit der Fe/S-Zentren Biosynthese
beschéftigen, konnten mittlerwelle nachweisen, dass in dem Arabidopsis-Genom e&n Gen fir
ene plagidare Cygendesulfhydrase codiert. Somit wirde in  Chloroplasten reduzierter
Schwefd bereitgestellt und se wéren theoretisch in der Lage, benttigte Fe/S-Zentren salbst
zu gynthetiseren (LEON ET AL. 2002 & 2003). Diese Untersuchungsergebnisse werden von
zwel welteren Arbaitsgruppen gestlitzt (PILON-SMITS ET AL. 2002,
WOLLENBERGET AL. 2003).

Um diee ausschligdich molekularbiologischen Daten mittds Western  Blot-Andysen
physologisch zu untermauern, wurde im Verlauf diessr Arbet durch Antikrper gegen
Cyseindesulfhydrasen (Nfslp, NifS, 1scS) und das ABC-Transporter-Protein hABC7 nach
homologen Protenen in Arabidopsis gesucht. Be ener ldentifizierung von homologen
Proteinen <ollten diese sequenziert und anschlie?end ihre Isoformen Uber PCR isoliert
werden. Hierzu  wurden  zunichst  Proteingesamtextrakte, Mitochondrien  aus
Suspensionskulturen  und  Chloroplasten  eindimensiond  aufgetrennt  (Abb.24-27 & 29). Die
eingesetzten Antikdrper gegen Nfslp, NifS und IscS erkannten homologe Proteine nur in den
Proteinextrakten der Mitochondrien, nicht @er in denen der Chloroplasen und im
Gesamtextrekt. Da die meisen Proteine der Fe/S-Zentren-Biosynthese jedoch |6diche
Proteine snd (LILL ET AL. 1999), kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass ein Tel der
lodichen Proteine berdts aus den beschédigten Chloroplasten ausgetreten war.  Jedoch
reegierten tellweise mehrere Proteine mit den Antikdrpern, was eine eindeutige Aussage nicht
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zulésst. Vor dlem ware ein Antikdrper gegen das Fe/S-Zentrum von Ferredoxin hilfreich
gewesen. Es haben dlerdings weder en sdbsthergestditer, noch en zugesandter Antikorper
reproduzierbar das richtige Protein erkannt (Ergebnisse nicht gezeigt).

Es wurden weitere Western Blot-Andysen durchgefiihrt, in denen en zugesandter Antikorper
gegen hABC7 vegleichend in pflanzlichen Gesamtextrakten, aus Suspensonskulturen
gewonnenen Mitochondrienextrakten und Chloroplasten aus Blattmaterid von C24 eingesetzt
wurde. Wie e@ngangs beschrieben, bestehen Homologien des  mitochondriden
Trangporterproteins Atmlp aus Hefe zum Stal-Protein aus Arabidopsis und zum
menschlichen  hABC7-Protein  (BEKRI ET AL. 2000, KUSHNIRET AL. 2001). Die in den
Mitochondrien aus C24 detektierte Bande (Abb. 25) entspricht aso durchaus den vermuteten
Ergebnissen, da es dch be starik um ene mitochondride Knock-out-Mutante handelt.
Interessanterweise  detektierte der  Antikorper jedoch auch in den Chloroplasten eine
soezifische Bande. Daraufhin wurden chloroplastidére Proteinextrakte von C24 und der
starik-Mutante ndher untersucht. In Abbildung 26 ist festzustellen, dass der AntikOrper gegen
hABC7 nicht nur im Wildtyp en Protein erkennt, sondern auch in der starik-Mutante. Hier
liegt das Protein jedoch in erheblich geringerer Konzentration vor. Es gdlt sch die Frage,
was der Antikorper detektiert. Bel dem zugesandten Antikdrper handelt es sich um enen
Oligopeptid-Antikorper gegen das Proten hABC7 aus Homo sapiens, von daher snd
Artefakte der Proteindetektierung nicht auszuschliessen. Handelt es sch dso um Artefakte,
oder exigiert en zu hABC7 homologes Protein auch in Chloroplasten, dessen Expresson
durch die Mutation in starik ebenfals beantréchtigt wére? Die konnte en snnvoller Ansatz
fur die Erkl&rung des chlorotischen Phénotyps der starik-Mutante sein.

Von Frau PD Dr. D. Keder (Inditut fir Biologische Chemie, Universtdt Heideberg) wurde
freundlicheweise en weterer Antikorper zur Veflgung geddlt, der dch gegen ene
maogliche Cydendesulfhydrase (C-DES) in dem Cyanobakterium  Synechocystis  richtet.
Synechocystis gilt ds Chloroplastenmodel Hoherer Pflanzen. Durch Western Blot-Andysen
wurde nach enem zu C-DES homologen Proten in Arabidopsis-Chloroplasten gesucht.
Jedoch konnte der Antikorper kein Protein in den Pagtiden von Arabidopsis thaliana
detektieren (Ergebnisse nicht gezeigt). Da es sch bel dem Antikdrper um einen polyklonden
handdt, is sane Spezifitdé eventudl nicht ausreichend, um in Pflanzenextrakten ein Protein
Zu detektieren. Das homologe Protein aus Arabidopsis-Chloroplasten kénnte dlerdings auch
wéahrend der Chloroplagtenisolierung verloren gegangen sein, da es sch um en lédiches
Protein handeln wirde, oder die Homologie des C-DES-Proteins aus Synechocystis zu den
chloroplastidéren Proteinen Hoherer Pflanzen ist nicht hoch genug. Jedoch zeigten Northern
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Blot-Andysen von C24- und starik-Pflanzen, dass de sch beziiglich mitochondrider und
plasidérer Cyseindesulfhydrasen unterscheiden. Die Mengen der m-RNA-Molekile, die for
C-DES und NifS codieren, sind in der starik-Mutante interessanterweise deutlich hoher as in
C24 (mindliche Mitteilung von Frau J. Volker). Dies hétte zur Folge, dass in den Organdlen

der starik-Mutante eine erhohte Aktivitét der Cysteindesulfhydrasen zu verzeichnen wéare,

Da diese Untersuchungen keine schiiissgen Ergebnisse zuliel¥en, wurde das mitochondride
ABC-Trangporter-Protein (Stal) von Arabidopsis thaliana heterolog in E. coli exprimiert, um
0 enen Antikorper gegen die I6diche Doméne des Proteins herzustdlen (Abb. 28 & 29).
Hiermit wurden ebenfdls Western Blot-Analysen durchgefiirt. Der Antikorper gegen die
l6diche Doméane des Stal-Proteins konnte lediglich das heterologe E. coli-Protein detektieren,
nicht aber Proteine in den Extrakten aus Organdlen oder im  pflanzlichen
Proteingesamtextrakt von C24 und starik (Ergebnisse nicht gezeigt). Entweder ig es nicht
augreichend, einen Antikdrper nur gegen die I6diche Doméne eines Proteins zu richten, oder
das Stal-Protein i sdbst im Wildtyp zu gering exprimiert. Eventudl i die Expresson des
Stal-Proteins zu gering, ads das es mittedls der eingesetzten Andysemethoden detektiert
werden konnte. Zuma besonders die Methode der 2D-Geleektrophorese das Problem
beinhdtet, ledigich in hoher Zahl exprimiete Proteinen daddlen zu  kdnnen
(VAN WIX 2001, FERROET AL. 2003). Vermutlich ig es nicht gelungen, mit den eingesetzten
Solubiliserungspuffern das hydrophobe Stal-Protein in Losung zu bringen. Die Kombination
beider Methoden, 2D-Geedektrophorese und Western Blot-Andyse, scheint aber durchaus
efolgsversorechend zu san, wie Abbildung 27 zeigt. Dort konnte zumindest der IcS
Antikbrper ein mitochondrides Protein  spezifisch detektieren. Die  massenspektrometrische
Andys efolgte freundlicheeweise von Dr. Chrigdle Lematre-Guillier (Strassburg,
Frankreich) Uber MALDI und/oder LC-MSMS. Eine Homologie zum IscS-Protein aus E. coli
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Dies kann aber auch primé daran liegen, dass das
IscS-Protein im Referenzgd nicht ds solches erkannt werden konnte, weil entweder die
Coomassie-Féarbung nicht sengtiv genug ist, oder aber das Protein sch im Referenzgd nicht
an identischer Podtion wie im Immunoblot befand. Somit wére schlicht und enfach en
fdsches Protein sequenziet worden, was aber durchaus die Schwierigkeiten der
Proteinidentifikation mittels 2D-Geldektrophorese  illudriert.  Es missen identische Gele
hergestdlt werden, um ene Proteinidentifikation auf dem dazugehtrigen Referenzgd

gewdahrleisten zu kdnnen.
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Im weiteren Verlauf wurden die Metabolitgehdte von C24 und starik ndher untersucht. Die
Messungen ergaben deutliche Unterschiede ihrer  Chlorophyll-  und  Carotinoidgehdte
(Abb.30). Die Metabolitgehdte der starik-Mutante snd gegeniber C24 um etwa 30 %
reduziert. Auch die freundlichewese von Dr. M. Hawkesford durchgefihrte
Elementanalysen per AAS von C24 und starik zeigen Unterschiede besonders des Eisent
gehdtes in den Mitochondrien (Tabdle9). In aus Wurzdzdlkulturen der starik-Mutante
iolieten  Mitochondrien war 15ma mehr Eisen gemessen worden ds in C24
(KUSHNIR ET AL. 2001). Die Messungen der eigenen Proben aus Suspensionskulturen ergab
énen dreifach erhthten mitochondriden Wert. Zudem wurde auch eine Akkumulation von
Schwefd  und  Phosphat in den  starik-Mitochondrien  ermittedt. Die Eisenr  und
Schwefdakkumulationen  in der starik-Mutante  lieRen  sch durch  das  Fehlen  des
mitochondriaen Transporterproteins und der erhdhten Cysteindesulfhydrase erkléren.

Die Elementandyse der Chloroplasten zeigte, dass die Chloroplasten der starik-Mutante ca
30 % mehr Schwefd und ca 25 % mehr Eisen akkumulieren as die Chloroplasten von C24.
Jedoch ergab die Elementandyse keine Ergebnisse, durch die sch der chlorotische Phénotyp
erkldren liee, da Eisen fur die Chlorophyll-Biosynthese essentidl i und en Mangd
normaerweise sehr schnell zu Chlorosen fihrt (RICHTER 1998).

Zudem dammten die andyseten Mitochondrien aus eiolieten Suspensonskulturen, die
aufgrund ihres veranderten Stoffwechsdls kein optimales Probenmaterid dargtellen. Es wére
daher winschenswert, biochemische Untersuchungen mit aus Pflanzen isolierten Organelen
durchzufihren. Auf Grund der oben beschriebenen Schwierigkeiten bel der Isolierung von

Mitochondrien aus Pflanzen waren diese Untersuchungen aber im Rahmen dieser Arbet nicht

méglich.

4.7 Nachbetrachtung, Bewertung und Ausblick

Alle in diesr Arbeit vorgenommenen Ansdtize zur Andyse der Kompartimentierung der
Biosynthese esenhdtiger Kofaktoren in Hoheren Pflanzen scheterten, da es nicht gelang,
Mitochondrien in ausreichender Menge und Sauberkeit aus Arabidopsis thaliana zu isolieren.
Es ig aber dcher nur eine Frage der Zet, bis auch die Genome anderer Pflanzenspezies
durchsequenziert sind, die dch besser flr phydologische Untersuchungen eignen, wie z.B.
Erbse oder Tabak. Aus diesen Spezies delt die Isolierung der Organellen deutlich weniger
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Probleme dar. Es konnten innerhab weniger Monate Methoden zur Organdlenisolation aus
diesen Hflanzengpezies eabliet werden. Etabliet wurden im  Velauf diessr  Arbat
zusammengefasst  folgende Methoden: Die Isolierung von  Mitochondrien aus Arabidopsis
thaliana-Pflanzen und -Suspensionskulturen sowie aus Erbsent und Tabak-Pflanzen ds auch
die Isolierung intakter Chloroplasten aus Arabidopsis und Tabak. Zusdtzlich wurde die 2D-
Gddektrophorese inklusve der Methoden zur Visudiserung der Proteingpots in diesem
Labor eingefuhrt. Aufgrund der langwierigen Arbeaten zur Eteblierung dieser Methoden und
der nur engeschrankten Reproduzierbarkeit konnten keine aussagekréftigen Ergebnisse
beziiglich der urspringlichen Fragestellung getroffen werden.

Die eadblieten Methoden scheinen zudem relativ ungeeignet, die aoweichenden Phénotypen
der eingesetzten transgeren Pflanzen ndher charakteriseren zu konnen. Bel der technisch am
enfachgden durchzufihrenden Auftrennung der Proteome aus pflanzlichen Gesamtextrakten
konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante erkannt werden, da vermuitlich
die gesuchten Proteine zu gering exprimiet werden, ds dass de im Gesamtexirakt
detektierbar waren. Weder durch die 2D-Geeektrophorese noch durch Western Blot-
Andysen konnten hier Ergebnisse ezidt werden. Von daher i es zweckmddg, ene
Subproteomanalyse  durchzuftihren. Jedoch snd die Methoden zur Subfraktionierung nicht
ausechend, um quantitativ und quditativ hochwertige Mitochondrien aus Arabidopsis-
Pllanzen zu isolie’en  (HAUSMANN ET AL. 2003A). Die Andyse von  diolierten
Suspensonskulturen, aus Sicht der Durchfihrbarkeit dcherlich am angebrachtesten, ist aus
physologischer Scht wenig hilfrech. Der Stoffwechsd  diessr Suspensonskulturen it
deutlich dwechend von dem ene nalrlich gewachsenen Pflanze. Die gesuchten
Unterschiede der Proteinexpression treten hier eventudl gar nicht auf. Es schent zwefehaft,
ob physologische Untersuchungen zur Kompartimentierung der Biosynthese esenhdtiger
Kofektoren in Arabidopsis thaliana durch die in diessr Arbeit angewandten Methoden
Uberhaupt durchzufihren snd. Es ddlen sch dso die grundsiizlichen Fragen, inwieweit
physiologische Untersuchungen mittels Zellkulturen aussagekréftig sind, und ob bestehende
Unterschiede in der Proteinexpresson von starik  unter Umgténden  mittds  2D-
Geldektrophorese gar nicht erfasst werden konnen.

Es ig zudem fragwirdig, ob Unterschiede der differentidl exprimierten Proteine mittels 2D-
Geeektrophorese nachgewiesen werden konnen. Wie berats ausfuhrlich dargestdlt, erwest
sgch die Mehode hier ds begrenzt. Geeignet ist eine 2D-Auftrennung lediglich fur I6diche
Proteine. Bel viden Proteinen, die an der Fe/S-Zentren Biosynthese beteiligt Snd, handelt es
sch um lodiche Protene. Eventudl bietet sch hier eine Mdoglichkeit, die Ergebnisse der
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molekularbiologischen  Arbeitsgruppen Uber  Proteomanadysen zu  vervollsgtandigen.
Angebracht wé&e hier dann ene Huorezenzfabung der Gde (DIGE: Difference Gd
Electrophoresis). Mit dieser Methode konnen bis zu drei verschiedene Proben auf einem Ge
dargestel It werden (UNLU ET AL. 1997, TONGE ET AL. 2001, PATTON 2002,
BORNER ET AL. 2003). Hierdurch wird die Reproduzierbarkeit deutlich erhoht, da zumindest
Fehler durch ene geringfiigig abwechende Herstdlung und Beadung unterschiedlicher Gele
augeschlossen werden kann. Demzufolge wird die Vergleichbarkeit der Proben erheblich
gesteigert. Diese Methode it dlerdings aullerst kostspielig.

Die Durchfihrung zweidimensonder Andysen setzt eine grole Erfahrung und Routine des
Experimentators voraus. Nur sehr wenige grof3e Arbeitsgruppen, die sch schon lange mit der
Methode beschéftigen, konnen reproduzierbare Ergebnisse vorweisen (Choe & Lee 2000).
Diese Arbetsgruppen abeten jedoch nicht mit dem komplexen Sysem “Pflanze’. Das
Hauptaugenmerk scheint dabe einzig der ldentifizierung einer grof3en Anzahl von Proteinen
aus verschiedenen Organismen zu gdten. Generdl ig festzudelen, dass die Entwicklung der
Proteomandyse in  Richtung datenbankgedtiitzter  Untersuchungen  zur  ldentifizierung
prominenter Proteine tendiert (SUCKAUET AL. 2003). In den letizten Jahren scheinen
physologische Andysen mehr und mehr ins Hintertreffen geraten zu sein, da physiologische
Untersuchungsanséize diesbezliglichin der Literatur nahezu verschwunden sind.

Bis zum Abschluss dieser Arbat konnten zwar zahlreiche Methoden in diesem Labor etabliert
werden, durch ihre Komplexitét und die schwierige Handhabung der Methoden it es jedoch
nicht gdungen, definitive Aussagen bezlglich der urspringlichen Fragestelung zu  treffen.
Werden die Plagtiden von den Mitochondrien mit Fe/S-Zentren versorgt, oder ob ene
ggenddndige  Synthese von FeS-Zentren in  Chloroplasten  dattfindet, wie es
molekularbiologisch arbeitende Arbeitsgruppen nachgewiesen haben. Diese Gruppen konnten
nachweisen, dass die Chloroplasten theoretisch in der Lage sind, benttigte Fe/S-Zentren
sbs zu synthetiseren. Jedoch gdlt sch dann est recht die Frage, weshadb die
mitochondride Mutation in starik einen chlorotischen Phanotyp der Pflanze mit sich bringt.
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Anhang

Tabelle 10: Ergebnisse der massenspektrometrischen

uenzierung l6slicher chloroplastidérer Proteine.

Spot | Maldi LC- Identification Maldi| Identification LC-M SM S (peptide mass and sequence)
file MSMS | (peptide mass)
file
A U6649C | Q9062CG | Ribulose-1.5- Homologousto plastic aldolase P93565
G bisphosphate 1386.71:LASIGLENTEAR
carboxylase/loxygenase | 1113.52:SAAYYQQGAR
063143, cover.20%, | hypothetical protein Aam98225
error 33 ppm 1760.77:.LVSWYDNEWGY SSR
764.37, 1020.52,| 1433:AASFNIIPSSTGAAK
1464.75, 92746, 909.44,| Photosysteml| 44kDareaction center protein P10804
1260.71, 1186.66, | 1452.75:L GANVGSAQGPTGLGK
91146, 897.40, 91340,
92043, 1274.72,
1058.55
B U6648C | Q9063CG | Ribulose-1.5- Latex plagtidic aldolaselike protein Q81168
G bisphosphate 1386.71:.LASIGLENTEANR
carboxylase/oxygenase | 119849:Y TGEGESEEAK
Q8LUPG, cover.21%, | 1349.68:TVVSIPNGPSALAVK
error 32ppm PSII 44kDaprotein
764.37, 1020.52,| 1425.75:L GANVGSAQGPTGL GK
1464.75, 1187.60, | Ribulose-1.5-bisphosphate car boxylase/oxygenase Q9Z SR9
927.46, 909.44, 1260.71,| 1229.62:DLATEGNEIIR
88847,  700.39,1186.66,| 1260.62:FLFCAEAIYK
911.46, 897.40, 913.40 1406.66.LTYYTPEYETK
C U6647C | Q9064CG | Ribulose-1.5- Latex plastidic aldolaselike protein Q81168
G bisphosphate 1386.71:LASIGLENTEANR
carboxylase/oxygenase | 1349.68.ATPQQVSDYTLK
Q95dx5, Ribulose-1.5-bisphosphate car boxylase/oxygenase QIXQP7
cover.20%,error 24ppm | 1088.57:GPPHGIQVER
1406.66, 1020.52,| 1406.66.LTYYTPEYETK
1464.75, 1187.60,| 1260.62:FLFCAEAIYK
1260.71, 1044.54, | Malate dehydr ogenase Q9SPB8
1186.66, 911.46, 897.40 1575.89:ALEGADVVIIPAGVPR
121869.LFGVTTLDVVR
D U6645C | Q9065CG | Ribulose-1.5- Ribulose-1.5-bisphosphate car boxylase P36485
G bisphosphate 1406.66.LTYYTPEYETK

car boxylase/oxygenase

Q8mar2,cover.23%,
error 24ppm

1406.66, 1020.52,
1464.75, 909.44,
1186.66, 1260.71,
91146, 89740, 927.46,
913.40, 1274.72,
154977, 1794.77

Putative fructose bisphosphate aldolase Aan15425
1386.71:LASIGLENTEANR
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Tabelle 11: Ergebnisse der massenspektrometrischen

uenzierung chloroplastidérer Membranroteine.

1

u6661C
G

QO066CG

Ribulose-1.5-
bisphosphate

car boxylase/oxygenase
AA019421, cover.33%,

error 26ppm

1020.52, 1464.75,
1501.84, 909.44,
1450.61, 1260.62,
96147, 1186.66, 911.46,
89740, 91340, 1432.74,
124867, 111558,
1227.65

M onodehydr oascor bate
reductase QIXEL2,

cover 22% ,error 28ppm

1118.60, 1564.80,
73242, 1507.77, 96351,
1294.71, 1403.71,
103158, 107248,
1164.59

Photosysteml | P680
chlorophyll A
apoproten Q9bhgs,

cover 18%, error 25ppm

79041, 1205.65,
1325.66, 1922.86,
1484.73, 2169.00,
703.37, 1289.66

Ribulose-1.5-bisphosphate car boxyl ase/oxygenase Q39288
1186.65:DNGLLLHIHR

3853.86:
VTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDR
1083.57:GPPHGIQVER

1020.52.DTDILAAFR

1464.78 TFKGPPHGIQVER

1450.61:DDENVNSQPFMR

911.46:AMHAVIDR

181894:L EGDRESTLGFVDLLR

ADP-Glucose lpHosphate adenylyl transferase small unit,
chloropplast precursor Q9M 462

1342.81:L LNTDNVK
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U6660C | Q067CG | ATP  synthase beta| Smilar to  mitochondrial NAD-dependent  malate
G subunit Q95dz3, cover | dehydrogenase Aam91183
25%, error 23ppm 1589.91:ALEGADLVIIPAGVPR
1260.69, 125357, 121869:LFGVTTLDVVR
2056.07, 810.42,| 1346.79.KLFGVTTLDVVR
1044.58, 974.4, 1327.69,| 123258 TQDGGTEVVEAK
1600.81, 1432.74,| 1792.06:VAILGAAGGIGQPLALLMK
102056 Chloroplast NAD-dependent malate  dehydrogenase
Ribulose1.5 Q9sn86
bisphosphate 1467.71::AGAGSATLSMAYAAAR
carboxylase/oxygenase | 121869.LFGVTTLDVVR
Q9mvx3, cover. 24%,| 1346.79.KLFGVTTLDVVR
error 25ppm 1776.08VALVLGAAGGIGQPLSLLIKF13K 23.15 protein
1020.52, 1464.75,| Aam63361
909.44, 94746, 1786.73,| 1333.73.LIAVVFPSFGER
1186.66, 911.46,| 1460.77:.LILTMPASMSLER
1432.74, 1260.71,| 1344.72: AFGAEL VL TPEPAK Cystein synthase Aam63361
1044.54 1333.73: LIAVVFPSFGER
1460.77:.LILTMPASMSLER
1344.72: AFGAELVL TPEPAK AT4g38970/F19H22-70
Q94499
112753 TAAYYQQGAR
1451.83TVVSIPNGPSALAVK
1430.70:.LDSIGLENTEANR
1290.68.:ATPPEQVAAY TLK Endomembrane associated
protein Q96262
1424.70:VVETYEATSAEVKGlucan endo-1,3-beta D
glucosidase T10119
1516.00:.DPNQEVLASLR
U6659C | QI068CG | Ribulose-1.5- AT49g38970/F19H22-70 Q94499
G bisphosphate 1586.80:RLDSIGLENTEANR
carboxylase/oxygenase | 1127.53: TAAYYQQGAR
020306, cover.23%, | 119849:Y TGEGESEEAK
error 47ppm 145183 TVVSPNGPSALAVK
1020.52, 804.47,| 1430:70: LDSIGLENTEANR
1464.75, 909.44,| 1099.63:AKANSLLAQLGK
1186.66, 911.46,| 1290.68: ATPPEQVAAYTLK
1432.74, 1187.60, | Ribulose-1.5-bisphosphate car boxylase/oxygenase Q9XQP7
1244.63, 97246, 897.40,| 1260.62.FLFCAEALYK
1115.58, 829.43 1186.65:DNGLLLHIHR
ATP  synthase beta| 1088:57: GPPHGIQVER
subunit Q8wjeg, | 1020.52.DTDILAAFR
cover24%, error36ppm | 1464.78. TFKGPPHGIQVER
1260.69, 810.42,| 911.46:AMHAVIDR
1044.58, 974.54,
1327.69, 1432.74,
1020.56, 1988.00,
1470.85, 874.44
U6658C | Q9069CG | Ribulose-1.5- Chlorophyll a/b binding protein Q8w159, (QI9SHR7)
G bisphosphate 1324.66:NRELEVIHCR
carboxylase/loxygenase | 1918.98:WAMLGALGCVFPELLAR
Q95chbl, cover. 28%,| 190298.WAMLGALGCVFPELLAR
error23ppm 105452 ELEVIHCR
1020.52, 1467.73,| 982.49 :FGEAVWFK
1501.84, 961.47,| 2025.0L.LAMFSMFGFFVQAVTGK
1826.74, 913.40,| 1790.85: TVKPTGPSGSPWY GSDR
1464.71, 81541, 909.44,| (1630.81):STPQSIWY GPDRPK
1186.66, 911.46, 897.40,| (1251:66):NRELEVIHSR
1115.58
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u6657C

Q9070CG

Putative carbonic
anhydrase, chloroplast
Q8rww2, cover48%,
error 28ppm

1467.72, 123451,
2042.00, 1244.62,
1260.62, 1659.90,
1651.87, 700.39,
1724.77, 1781.79,
1905.04, 947.44
Ribulose-1.5-
bisphosphate

car boxylase/oxygenase
Q96090, cover.25%,
error 29p0pm

1020.52, 79042,
1260.62, 1496.70,
1274.72, 829.43, 701.34,
961.47, 1464.71,
1186.66, 911.46,
1115.58

PSI typelll chlorophyll a/b binding protein Q8lcr7
1550.73:RLQDWYNPGSMGK
1644.89:FAMLGAAGAIAPEILGK

1394.62:.L QDWYNPGSMGK
1290.67:WLAYGEIINGR
1410.62.L QDWY NPGSMGK (Ox)
996.52.QYF.GLEK

Carbonic anhydrase, chloroplast Aam10220
1724.86:EKYETNPALY GELAK
1905.03:EAVNVSLANLLTYPFVR
1659.89:YGGVGAAIEYAVLHLK
1250.50:XMVFACSDRSR

1260.61:NIANMV PPFDK
2384.09:GLMSFPLDGNNSTDF EDWVK
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Anregungen und Hilfestdlungen bedanken.

Pamela von Trzebiatowski (P.v.T.) danke ich fur ihr Know-how und ganz besonders fir die
technische Unterdlitzung bezliglich meiner kleinen Freunde im Kedler. Und natrlich danke
ichihr, dass Se dafir sorgt, dass dles so lauft wie esléuft...

Frau Volker, ihr danke ich nicht nur fir die technische Unterstiitzung, sondern auch flr ihren
mordischen und ganz besonders menschlichen Beistand (...und VOLKER ET AL wird folgent
ganz Schey).

Imke danke ich fir ihre tatkréftige Unterstiitzung bei 2D- Gelelektrophorese.

Bel Frau Leye, Frau Klunke, Herrn Kriger und der anderen Frau Hausmann mochte ich mich
ganz hezlich bedanken. Ohne diee telwese Wahnanns-Anzucht von Pflanzen wirden in
diessr Arbeit leere Saten klaffen. Und auf meiner Fensterbank wére sonst auch géhnende
Leere...Danke!

Dr. S. Kushnir dankeich fiir die Uberlassung der starik-Mutante.
Dr. M. Hawkesford danke ich fur die Durchfiihrung der Elementandyse.
Dr. C. Lemaitre-Guillier danke ich fUr die Sequenzanaysen.

Fur die Bereitsdlung der in diesr Arbeit verwendeten Antikorper danke ich PD Dr. D.
Kesder, Dr. A. Sedler, Prof Dr. R. Lill und Prof. Dr. L. E. Vickery.

Dagmar Lewegohann aus der angewandten Genetik danke ich fur Durchfuhrung der BN/SDS-
PAGE.

Bea Dr. Wolf Werhahn und Holger Eubd aus dem Inditut fir angewandte Genetik mdchte ich
mich fir die wertvollen Tips bedanken.

Inggesamt  danke ich dlen Mitarbeiterlnnen des Indituts fir Botanik fir en angenehmes
Arbeatsklimaund tatkréftige Hilfe.

Ein besonderer Dank gilt menem “Hern Niemann“: ich danke Dir fur die unglaubliche
Geduld und Unterstiitzung.

Eine Hochschulaushildung habe ich nie ds ewas Sdbsvergandliiches angesehen. Daher
danke ich mener Mutter ganz besonders, dass Se mir eine o langwierige Ausbildung
ermdglicht und mich dabe in dlen Lebendagen unterstiitzt hat. Danke, dass Du immer da
bist, wenn ich Dich brauche. Dir méchte ich diese Arbeit widmen.

Ohne die nmordischen Silitzen wéare dies mit Sicherhet en weiteres unvollendetes Werk
geworden... Danke!
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