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EINLEITUNG 

1 Einleitung 

Chloroplasten und Mitochondrien haben sich nach der Endosymbiontentheorie aus 

photosynthetischen Cyanobakterien bzw. -Proteobakterien entwickelt, die von 

einer einfachen eukaryotischen Zelle durch Phagozytose aufgenommen wurden 

(Mereschkowsky, 1905; Margulis, 1970). In beiden Organellen laufen neben der 

für die Zelle überlebenswichtigen Photosynthese und Atmungskette weitere wich-

tige metabolische Prozesse ab. Da sich die Funktionen in den Organellen in Ab-

hängigkeit vom Gewebetyp und Entwicklungsstadium der Zelle sowie den Umge-

bungseigenschaften unterscheiden, müssen sie streng reguliert werden. Eine Ko-

ordination zwischen der Funktion der Organellen und den Bedürfnissen der umge-

benden Zelle kann beispielsweise durch Abstimmung der Proteinzusammensetzung 

in den Organellen erfolgen, etwa durch Anpassung der Synthese und des Imports 

von kern-kodierten Chloroplasten- und Mitochondrienproteinen. Darüber hinaus 

können regulatorische Proteine in unterschiedlichen Isoformen exprimiert werden. 

Auf kurzfristige Änderungen hingegen kann über das Signalnetzwerk der Zelle, 

beispielsweise über Calcium/Calmodulin, durch direkte Regulierung der Enzymakti-

vität reagiert werden. 

1.1 Proteintransport in Mitochondrien und Chloroplasten 

Im Zuge der Entwicklung vom Endosymbionten zum Zellorganell Chloroplast bzw. 

Mitochondrium wurde der Großteil des ursprünglichen Genoms beider Organellen 

in den Nukleus der Wirtszelle transferiert (Martin and Herrmann, 1998). Somit 

werden etwa 99 % der chloroplastidären und mitochondrialen Proteine an zytoso-

lischen Ribosomen synthetisiert und anschließend post-translational in die Orga-

nellen importiert (Leister, 2003). 

Mitochondrien sind aufgrund ihres endosymbiotischen Ursprungs von einer Dop-

pelmembran, der äußeren und inneren Mitochondrienmembran, umgeben. In die-

se eingebettet befinden sich die Translokationskomplexe für den Import von mito-

chondrialen Proteinen, die an zytosolischen Ribosomen translatiert wurden. Die 

Proteine werden vom TOM Komplex (Translocase of the Outer membrane of Mito-

chondria) durch die äußere Membran transloziert (Milenkovic et al., 2007). Protei-

1 



EINLEITUNG 

ne der äußeren Membran werden danach über den SAM Komplex (Sorting and 

Assembly Machinery) in die Membran inseriert, während Proteine des Intermemb-

ranraumes durch Interaktion mit Mia40 assembliert werden (Hell, 2008). Etwa die 

Hälfte aller mitochondrialen Proteine wird mit Hilfe abspaltbarer N-terminaler Se-

quenzverlängerungen, Präsequenzen genannt, importiert. Diese umfassen etwa 

20-50 Aminosäuren und liegen als positiv geladene amphipatische -Helices vor 

(Schatz and Dobberstein, 1996). Außerdem beeinhalten sie meist aliphatische A-

minosäuren wie Leucin und Alanin (Peeters and Small, 2001). Proteine mit Präse-

quenz werden über den TIM23 Komplex (Translocase of the Inner membrane of 

Mitochondria) entweder lateral in die innere Membran inseriert oder durch das 

Zusammenspiel von TIM23 und PAM Komplex (Presequence translocase-

Associated Motor) in die Matrix transloziert. Nach der Translokation wird die nun 

überflüssige Präsequenz von der Mitochondrialen Prozessierungspeptidase MPP 

entfernt (Gakh et al., 2002). Über einen zweiten Translokationskomplex der inne-

ren Membran, TIM22, werden bestimmte Carrierproteine dieser Membran inse-

riert, die keine Präsequenz besitzen (Bolender et al., 2008). Der Import von mito-

chondrialen Proteinen ist im allgemeinen von cytosolischen Chaperonen und ATP 

sowie im Fall von Proteinen, die entweder über oder in die innere Mitochondrien-

membran transloziert werden, zusätzlich vom Membranpotential  dieser Memb-

ran abhängig (Schleyer et al., 1982; Neupert and Herrmann, 2007). 

Auch der Chloroplast ist durch seinen endosymbiotischen Ursprung von zwei 

Membranen, der äußeren und der inneren Hüllmembran, umgeben. Fast alle im 

Chloroplasten lokalisierten Proteine importieren mit Hilfe abspaltbarer, 

N-terminaler Sequenzverlängerungen, der Transitsequenzen. Diese sind meist 

20-150 Aminosäuren lang und liegen in wässriger Umgebung als „random-coil“ 

Struktur vor (Emanuelsson and von Heijne, 2001). Transitsequenzen besitzen ei-

nen hohen Anteil der hydroxylierten Aminosäuren Serin und Threonin und weisen 

eine geringe Anzahl saurer Aminosäuren auf (Peeters and Small, 2001). Der Im-

port fast aller chloroplastidärer Proteine mit Transitpeptid erfolgt mittels des „Ge-

nerellen Importwegs“ über die Proteintranslokationskomplexe TOC (Translocon of 

the Outer envelope of Chloroplasts) in der äußeren Membran und TIC (Translocon 

of the Inner envelope of Chloroplasts) in der inneren Membran (Soll and Schleiff, 
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2004). Im Stroma wird anschließend die Transitsequenz der Vorstufenproteine von 

der Stromalen Prozessierungspeptidase SPP abgespalten, so dass die maturen Pro-

teine entstehen (VanderVere et al., 1995). Proteine der äußeren Hüllmembran 

werden zumeist direkt von der cytosolischen Seite in die Membran inseriert (May 

and Soll, 1998; Qbadou et al., 2003). Einige Proteine der inneren Hüllmembran 

wie Tic32 besitzen keine Transitsequenz und benutzen einen alternativen, nicht 

vollständig aufgeklärten Importweg (Nada and Soll, 2004). Die Translokation der 

chloroplastidären Vorstufenproteine wird vielfältig durch Phosphorylierung, cytoso-

lische und stromale Chaperone sowie GTP- und ATP-Hydrolyse reguliert (Stahl et 

al., 1999; Soll and Schleiff, 2004; Martin et al., 2006). Darüber hinaus findet so-

wohl eine Redox-Regulation durch Komponenten des TIC Komplexes als auch eine 

Regulation durch Calcium/Calmodulin statt (Caliebe et al., 1997; Kuchler et al., 

2002; Chigri et al., 2005).  

Viele der Komponenten der Photosynthese und Atmungskette werden nicht nur 

vom Genom der Wirtszelle, sondern auch vom Genom der Organellen selbst ko-

diert. Somit müssen die Untereinheiten nach ihrer Translation an unterschiedlichen 

Orten räumlich und zeitlich koordiniert zusammengefügt werden. Allein aus dieser 

Tatsache wird ersichtlich, dass der Proteinimport zwingend ein hochregulierter 

Prozess sein muss. 

1.1.1 Dualer Proteinimport in Mitochondrien und Chloroplasten 

Chloroplasten entstanden in eukaryotischen Zellen, die schon Mitochondrien besa-

ßen. Obwohl dadurch ein System für die Translokation mitochondrialer Vorstufen-

proteine vorhanden war, entwickelte sich ein weiteres, unabhängiges System für 

den Import in Chloroplasten. Während die Importapparate von Mitochondrien und 

Chloroplasten mechanistisch recht analog sind, gibt es in Bezug auf die beteiligten 

Proteine kaum Homologien (Peeters and Small, 2001). Um „Mistrageting“ zu ver-

meiden, wurden die mitochondrialen Präsequenzen in Pflanzen angepasst 

(Macasev et al., 2000). Es exisitiert aber eine steigende Zahl von Proteinen, die 

von den Translokasen beider Organellen erkannt und importiert werden (Creissen 

et al., 1995; Small et al., 1998). Die Proteine nutzen dabei entweder eine eine 

„twin targeting“ Sequenz, die im Genom aus hintereinander liegenden kodierten 

chloroplastidären und mitochondrialen Präsequenzen besteht. Dabei können durch 
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alternativen Start der Transkription oder Translation sowie durch alternatives 

Spleißen aus einem Gen zwei Proteine generiert werden. Das eine Protein wird 

anschließend in den Chloroplasten importiert, während das andere in das Mito-

chondrium transloziert (Pujol et al., 2007). Die andere Möglichkeit der dualen Lo-

kalisierung von Proteinen ist durch eine so genannte „ambiguous“ Targetsequenz 

gegeben. Dabei werden wahrscheinlich unterschiedliche Bereiche innerhalb ein 

und desselben Signalpeptids eines einzelnen Proteins von den Translokasen so-

wohl der Chloroplasten als auch der Mitochondrien als Importsignal erkannt 

(Peeters and Small, 2001). Die meisten Proteine, die mittels eines solchen Signals 

dual in beide Organellen translozieren, sind an der Genexpression beteiligt. Dazu 

sind die Aminoacyl-tRNA Synthetasen zu zählen. Bemerkenswert ist dabei, dass 

von insgesamt 24 Mitgliedern dieser Proteinfamilie 17 dual in Chloroplasten und 

Mitochondrien lokalisiert sind (Duchene et al., 2005). Ein weiteres Beispiel stellt 

eine RNA Polymerase aus A. thaliana dar (Hedtke et al., 2000). Andere dual-

lokalisierte Proteine wie Glutathion Reduktase und Ferrochelatase-I dienen dem 

Schutz vor oxidativem Stress (Creissen et al., 1995; Chow et al., 1997).  

1.2 AAA+-ATPasen 

Die Umwandlung chemisch gespeicherter Energie in biologische Aktivität durch die 

Hydrolyse von ATP ist ein wichtiger zellulärer Prozess. Eine Gruppe von ATPasen, 

die diese Reaktion katalysiert, sind die AAA+-ATPasen (ATPases Associated with a 

variety of cellular Activities) (Kunau et al., 1993). AAA+-ATPasen unterscheiden 

sich von anderen P-loop NTPasen durch eine charakteristische 200 bis 250 Amino-

säuren lange AAA-Domäne. Diese besteht aus fünf -Helices und fünf -Strängen, 

die keilförmig angeordnet sind, und aus fünf weiteren -Helices, die einen partiel-

len Deckel formen. Die AAA-Domäne ist essentiell für die Bindung und Hydrolyse 

von ATP und enthält alle dafür notwendigen Struktureigenschaften wie die Wal-

ker A und B Motive sowie die Sensoren 1 und 2 und einen Arginin-Finger (Walker 

et al., 1982; Neuwald et al., 1999). Nicht nur strukturell stellen diese 

AAA+-ATPasen eine Besonderheit dar, denn sie nutzen die Energie, die durch die 

Bindung und/oder Hydrolyse von ATP frei wird, um Konformationsänderungen 

hervorzurufen. Diese sind nicht nur auf die ATPasen selbst beschränkt, sondern 
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können auch auf deren Substrate weitergeleitet werden. Dadurch kommt es zu 

den vielfältigsten Remodellierungen der Zielproteine wie beispielsweise der Disas-

semblierung oder Entfaltung (Frickey and Lupas, 2004; Iyer et al., 2004). Neben 

der AAA-Domäne besitzen die AAA+-ATPasen zusätzliche Domänen, die ihnen er-

möglichen, mit einer Vielzahl von Substraten zu interagieren und vor allem eine 

Vielzahl von zellulären Funktionen auszuüben. Dazu zählen generelle Prozesse in 

allen Organismen wie der Proteinabbau und die DNA Replikation sowie spezialisier-

te Funktionen wie die homo- und heterotypische Membranfusion und die Microtu-

buli-Disassemblierung in Eukaryoten (Erdmann et al., 1991; Frickey and Lupas, 

2004; Hanson and Whiteheart, 2005). Um ihre biologisch aktive Form zu erlangen, 

assemblieren AAA+-ATPasen in Oligomere (Hanson and Whiteheart, 2005). Oligo-

merisierung kann zum einen zu einer kooperativen ATP-Hydrolyse führen 

(Hattendorf and Lindquist, 2002). Es entsteht dadurch aber auch eine zentrale 

Pore im Inneren des Hexamers, durch die viele AAA+-ATPasen ihre Substrate 

schleusen können (Hinnerwisch et al., 2005). 

Die Disassemblierung von Proteinkomplexen durch AAA+-ATPasen ist für die Auf-

rechterhaltung zellulärer Membransysteme sehr wichtig. Ein Vertreter der 

AAA+-ATPasen namens NSF (N-Ethylmaleimide sensitive fusion protein) ist eine 

zentrale Komponente des eukaryotischen Vesikeltransports (Block et al., 1988). 

NSF vermittelt zusammen mit seinem Adaptorprotein -SNAP (soluble NSF-

adaptor protein) die Disassemblierung von membran-assoziierten helikalen Protei-

nen, den SNARE-Komplexen (-SNAP Receptors). Diese sind in-cis auf der glei-

chen Membran als sehr stabiler Komplex lokalisiert. Die durch die Disassemblie-

rung generierten freien SNAREs können anschließend mit den SNAREs einer ande-

ren Membran assoziieren. Dies stellt eine wichtige Voraussetzung für die Fusion 

zweier Membranen dar (Ungermann et al., 1998). 
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1.3 Das Calciumsignalnetzwerk der Zelle 

Pflanzliche Organismen sind ständig einer Vielzahl von in- und externen Reizen wie 

Licht, Hormonen sowie weiteren abiotischen und biotischen Stressfaktoren ausge-

setzt (Clapham, 2007). Die Wahrnehmung dieser Signale resultiert in der Synthese 

von sogenannten Sekundären Botenstoffen wie beispielsweise Calciumionen. Das 

Calcium-Signalnetzwerk der eukaryotischen Zelle beruht auf der folgenden Ar-

beitsweise. Durch die synchronisierte Aktivität von Membrankanälen, Pumpen und 

Transportern wird das Calciumsignal generiert. Die daraus resultierende Änderung 

der intrazellulären Calciumkonzentration wird anschließend durch Calcium-

bindende Proteine wahrgenommen. Diese Proteine geben das Calciumsignal dar-

aufhin durch Bindung an ihre spezifischen Zielproteine weiter. Somit kommt es zu 

einer zellulären Antwort auf das Calciumsignal (Reddy and Reddy, 2004). Ein wich-

tiges, ubiquitär in Eukaryoten verbreitetes Calcium-bindendes Protein ist Calmodu-

lin (Zielinski, 1998). Dieses 16 kDa große, azide Protein ist in der Lage, bis zu vier 

Calciumionen zu binden. Die Ionen sind dabei paarweise an den beiden globulären 

Enden des Proteins koordiniert und werden über eine sehr flexible -Helix mitein-

ander verbunden (Day et al., 2002). Diese erlaubt es Calmodulin, eine Vielzahl an 

Konformationen anzunehmen und dadurch mit einer hohen Anzahl an Zielprotei-

nen zu interagieren (McCormack et al., 2005). Obwohl Calmodulin selbst sehr 

stark konserviert ist, zeigen die Bindedomänen der Substrate eine extreme Varia-

bilität (Rhoads and Friedberg, 1997). Charakteristisch für die oftmals 

20 Aminosäuren lange Bindedomäne ist, dass sie eine positiv geladene und 

amphiphile -Helix ausbildet (O'Neil and DeGrado, 1990). Innerhalb dieser Domä-

ne gibt es konservierte hydrophobe Aminosäuren, die für die Interaktionen von 

Calmodulin mit seinen Zielproteinen mittels hydrophober Wechselwirkung essen-

tiell sind (Reddy and Reddy, 2004).  

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass Calmodulin an chloroplastidären Pro-

zessen beteiligt ist. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Transloka-

tion von Vorstufenproteinen in den Chloroplasten von Calmodulin abhängig ist 

(Chigri et al., 2005; Chigri et al., 2006). Dies eröffnet die Möglichkeit, dass der 

Chloroplast als Organell prokaryotischen Ursprungs in das eukaryotische Calcium-

Signaltransduktionsnetzwerk der Zelle eingebunden wurde. Ein weiterer Calmodu-
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lin-regulierter Prozess ist der chloroplastidäre Vesikeltransport (Westphal et al., 

2001). Durch Inhibitorstudien konnte gezeigt werden, dass Calmodulin an der Fu-

sion von Vesikeln der inneren Chloroplastenhüllmembran mit der Thylakoid-

membran beteiligt ist. Darüber hinaus wirken an diesem Transportsystem Se-

rin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatasen und GTPasen mit. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des chloroplastidären Vesi-

keltransportsystems durch die Identifizierung von involvierten Komponenten, ins-

besondere solcher Proteine, die über Calmodulin reguliert werden. 

 

 



MATERIAL 

2 Material 

2.1 Chemikalien und Saatgut 

Alle Chemikalien wurden von höchstmöglicher Qualität von namhaften Herstellern 

bezogen. Spezielle Chemikalien stammten von folgenden Firmen: Rinderhirn-

Calmodulin von Alexis (Grüneberg, Deutschland); die Quervernetzungsreagenzien 

1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl]Carbodiimid Hydrochlorid (EDC) und Sulfo-N-

Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) von Pierce (Bonn, Deutschland); der radioak-

tiv markierte Aminosäurenmix aus 35S-Methionin/Cystein mit spezifischer Aktivität 

von 1175 Ci/mmol von Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland); Valinomy-

cin von Merck (Schwallbach, Deutschland); Ophiobolin A und Fluphenazin Di-

hydrochlorid von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, Deutschland); Micro-

cystin-LR von Biomol (Hamburg, Deutschland); N-Decyl-ß-D-Maltosid (DM) von 

Glycon (Luckenwalde, Deutschland); Complete Protease Inhibitor Cocktail und 

Thermolysin von Roche (Mannheim, Deutschland). Samen von A. thaliana L. culti-

var „Columbia-0“ und von P. sativum L., cultivar „Arvika“ wurden verwendet. 

T-DNA-Insertionslinien wurden über The European Arabidopsis Stock Centre NASC 

(Loughborough, Großbritannien) bezogen. 

2.2 Enzyme, Kits, Vektoren und Oligonukleotide 

Die zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme, DNA-Polymerasen und weite-

re Enzyme zur Manipulation von DNA wie DNase I stammten von Roche (Mann-

heim, Deutschland), Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland), Invitrogen (Karlsru-

he, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und New England Biolabs 

(Boston, USA). T4-Ligase stammte von Fermentas und MMLV-RT-Transkriptase 

von Promega (Mannheim, Deutschland). Zur DNA-Isolierung wurde das Kit Fast-

Plasmid-Mini von Eppendorf (Hamburg, Deutschland) verwendet. Für DNA-

Isolierung in großen Mengen wurde das Nucleobond AX Kit von Macherey-Nagel 

(Düren, Deutschland) genutzt. Die DNA-Isolierung aus Agarosegelen wurde mit 

dem Nucleospin Extract II Kit ebenfalls von Macherey-Nagel durchgeführt. RNA 

wurde aus A. thaliana mit Hilfe des Plant RNeasy Plant Mini Kits von Qiagen (Hil-
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den, Deutschland) isoliert, cDNA für die Klonierungen wurde mit dem SmartRace 

cDNA Amplification-Kit von Clontech-Takara (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) 

revers transkribiert. Zum Abbau der pflanzlichen Zellwand wurden Mazerase und 

Cellulase von Serva (Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die Plasmid-Vektoren 

pSP65 (Transkription und Translation) von Promega (Madison, USA), pET21.d 

(C-terminaler Hexa-Histidin-Anhang) von Stratagene (La Jolla, USA) und pOL-LP 

(C-terminaler GFP-Anhang) von Dr. J. Meurer (LMU München, Deutschland) wur-

den benutzt. Oligonukleotid-Primer wurden von Operon (Köln, Deutschland) und 

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) synthetisiert. 

2.3 Bakterienstämme und Medien 

Die E. coli Stämme JM-109 von New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland), 

BL21(DE3) von Novagen (Madison, USA) und BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL von 

Stratagene (La Jolla, USA) wurden benutzt. Alle E. coli Stämme wurden in 

LB-Medium (1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl) angezogen (Sambrook 

and Russel, 2001). Für die stabile A. thaliana Transformation wurde 

A. tumefaciens GV3101::pMP90RK eingesetzt. 

2.4 Membranen, Größenmarker, Säulenmaterial 

Nitrozellulose-Membranen (Protran BA83; 0,2 µm) wurden von Schleicher & Schüll 

(Dassel, Deutschland), PVDF-Membranen (Polyvinylfluorid; Hybond-PVDF) von 

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) und Blotpapier von Mache-

rey Nagel (Düren, Deutschland) bezogen. Für die denaturierende SDS-PAGE wurde 

der „Low Molecular Weight Marker“ bestehend aus -Lactalbumin (14 kDa), 

Trypsin-Inhibitor (20 kDa), Trypsinogen (24 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Gly-

ceraldehyd-3-Dehydrogenase (36 kDa), Hühnerei-Albumin (45 kDa), Rinderserum-

albumin (66 kDa) und -Galactosidase (116 kDa), von Sigma-Aldrich verwendet. 

Für die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit EcoRI und HindIII geschnittene 

-Phagen DNA von Fermentas als Größenstandard verwendet. Für den Calmodu-

lin-Pull-Down-Assay sowie für die Affinitätschromatographie wurde Calmodulin-

Agarose von Sigma-Aldrich und GE Healthcare (München, Deutschland) verwen-

det. Die ProteinA Sepharose für Co-Immunopräzipitation stammte ebenfalls von 
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GE Healthcare. Die Microcystin-Agarose stammte von Millipore (Billerica, USA), für 

die Kopplung an Fluphenazin Dihydrochlorid wurde Epoxid-aktivierte Sepharose 4B 

von GE Healthcare verwendet. Für die Aufreinigung von rekombinantem Protein 

mit Hexa-Histidin-Anhang mittels Affinitätschromatographie wurde Ni2+-NTA-

Agarose von Qiagen benutzt. 

2.5 Antiseren 

Der primäre polyklonale Antikörper gegen AFG1L1 (-AFG1L1) wurde gegen hete-

rolog in E. coli exprimiertes und aufgreinigtes matures Protein von A. thaliana oh-

ne das 60 Aminosäuren lange Transitpeptid von der Firma Biogenes (Berlin, 

Deutschland) in Kaninchen erzeugt. Der primäre polyklonale Antikörper gegen 

TOPP2 (-PP) wurde ebenfalls von Biogenes erzeugt. Die polyklonalen Antikörper 

-SSU, -Tic62, -Tic110 stammen aus der Sammlung von J. Soll, -AOX und 

-VDAC stammen von J. Whelan. Die sekundären Antikörper gekoppelt an Alkaline 

Phosphatase oder Meerrettich-Peroxidase (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG-AP/HRP-

Konjugat sowie Ziege-Anti-Maus-IgG-HRP) wurden von Sigma-Aldrich bezogen. 
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3 Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 Standardmethoden 

Die folgenden Standardmethoden wurden nach Sambrook durchgeführt 

(Sambrook and Russel, 2001): die Anzucht von Bakterienkulturen, das Anlegen 

von Stammkulturen, die Phenol/Chlorophorm Extraktion von DNA und deren Präzi-

pitation mit Ethanol oder Isopropanol. Kompetente E. coli Stämme wurden herge-

stellt wie beschrieben (Hanahan, 1983). Restriktionen und Ligationen erfolgten 

nach den Angaben der Hersteller der Enzyme oder Kits. Die Plasmidisolierung er-

folgte durch alkalische Lyse mit SDS (Sambrook and Russel, 2001) oder mit Kit 

nach den Angaben des Herstellers. Die Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-

Fragmenten aus Agarosegelen erfolgten ebenfalls nach Herstellerangaben. Die 

Transformation der JM-109, BL21(DE3) und BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL Bakterien-

stämme erfolgte wie beschrieben (Pope and Kent, 1996). 

3.1.2 DNA-Gelelektrophorese 

Agarosegele (1-2 % NEEO Ultra Agarose, 0,5 µg/ml Etidiumbromid, 0,5 x TBE) in 

0,5 x TBE (45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA) wurden zur elektrophoretischen Auf-

trennung von DNA, die mit 6 x-Ladepuffer (0,125 % Bromphenolblau, 0,125 % 

Xylencyanol FF, 0,175 % Orange G, 30 % Glycerin) versetzt wurde, benutzt. Zur 

DNA-Mengenbestimmung wurde die DNA nach Auftrennung mit den bekannten 

Mengen des -Phagen-DNA-Standards verglichen oder photometrisch bei 260 nm 

gemessen. 

3.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion und Klonierungsstrategie 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde zur Amplifikation ausgesuchter DNA-

Sequenzen sowie zum Einführen von Restriktionsschnittstellen angewandt und 

erfolgte nach Sambrook und nach Angaben der Enzymhersteller (Sambrook and 

Russel, 2001). Nach Denaturierung der DNA für 30 s bei 96 °C erfolgte die Hybri-

disierung für 1 min bei einer Temperatur, die 5 °C unter der Schmelztemperatur 
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der Oligonukleotid-Primer lag, gefolgt von einer Synthetisierungsphase bei 72 °C 

für 3 min. Dieser Zyklus wurde 25-35 mal wiederholt. Um die Klonierung von DNA-

Fragmenten in Vektoren zu ermöglichen, wurden mittels PCR die jeweils passen-

den Schnittstellen für Restriktionsenzyme eingeführt (Saiki et al., 1988). Für die 

Klonierungen wurde entweder cDNA, die aus genomischer RNA revers transkribiert 

wurde, oder genomische DNA aus A. thaliana als Matrize benutzt. Die Klonierung 

des AFG1L1-Konstruktes ohne die Aminosäuren 141 bis 161 erfolgte durch „over-

lap extension PCR“. Alle Klone wurden durch Sequenzierung (SeqLab, Göttingen, 

Deutschland sowie Sequenzierservice des Department I Biologie der LMU, Mün-

chen, Deutschland) überprüft. Im Anhang (Kapitel 13) sind alle für diese Arbeit 

erzeugten Konstrukte verzeichnet. 

3.1.4 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana 

A. thaliana Blätter wurden in 200 µl Extraktionspuffer (200 mM Tris, pH 7,5, 

250 mM NaCl, 0,5 % SDS) mit einer Kugelmühle zerkleinert, bei 21 °C für 3-5 min 

inkubiert und bei 12000 g für 5 min zentrifugiert. 150 µl des die DNA enthaltenden 

Überstandes wurden in ein neues Gefäß überführt. Die DNA wurde mit 150 µl  

Isopropanol durch anschließende Zentrifugation bei 18000 g für 15 min präzipi-

tiert. Das entstandene DNA-Pellet wurde in 100 µl ddH2O rekonstituiert und 1/30 

davon in einer PCR-Reaktion eingesetzt. 

3.2 Biochemische Methoden 

3.2.1 SDS-PAGE 

Proteine wurden mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

nach der Methode von Lämmli aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die Proteine wurden 

in SDS-Solubilisierungspuffer (125 mM Tris/HCl, pH 6,8, 10 % (v/v) -Mer-

captoethanol, 20 % (v/v) Glycerin, 4 % (w/v) SDS und 0,01 % Bromphenol) auf-

genommen, 2 min bei 96 °C denaturiert und anschließend in 8-15 %igen Trennge-

len mit einem Verhältnis von Acrylamid zu N,N’-Methylen-Bisacrylamid von 30:0,8 

aufgetrennt. 
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3.2.2 Coomassie-Färbung 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das SDS-Gel für 

15-20 min in Coomassie-Färbelösung (50 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsäure, 

0,18 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R250) inkubiert und anschließend mit Ent-

färber-Lösung (40 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsäure und 3 % (v/v) Glyce-

rin) entfärbt, bis der Hintergrund klar und die Proteine gut sichtbar waren. Die 

Gele wurden mehrfach in ddH2O gewaschen und anschließend bei 80 °C unter 

Vakuum getrocknet. 

3.2.3 Silberfärbung 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das Gel für 60 min 

in Fixierlösung (40 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsäure und 3 % (v/v) Glyce-

rin) inkubiert und anschließend mit Silbernitrat gefärbt (Blum, 1987). Dazu wurde 

das Gel dreimal für 20 min in 50 % Ethanol und danach für 1 min in Vorbehand-

lerlösung (0,02 % (w/v) Na2S2O3) unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach drei-

maligem Waschen in ddH2O für jeweils 20 s wurde das Gel für 20 min mit der Fär-

belösung (0,2 % (w/v) AgNO3, 0,028 % (v/v) Formaldehyd) inkubiert und noch 

zweimal in ddH2O für je 20 s gewaschen. Abschließend erfolgte die Behandlung in 

Entwicklerlösung (37,5 % (w/v) Na2CO3, 0,028 % Formaldehyd und 0,0075 % 

Na2S2O3), bis Banden zu sehen waren. Die Reaktion wurde mit Fixierlösung ge-

stoppt und die Gele anschließend mehrfach in ddH2O gewaschen, bevor sie bei 

80 °C unter Vakuum getrocknet wurden. 

3.2.4 Western Blot und Immundekoration von Proteinen 

Nach der „Semi Dry Blot“-Methode von Khyse-Andersen wurden elektrophoretisch 

aufgetrennte Proteine auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membran bei einer Stromstär-

ke von 0,8 mA cm-2 für 60 min immobilisiert (Kyhse-Andersen, 1984). Die PVDF-

Membran wurde nach Angaben des Herstellers vorbehandelt. Durch die Reaktion 

der Proteine mit polyklonalen Antikörpern erfolgte die spezifische Identifizierung 

des Antigens. Mit Hilfe eines enzymgekoppelten sekundären Antikörpers (alkali-

sche Phosphatase AP oder Meerrettich-Peroxidase HRP) gekoppelt an Anti-

Kaninchen-IgG wurde die Reaktion schließlich detektiert. Nach dem Transfer der 
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Proteine wurde die Membran anschließend mit Ponceaulösung (0,5 % Ponceau S, 

1 % HAc) behandelt, um den Größenstandard identifizieren zu können. Nach der 

Absättigung der Membran für 60 min in Magermilchpuffer (1 % (w/v) Magermilch-

pulver, 50 mM Tris/HCl, pH 7,6, 150 mM NaCl und 0,01 % (v/v) Tween 20), wurde 

sie 1-16 h mit dem entsprechenden spezifischen Antikörper inkubiert. Nachdem 

die Membran dreimal für 10 min in Magermilchpuffer gewaschen und mit dem se-

kundären Antikörper (1:10000 Verdünnung in Magermilchpuffer) für 60 min inku-

biert wurde, erfolgte das Entfernen nicht-gebundener Phosphatase- bzw. Peroxi-

dase-Konjugat-Antikörper durch dreimaliges Waschen für 10 min in Magermilch-

puffer. Für die Reaktion mit dem sekundären Antikörper gekoppelt an Alkaline 

Phosphatase wurde die Membran kurz in Entwicklerlösung (100 mM NaCl, 5 mM 

MgCl2, 100 mM Tris/HCl, pH 9,5) äquilibriert. Danach erfolgte die Farbreaktion der 

Protein-Antikörper-Bindung mit 0,003% (w/v) 4-Nitrotetrazoliumchlorid Blauhydrat 

(NBT) und 0,017% (w/v) 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP) in Entwick-

lerlösung. Durch Überführen des Blots in 5 mM EDTA wurde die Reaktion ge-

stoppt. Die Entwicklung der Reaktion mit dem sekundären Antikörper gekoppelt an 

Meerrettich-Peroxidase wurde mittels ECL Kit von GE Healthcare durchgeführt. 

3.2.5 Proteinbestimmung 

Die Bestimmung von Proteinmengen erfolgte wie beschrieben (Bradford, 1976) 

und dem ProteinEssayKit von Bio-Rad (München, Deutschland). Dazu wurde die zu 

bestimmende Proteinlösung nach Angaben des Herstellers mit dem Bradford-

Reagenz gemischt und 10 min inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei 

595 nm gegen den Blindwert gemessen. Die Proteinmenge wurde anhand einer 

mit mit Rinder-Serumalbumin erstellten Eichkurve bestimmt. 

3.3 Zellbiologische Methoden 

3.3.1 Isolierung intakter Chloroplasten aus A. thaliana 

Chloroplasten wurden aus 4-6 Wochen alten Blättern von A. thaliana, die in einem 

Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden unter fluoreszierendem Licht bei 

100-120 µE auf Erde angezogen wurden, wie beschrieben isoliert (Kunst, 1998). 

14 



METHODEN 

Dazu wurden ca. 150 g Blätter in 900 ml Homogenisierungspuffer (450 mM Sorbit, 

10 mM EDTA, 10 mM NaHCO3, 20 mM Tricine/KOH, pH 8,4) im Mixer homogeni-

siert und anschließend durch jeweils zwei Lagen Mull und Gaze filtriert. Das durch 

Zentrifugation bei 1400 g für 5 min erhaltene Chloroplastenpellet wurde in 20 ml 

Puffer B (300 mM Sorbit, 5 mM MgCl2, 2,5 mM EDTA, 20 mM Tricine/KOH, pH 7,6) 

aufgenommen und zur Abtrennung kaputter Chloroplasten auf einen linearen Per-

collgradienten (0-50 % Percoll in Puffer B) geladen. Die intakten Chloroplasten, 

die sich in der unteren der beiden durch Zentrifugation bei 12000 g für 6 min ent-

standenen Banden befanden, wurden abgenommen und anschließend dreimal in 

Puffer B gewaschen. 

3.3.2 Fraktionierung von A. thaliana Chloroplasten 

Für die Affinitätschromatographie an Calmodulin-Agarose erfolgte die Fraktionie-

rung von A. thaliana Chloroplasten wie beschrieben (Kunst, 1998) durch Lyse der 

Organellen in TE-Puffer (10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA) und anschließende Auf-

trennung über einen Saccharose-Gradienten (1,2; 1,0 und 0,46 mM Saccharose in 

TE-Puffer). Nach Zentrifugation bei 36000 g für 120 min wurden die Chloroplasten 

in stromale Proteine, die dem Gradienten auflagen, in Hüllmembranproteine, die 

sich in der Zwischenschicht von 1,0 und 0,46 mM Saccharose des Gradienten be-

fanden, und pelletierte Thylakoidproteine aufgetrennt. Für alle anderen Versuche 

wurden die Chloroplasten von A. thaliana (und auch von P. sativum) osmotisch in 

50 mM Hepes, pH 7,6 auf Eis lysiert. Zentrifugation bei 3000 g für 10 min pelle-

tierte die Thylakoidmembranen. Der durch die erste Zentrifugation entstandene 

Überstand, der stromale Proteine und Hüllmembranproteine enthielt, wurde bei 

256000 g für 10 min zentrifugiert, um beide Fraktionen voneinander zu trennen. 

Die Hüllmembranen und Thylakoidmembranproteine wurden anschließend jeweils 

zweimal in TE-Puffer bzw. Hepes gewaschen. 

3.3.3 Isolierung der extrinsischen Thylakoidproteinfraktion von A. thaliana 

Die Thylakoidmembranen wurden in 500 mM NaCl in 25 mM Hepes/KOH, pH 7,6 

aufgenommen und für 60 min auf Eis inkubiert. Die extrinsische Thylakoidpro-
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teinfraktion wurde durch Zentrifugation bei 30000 g für 15 min als Überstand er-

halten. 

3.3.4 Isolierung von Chloroplasten aus P. sativum 

Die Isolierung intakter Chloroplasten aus 9-12 Tage alten Blättern von P. sativum, 

die in einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden bei einer Lichtstärke von 

250 µmol Photonen*m-2
*sec–1 auf Vermiculit in einer Klimakammer angezogen 

wurden, erfolgte wie beschrieben (Waegemann, 1991). Dazu wurden 200 g Erb-

senblätter mit 300 ml Isolationsmedium (330 mM Sorbitol, 20 mM Mops, 13 mM 

Tris, 3 mM MgCl2, 0.1 % (w/v) BSA) im Mixer homogenisiert und durch vier Lagen 

Mull und eine Lage Gaze filtriert. Das durch Zentrifugation bei 1500 g für 1 min 

erhaltene Chloroplastenpellet wurde in 1 ml Waschmedium (330 mM Sorbitol, 

50 mM Hepes/KOH, pH 7,6, 3 mM MgCl2) aufgenommen und auf einen Per-

collgradienten (40 % und 80 % in 330 mM Sorbitol, 50 mM Hepes/KOH, pH 7,6) 

geladen. Intakte Chloroplasten, die sich in der unteren der beiden durch Zentrifu-

gation bei 3000 g für 5 min entstanden Banden befanden, wurden zweimal in 

Waschmedium gewaschen. Nachdem sie anschließend in 200 µl des gleichen Me-

diums aufgenommen wurden, verblieben sie bis zur Verwendung im Dunklen auf 

Eis. Die Chlorophyllkonzentration der isolierten Chloroplasten wurde anschließend 

nach Arnon bestimmt (Arnon, 1949). 

3.3.5 Isolierung von Mitochondrien aus P. sativum 

Die Isolierung intakter Mitochondrien aus 9-12 Tage alten Blättern von P. sativum, 

die in einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden bei einer Lichtstärke von 

250 µmol Photonen*m-2
*sec–1 auf Vermiculit in einer Klimakammer angezogen 

wurden, erfolgte wie beschrieben (Fang et al., 1987). Dazu wurden 400 g Erbsen-

blätter mit 400 ml Isolationsmedium (300 mM Saccharose, 25 mM Tetranatrium-

Pyrophosphat, 2 mM EDTA, 10 mM KH2PO4, pH 7,5 1 % (w/v) PVP-40, 1 % (w/v) 

BSA, 20 mM Ascorbat) mit einem Mörser homogenisiert und durch vier Lagen Mull 

filtriert. Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation bei 2500 g für 5 min ent-

fernt. Der die Mitochondrien enthaltende Überstand wurde bei 17400 g für 20 min 

zentrifugiert. Das so erhaltene Mitochondrienpellet wurde mit Waschmedium 
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(300 mM Saccharose, 10 mM TES, pH 7,5, 0,1 % (w/v) BSA) gewaschen und bei-

de Zentrifugationsschritte wurden wiederholt. Das Mitochondrienpellet wurde auf 

einen linearen Percollgradienten (0-4,4 % PVP-40 in 28 % Percoll) geladen. Intak-

te Mitochondrien, die sich in der oberen der beiden durch Zentrifugation bei 

35000 g für 40 min entstandenen Banden befanden, wurden anschließend zwei-

mal in Waschpuffer gewaschen, bevor sie in Aliquots bei –80 °C aufbewahrt wur-

den. 

3.3.6 Isolierung von N. tabacum Protoplasten und transiente Transformation 

Für die nach Koop modifizierte, semi-sterile transiente Transformation von 

N. tabacum cultivar „petite Havana“ Protoplasten wurden diese wie folgt isoliert 

(Koop et al., 1996). Tabakblätter von 3-4 Wochen alten Pflanzen, die auf 

B5-modifiziertem Medium (Gamborg et al., 1976) wuchsen, wurden zerkleinert 

und mit 1 % Cellulase und 0,3 % Mazerase für 2-3 h bei 21 °C unter leichtem 

Schütteln in F-PIN Medium (Murashige und Skoog Mineralsalze mit PC-Vitaminen 

(200 mg/l Myo-inositol, 1,0  g/l Thiamin-HCl, 2,0  g/l Ca-Panthotenat, 2,0 mg/l 

Nikotinsäure, 2,0 mg/l Pyridoxin-HCl, 0,02 mg/l Biotin), 1,0 mg/l 

6-Benzylaminopurin, 0,1 mg/l -Naphthylessigsäure, 20 mM MES/KOH, pH 5,8, 

130 g/l Saccharose; 550 mOsm, mit Saccharose eingestellt) inkubiert. Die Suspen-

sion wurde anschließend durch 100 µm Gaze filtriert, mit F-PCN Medium (MS Mi-

neralsalze und Vitamine wie für F-PIN, 20 mM MES/KOH, pH 5,8, 80 g/l Glucose; 

550 mOsm, mit Glucose eingestellt) überschichtet und bei 70 g für 10 min zentri-

fugiert. Die intakten Protoplasten, die sich in der Zwischenschicht des Gradienten 

befanden, wurden abgenommen und in Transformationsmedium (15 mM MgCl2, 

0,1 % MES/KOH, pH 5,8, 500 mM Mannitol; 550 mOsm, mit Mannitol eingestellt) 

gewaschen und bei 50 g für 2 min pelletiert. Die Suspension wurde durch Auszäh-

len der Protoplasten mittels Fuchs-Rosenthal Zählkammer mit Transformationsme-

dium auf 5*106 Protoplasten/ml eingestellt. Anschließend wurde die Transformati-

on mit 50 µg DNA (in 20 mM MES, pH 5,6), 100 µl Protoplasten-Suspension und 

125 µl PEG-Lösung (40 % PEG 1500, 70 mM Ca(NO3)2, 550 mM Mannitol/KOH, 

pH 9,75) pro Ansatz durchgeführt. Nach 7,5 min Inkubationszeit wurden 125 µl F-

PCN Medium zugegeben und für weitere 2 min inkubiert. Nach dem Verdünnen 
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der Suspension in 2,4 ml F-PCN Medium wurde der Ansatz für 16-24 h im Dunklen 

bei 21 °C inkubiert und die GFP-Fluoreszenz anschließend detektiert.  

3.4 Heterologe Expression rekombinanter Proteine 

Die heterologe Proteinexpression von mAFG1L160-497 und mAFG1L1141-161 erfolgte 

in E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL mit 100 µg/ml Ampicillin und 34 µg/ml Chlo-

ramphenicol als Selektionsantibiotika, während alle anderen Konstrukte in 

E.coli BL21(DE3) mit 100 µg/ml Ampicillin als Selektionsantibiotikum exprimiert 

wurden (Sambrook and Russel, 2001). Die Bakterien wurden bei 37 °C bis zu einer 

OD600=0,6-0,8 angezogen und anschließend wurde die Überexpression mit 1 mM 

IPTG induziert. Die Expression erfolgte für alle Konstrukte für 3 h bei 37 °C. Die 

heterologe Proteinexpression von pSSU und pF1 erfolgte wie beschrieben 

(Waegemann and Soll, 1996). 

3.5 Chromatographische Methoden 

3.5.1 Affinitätschromatographie an Calmodulin-Agarose 

Die extrinsische Thylakoidproteinfraktion wurde in 25 mM Hepes/KOH, pH 7,6 auf 

150 mM NaCl eingestellt, während die stromale Proteinfraktion mit ebenfalls 

25 mM Hepes/KOH, pH 7,6 auf 30 mM Saccharose eingestellt wurde. Nachdem 

beiden Fraktionen CaCl2 zur Endkonzentration von 0,1 mM zugegeben wurde, er-

folgte die Inkubation mit 100 µl Calmodulin-Agarose für 16 h bei 4 °C unter leich-

tem Schütteln. Das Säulenmaterial wurde durch Zentrifugation bei 500 g für 2 min 

gesammelt und dreimal mit dem zehnfachen Säulenvolumen des Calmodulin-

Bindungspuffers (25 mM Hepes/KOH, pH 7,6, 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCl2) gewa-

schen. Spezifisch an die Calmodulin-Agarose gebundene Proteine wurden mit 2 % 

SDS eluiert. Die verschiedenen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und anschlie-

ßende Silber-Färbung analysiert. 

3.5.2 Affinitätschromatographie an Microcystin-Agarose 

Isolierte Chloroplasten von A. thaliana wurden mit 1 % Decylmaltosid in Hepes-

Puffer (50 mM Hepes-KOH, pH 7,6, 0,1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 0,1 % 
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-Mercaptoethanol) für 20 min auf Eis solubilisiert. Die durch Zentrifugation bei 

21000 g für 10 min bei 4 °C erhaltene Fraktion der gesamten löslichen Chlo-

roplastenproteine wurde anschließend für 16 h mit 200 µl Microcystin-Agarose un-

ter leichtem Schütteln bei 4 °C inkubiert. Das Säulenmaterial wurde zuerst viermal 

mit zehnfachem Säulenvolumen mit Hepes-Puffer und anschließend einmal im 

gleichen Puffer mit 500 mM NaCl gewaschen. Bevor gebundene Proteine mit Über-

schuss an exogenem Microcystin (200 µM) in Hepes-Puffer eluiert wurden, erfolgte 

ein weiterer Waschschritt in Hepes-Puffer ohne NaCl. Die Eluate wurden anschlie-

ßend lyophillisiert, in kleinem Volumen rekonstituiert und mittels SDS-PAGE und 

Silberfärbung analysiert. 

3.5.3 Affinitätschromatographie an Fluphenazin-Agarose 

Um die Fluphenazin-Sepharose herzustellen, wurde Fluphenazin Dihydrochlorid an 

Epoxid-aktivierte Sepharose 4B von GE Healthcare nach Herstellerangaben gekop-

pelt. Stromale Proteine von A. thaliana wurden gegen T-Puffer (10 mM Tris/HCl, 

pH 7,5, 4 mM CaCl2) dialysiert und anschließend für 10 min bei 82 °C denaturiert. 

Nach Zentrifugation bei 48000 g für 30 min bei 4 °C wurde der hitzestabile Über-

stand der stromalen Proteine mit 100 µl Fluphenazin-Sepharose für 16 h bei 4 °C 

inkubiert. Das Säulenmaterial wurde danach dreimal mit zehnfachem Säulenvolu-

men T-Puffer gewaschen. Gebundene Proteine wurden anschließend mit 5 mM 

EGTA im T-Puffer ohne Calcium von der Matrix eluiert. Die Elutionsfraktionen wur-

den vereint, lyophillisiert, in kleinem Volumen rekonstituiert und mittels SDS-PAGE 

und Silberfärbung analysiert. 

3.5.4 Affinitätschromatographie an Ni2+-NTA-Agarose 

Die heterolog exprimierten AFG1L1-Konstrukte sowie TOPP2, pSSU und pF1 wa-

ren mit einem C-terminalen Hexa-Histidin-Anhang versehen, mit dem sie mittels 

Affinitätschromatographie an Ni2+-NTA-Agarose von Qiagen aufgereinigt werden 

konnten. Alle Proteine wurden nach Angaben des Herstellers unter denaturieren-

den Bedingungen in 8 M Harnstoff aufgereinigt. An die Matrix gebundene Proteine 

wurden durch Erniedrigung des pH-Wertes eluiert. 
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3.5.5 Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose 

Das Volllängenprotein AFG1L1 sowie die verkürzten AFG1L1-Konstrukte wurden 

wie unter 3.5.4 beschrieben aufgereinigt. Der Pull-down Assay wurde modifiziert 

nach beschriebener Methode (Wang et al., 2005) durchgeführt mit jeweils 20 µg 

Protein, das mit 10 mM Tris pH 7,5 auf 4 M Harnstoff eingestellt wurde. Die Pro-

teinsuspension wurde in der Anwesenheit von 0,1 mM CaCl2 mit 20 µl Calmodulin-

Agarose für 90 min bei 4 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Das Säulenmateri-

al wurde durch Zentrifugation bei 500 g für 2 min gesammelt und dreimal mit dem 

zehnfachen Säulenvolumen im Pull-down-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,0, 50 mM 

NaH2PO4, 4 M Harnstoff, 0,1 mM CaCl2) gewaschen. Spezifisch an die Calmodulin-

Agarose gebundene Konstrukte wurden kompetitiv mit 10 µM Calmodulin im Pull-

down-Puffer eluiert. Für calcium-unabhängige Anbindung an die Säulenmatrix 

wurde der Assay mit 5 mM EDTA/EGTA statt CaCl2 im Pull-down-Puffer durchge-

führt. Als Kontrolle wurde die Anbindung mit SSU oder Tic32 unter gleichen Be-

dingungen durchgeführt (Chigri et al., 2006). 

3.6 In vitro Transkription 

Die in pSP65 klonierten Konstrukte wurden mit einem geeigneten Restriktionsen-

zym für 60 min bei 37 °C linerarisiert und anschließend mit Phenol/Chlorophorm 

extrahiert, mit Ethanol präzipitiert und in ddH2O rekonstituiert. Die in vitro 

Transkription erfolgte im 50 µl Ansatz mit Transkriptionspuffer und mit 5 µg line-

arisierter Plasmid-DNA, 100 U SP6-Polymerase, 50 U RNase Inhibitor, 10 mM DTT, 

0,05 (w/v) BSA, 0,5 mM m7-Guanosin (5’) ppp (5’) Guanosin (CAP) und je 0,5 mM 

ATP, CTP und UTP. Dem Ansatz wurde nach 15 min Inkubation bei 37 °C 1,2 mM 

GTP zugegeben und für weitere 90 min inkubiert. Aliquots der mRNA wurden für 

die in vitro Translation eingesetzt oder bei -80 °C aufbewahrt.  

3.7 In vitro Translation 

Die in vitro Translation von mRNA wurde im zellfreien Kaninchen-Reticulocytenly-

sat von Roche nach Herstellerangaben durchgeführt. Der Translationsansatz ent-

hielt Reticulocytenlysat, Translationsmix, 150 µCi radioaktiv-markiertes 35S-Me-
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thionin/Cystein-Gemisch, sowie die durch Testtranslationen ermittelte, optimale 

Konzentration von mRNA. Das radioaktiv markierte Protein wurde anschließend in 

Aliquots bei –80 °C aufbewahrt und vor dem Einsatz in den in vitro Importstudien 

bei 256000 g für 10 min zentrifugiert, um Aggregate zu entfernen. 

3.8 In vitro Importexperimente in isolierte Chloroplasten 

3.8.1 In vitro Import in Chloroplasten 

In einer 100 µl Standard-Importreaktion in Importpuffer (330 mM Sorbit, 50 mM 

Hepes/KOH, pH 7,6, 3 mM MgSO4, 10 mM Methionin, 10 mM Cystein, 20 mM Kali-

umglukonat, 10 mM NaHCO3, 0,2 %  (w/v) BSA, 3 mM ATP) wurden 2-7 % mit 
35S-markierte Vorstufenproteine (Translationsprodukte) eingesetzt. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von Chloroplasten äquivalent zu 10 µg Chlorophyll gestartet 

und für 20 min bei 25 °C im Licht inkubiert. Für Zeitreihenexperimente betrug die 

Inkubationszeit 0-30 min. Über einen Percollgradienten (40 % (v/v) Percoll in 

330 mM Sorbit, 50 mM Hepes/KOH, pH 7,6) wurden die Chloroplasten anschlie-

ßend durch Zentrifugation bei 3000 g für 5 min reisoliert und in Waschmedium I 

(330 mM Sorbit, 50 mM Hepes/NaOH, pH 7,6, 3 mM MgCl2) gewaschen. Die Chlo-

roplasten wurden anschließend entweder für die Proteasenachbehandlung in 

Waschmedium II (siehe 3.8.2) oder für die Auftrennung über SDS-PAGE in SDS-

Solubilisierungspuffer aufgenommen.  

3.8.2 Proteasebehandlung von Chloroplasten 

Nach abgeschlossener Importreaktion wurden die Chloroplasten in Waschmedi-

um II (330 mM Sorbit, 50 mM Hepes/KOH, pH 7,6, 0,5 mM CaCl2) aufgenommen 

und mit 100 µg/ml Thermolysin für 20 min auf Eis inkubiert. Nach dem Stoppen 

der Reaktion durch Zugabe von 10 mM EDTA wurden die Chloroplasten durch 

Zentrifugation bei 4500 g für 5 min pelletiert und anschließend zweimal in 

Waschmedium III (330 mM Sorbit, 50 mM Hepes/KOH, pH 7,6, 5 mM EDTA) ge-

waschen. 
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3.8.3 Inhibierung des Proteinimportes durch Ophiobolin A 

Um den Import von Vorstufenproteinen über die innere Hüllmembran der Chlo-

roplasten zu inhibieren, wurde dem Importansatz 100 µM Ophiobolin A zugegeben 

und für 30 min bei 25 °C vorinkubiert, bevor der Import durch Zugabe des Trans-

lationsproduktes gestartet wurde (Chigri et al., 2005). 

3.8.4 Kompetition des Proteinimportes mit pSSU 

Das rekombinante und unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigte Vorstu-

fenprotein pSSU wurde für 16 h bei 4 °C gegen den SSU-Dialysepuffer (10 mM 

Tris/HCl, pH 8,0, 125 mM NaCl, 10 % Glycerin) dialysiert und anschließend einer 

Proteinbestimmung nach Bradford unterzogen. pSSU wurde so vorbereitet in einer 

Konzentrationsreihe von 0-15 µM als Kompetitor zum Importansatz gegeben. Der 

Import wurde nach Standardbedingungen durchgeführt. 

3.8.5 Fraktionierung von Chloroplasten nach dem Import 

Die Chloroplasten wurden nach der Importreaktion in lösliche Proteine und integ-

rale Membranproteine aufgetrennt, um die Lokalisierung der importierten maturen 

Proteine zu untersuchen. Dazu wurden die Chloroplasten in 50 mM Hepes/KOH, 

pH 7,6 aufgenommen und für 30 min auf Eis inkubiert, bevor sie für die Trennung 

bei 256000 g für 10 min zentrifugiert wurden. 

3.9 In vitro Importexperimente in isolierte Mitochondrien 

3.9.1 In vitro Import in Mitochondrien 

In einer 100 µl Standard-Importreaktion in Importpuffer (300 mM Saccharose, 

50 mM KCl, 10 mM Mops/KOH, pH 7,5, 5 mM KH2PO4, 0,1 % (w/v) BSA, 1 mM 

MgCl2, 1 mM Methionin, 0,2 mM ADP, 0,75 mM ATP, 5 mM Succinat, 5 mM DTT) 

wurden 2-7 % mit 35S-markierte Vorstufenproteine (Translationsprodukte) einge-

setzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Mitochondrien äquivalent zu 50 µg 

Protein gestartet und für 20 min bei 25 °C im Licht inkubiert. Für Zeitreihenexpe-

rimente betrug die Inkubationszeit 0-15 min. Die Mitochondrien wurden anschlie-

ßend durch Zentrifugation bei 10000 g für 15 min pelletiert und zweimal in 
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Waschmedium (siehe 3.9.2) gewaschen. Die Mitochondrien wurden anschließend 

entweder für die Proteasenachbehandlung in Waschmedium oder für die Auftren-

nung über SDS-PAGE in SDS-Solubilisierungspuffer aufgenommen. 

3.9.2 Proteasebehandlung von Mitochondrien 

Nach abgeschlossener Importreaktion wurden die Mitochondrien in Waschmedium 

(300 mM Saccharose, 10 mM TES, pH 7,5, 0,1 % (w/v) BSA), das zusätzlich 50 µM 

CaCl2 enthielt, aufgenommen und mit 100 µg/ml Thermolysin für 20 min auf Eis 

inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 10 mM EDTA wur-

den die Mitochondrien durch Zentrifugation bei 10000 g für 15 min pelletiert und 

anschließend zweimal in Waschmedium gewaschen. 

3.9.3 Inhibierung des Proteinimportes durch Valinomycin 

Um den Import von Vorstufenproteinen über die innere Membran der Mitochond-

rien zu inhibieren, wurde dem Importansatz 1 µM Valinomycin zugegeben und für 

20 min auf Eis vorinkubiert, bevor der Import durch Zugabe des Translationspro-

duktes gestartet wurde (Schleyer et al., 1982). 

3.9.4 Kompetition des Proteinimportes mit pF1 

Das rekombinante und denaturierend in 8 M Harnstoff aufgereinigte Vorstufenpro-

tein pF1 wurde direkt in einer Konzentrationsreihe von 0-10 µM als Kompetitor 

zum Importansatz gegeben. Der Import wurde ansonsten nach Standardbedin-

gungen durchgeführt. 

3.9.5 Fraktionierung von Mitochondrien nach dem Import 

Die Subfraktionierung wurde nach modifizierter Methode von He durchgeführt (He 

et al., 2001). Dazu wurden die Mitochondrien nach dem Import in 50 mM He-

pes/KOH, pH 7,6 für 30 min auf Eis lysiert und anschließend bei 10000 g für 

15 min zentrifugiert, um die Mitoplasten (Mitochondrien ohne OM und IMS) zu 

pelletieren. Der Überstand, der äußere Membran (OM) und Intermembranraum 

(IMS) enthielt, wurde bei 100000 g für 30 min zentrifugiert, um die äußere Memb-

ran zu pelletieren. Die Mitoplasten wurden wiederum in 50 mM Hepes/KOH, 
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pH 7,6 aufgenommen und dreimal für 20 s mit 40 s Pausen sonifiziert. Nach 

Zentrifugation bei 10000 g für 15 min, um noch intakte Mitochondrien bzw. Mi-

toplasten zu entfernen, wurde der die innere Membran (IM) sowie die Matrix 

(MTX) beinhaltende Überstand ebenfalls bei 100000 g für 30 min zentrifugiert, um 

die innere Membran zu pelletieren. Die Membranfraktionen (OM, IM) wurden an-

schließend in 50 mM Hepes/KOH, pH 7,6 gewaschen. 

3.10 In vitro dualer Import in Chloroplasten und Mitochondrien 

Die Importreaktion wurde durch Zugabe von 7 % (v/v) mit 35S-markiertem Trans-

lationsprodukt zum Importansatz mit Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) und Mito-

chondrien (50 µg Protein) in Importpuffer (600 mM Saccharose, 30 mM He-

pes/KOH, pH 7,4, 10 mM KH2PO4, 1 % (w/v) BSA, 4 mM MgCl2, 4 mM Methionin, 

4 mM ATP, 1 mM GTP, 0,2 mM ADP, 5 mM Succinat, 4,5 mM DTT, 10 mM Kalium-

acetat, 10 mM NaHCO3) nach der Methode von Pavlov gestartet (Pavlov et al., 

2007). Nach dem Import für 25 min bei 25 °C wurde die Hälfte des Ansatzes mit 

der Protease Thermolysin behandelt. Dafür wurde diesem Ansatz 50 µg CaCl2 zu-

gegeben und mit 120 µg/ml Thermolysin für 20 min auf Eis inkubiert, bevor die 

Reaktion durch Zugabe von 10 mM EDTA gestoppt wurde. Chloroplasten und Mi-

tochondrien wurden in beiden Ansätzen anschließend über einen Percollgradienten 

(4 % (v/v) Percoll in Waschmedium) durch Zentrifugation bei 4500 g für 30 s von-

einander getrennt. Die pelletierten Chloroplasten wurden zweimal in ihrem 

Waschmedium (siehe 3.8.1) gewaschen. Die dem Gradient aufliegenden Mito-

chondrien wurden in ein neues Eppi überführt, durch Zentrifugation bei 10000 g 

für 15 min pelletiert und anschließend zweimal in ihrem Waschmedium (siehe 

3.9.2) gewaschen. 

3.11 Autoradiographie 

Nach den Importexperimenten wurden die Chloroplasten bzw. Mitochondrien in 

SDS-Solubilisierungspuffer aufgenommen und über SDS-PAGE, die anschließend 

mit Coomassie gefärbt wurde, aufgetrennt. Nach dem Trocknen der Gele wurden 

diese auf entweder Phosphoimagerplatten oder Röntgenfilmen (Kodak X-Omat AR) 

für 1-16 Stunden exponiert. Mit dem Phosphoimager FLA-3000 von Fujifilm Europe 
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(Düsseldorf, Deutschland) wurden die radioaktiven Signale detektiert und durch 

das Programm AIDA Version 3.52.046 quantifiziert. 

3.12 Quervernetzungsexperimente mit rekombinantem AFG1L1 

Die Quervernetzung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Arazi für 30 min 

bei 21 °C (Arazi et al., 1995). Dabei wurde rekombinantes AFG1L1 in einer Kon-

zentration von 4 µM in An- oder Abwesenheit von 8 µM Calmodulin mit 2 mM des 

0 Å-Quervernetzungsreagenz 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid Hyd-

rochlorid (EDC) und 5 mM Sulfo-N-Hydroxysulfosuccinimid (S-NHS) behandelt. Die 

Quervernetzung wurde dabei entweder in Anwesenheit von Calcium in 50 mM He-

pes/KOH, pH 7,6, 0,1 mM CaCl2 oder im gleichen Puffer mit 5 mM EDTA/EGTA 

statt Calcium durchgeführt. Die Reaktion wurde anschließend durch Zugabe von 

SDS-Solubilisierungspuffer gestoppt. Nach Auftrennung über SDS-PAGE wurden 

die Reaktionsprodukte erfolgte die Analyse mittels Immundekoration mit 

-AFG1L1. 

3.13 Co-Immunopräzipitation 

100 µl eines polyklonalen Antikörpers (siehe 2.8) wurde mit 100 µl ProteinA 

Sepharose für 1 h unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Mat-

rix mit zehnfachem Säulenvolumen 200 mM Natriumborat, pH 9,0 gewaschen. Das 

Quervernetzungsreagenz Dimethylpimelimidat wurde zu einer Endkonzentration 

von 20 mM zugegeben und für 30 min mit dem Säulenmaterial unter leichtem 

Schütteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 mM Ethanolamin, 

pH 8,0 gestoppt und für weitere 120 min inkubiert. Das so vorbereitete Säulenma-

terial wurde anschließend für die Co-Immunopräzipitation verwendet. 

Dafür wurden Chloroplasten von A. thaliana isoliert und fraktioniert. Die Proteine 

einer chloroplastidären Subfraktion wurden dann für 3 h bei 21 °C mit der Anti-

körper-gekoppelten ProteinA Sepharose unter leichtem Schütteln inkubiert. Das 

Säulenmaterial wurde zuerst dreimal mit dem zehnfachen Säulenvolumen IP-Puf-

fer (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Nonidet P40) gewaschen. 

Danach folgte ein Waschschritt mit dem gleichen Puffer ohne Nonidet P40. An-
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schließend wurden die gebundenen Proteine durch 2 % SDS eluiert, mittels SDS-

PAGE aufgetrennt und durch Silberfärbung analysiert. 

3.14 Computeranalyse 

Die für diese Arbeit genutzten Programme für die Vorhersage der intrazellulären 

Lokalisierung von Proteinen, von Calmodulin-Bindedomänen und die Protein-

sekundärstruktur sind mit ihrem Verwendungszweck und ihrer Adresse in folgen-

der Tabelle angegeben. 

Tabelle 1: Liste der benutzten Programme für die intrazelluläre Lokalisierung, die 
Vorhersage und Modellierung von Calmodulin-Bindedomänen und für die Vorher-
sage von Sekundärstrukturen 
 

Name Verwendung Adresse 

Predotar 

(Small, 2004) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 

http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/ 

predotar.html 

TargetP 

(Emanuelsson et al., 2007) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 

iPSORT 

(Bannai et al., 2002) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 
http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/ 

MitoProtII 

(Claros and Vincens, 1996) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 

http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ 

mitoprot.html 

WolfPSORT 

(Horton et al., 2007) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 
http://wolfpsort.org/ 

MultiLoc 

(Hoglund et al., 2006) 

Intrazelluläre 

Lokalisierung 

http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/ 

Services/MultiLoc/ 

The Calmodulin Target 

Database  

(Yap et al., 2000) 

Vorhersage von 

Calmodulin-

Bindemotiven 

http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ 

flash.htm 

NPS@ (Network Protein  

Sequence Analysis) 

(Combet et al., 2000) 

Sekundär-

struktur-

vorhersage 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_ 

automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html 

Phyre (Protein Homology/ 

Analogy Recognition Engine) 

(Bennett-Lovsey, 2008) 

Sekundär-

struktur-

vorhersage 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/ 

index.cgi 
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3.15 Fluoreszenzmikroskopie 

Mit dem Konfokalen Laserscanning Mikroskop TCS-SP5 von Leica (Wetzlar, 

Deutschland) mit der Software LAS AF wurden die Fluoreszenzsignale detektiert 

und analysiert. 
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4 Ergebnisse 

Chloroplasten der Landpflanzen besitzen ein Vesikeltransportsystem eukaryoti-

schen Ursprungs (Westphal et al., 2001). Der Nachweis für die Existenz dieses 

Transportsystems beruht im Wesentlichen auf elektronenmikroskopischen Unter-

suchungen. Hinweise auf mögliche Komponenten wurden durch Inhibitionsstudien 

erhalten, jedoch konnte bisher keiner der beteiligten Faktoren auf Proteinebene 

identifiziert werden. Ziel dieser Arbeit war es, basierend auf den Ergebnissen der 

Inhibitionsversuche, solche Proteinkomponenten aufzureinigen und zu charakteri-

sieren. 

4.1 Isolierung Calmodulin-bindender Proteine durch Affinitätschroma-

tographie 

Es wurde postuliert, dass die Fusion der von der inneren Chloroplastenhüll-

membran abgeschnürten Vesikel mit der Thylakoidmembran von Calmodulin regu-

liert wird. Es sollten daher in diesem Teil der Arbeit Komponenten des chlo-

roplastidären Vesikeltransports identifiziert werden, die mit Calmodulin interagie-

ren. Solche Komponenten sollten entweder als lösliche Proteine im Stroma vorlie-

gen oder mit dem Ort der Vesikelfusion, der Thylakoidmembran, assoziiert sein. 

Um diese Proteine zu identifzieren, wurde eine Affinitätschromatographie mit 

stromalen Proteinen und extrinsischen Thylakoidmembranproteinen an Calmodu-

lin-Agarose durchgeführt (Bonza et al., 1998; Chigri et al., 2006). Proteine, die 

Calmodulin binden können, werden in diesem „Pull-down“ Assay spezifisch an den 

Calmodulin-Liganden der Matrix gebunden. Die Affinitätschromatographie wurde in 

Anwesenheit von Calcium durchgeführt, da die meisten Proteine calcium-abhängig 

mit Calmodulin interagieren (Rhoads and Friedberg, 1997). Um die Calmodulin-

Zielproteine anschließend von der Säulenmatrix zu eluieren, wurde diese mit 2 % 

SDS behandelt. Die Proteine in den Eluaten wurden anschließend mittels SDS-

PAGE und Silberfärbung analysiert (Abbildung 1). 

Wurde die Aufreinigung mit stromalen Proteinen (Abbildung 1a, Spur E) durchge-

führt, konnten zwei deutliche Proteinbanden bei etwa 55 kDa und 40 kDa detek-
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tiert werden. Darüber hinaus war eine weitere, diffuse Proteinbande bei etwa 

16 kDa im Eluat sichtbar. Bei der Aufreinigung mit extrinsischen Thylakoid-

membranproteinen (Abbildung 1b, Spur E) konnten ebenfalls zwei deutliche Prote-

inbanden bei etwa 50 kDa und 40 kDa sowie zwei diffuse Proteinbanden bei etwa 

30 kDa und 16 kDa detektiert werden. 

 

 

 

 
Abbildung 1: Affinitätschromatographie an Calmodulin-Agarose 

Affinitätschromatographie an Calmodulin-Agarose wurde entweder mit (a) stroma-
len Proteinen oder (b) extrinsischen Thylakoidmembranproteinen durchgeführt. 
Nach der Elution mit 2 % SDS erfolgte die Analyse der verschiedenen Fraktionen 
mittels SDS-PAGE und anschließender Silberfärbung. A: Auftrag; D: Durchlauf; 
W: Waschfraktion mit Calmodulin-Bindungspuffer; E: Eluate 
 

 

 

Proteine in den oben genannten Gelbereichen wurden aus dem Gel extrahiert und 

massenspektroskopisch analysiert. Für die 55 kDa Bande des stromalen Eluates 

(Abbildung 1a, Spur E) konnte eine Masse identifiziert werden, die einem Peptid 

des Dynamin-related Protein 1E (DRP1E alias Adl4; At3g60190) zugeordnet wer-

den konnte. Für die diffuse Bande im Eluat der extrinsischen Thylakoid-

membranfraktion (Abbildung 1b, Spur E) bei etwa 16 kDa ergab die massenspekt-

roskopische Analyse eine Peptidmasse, die auf das Genprodukt von AT5G45130 

passte. Dabei handelt es sich um ein kleine GTPase, die unter der Bezeichnung 

Rab Homolog 1 bzw. RHA1 bekannt ist. Bei der etwa 50 kDa großen Proteinbande 

im gleichen Eluat (Abbildung 1b, Spur E) konnten die erhaltenen Peptidmassen 
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dem Genprodukt von AT4G30490 zugeordnet werden, das für eine AAA+-ATPase 

namens AFG1-like ATPase Family Protein kodiert. Die anderen Proteine konnten 

massenspektroskopisch nicht identifziert werden. In Tabelle 2 sind die isolierten 

Proteine mit ihrem AGI-Code und den sie identifizierenden Peptidmassen zusam-

mengefasst. 

 

 

Tabelle 2: Liste der durch Affinitätschromatographie an Calmodulin-Agarose identi-
fizierten Calmodulin-bindenden Zielproteine  
 

Name AGI-Code Peptidsequenzen 

Dynamin-related Protein 

1E / Adl4 

At3g60190 TYVDKPNCIILAISPANQDIATSDAIK 

Rab Homolog 1 / RHA1 At5g45130 GAAAAIIVFDITNQASFER 

AFG1-like ATPase Family 

Protein / AFG1L1 

At4g30490 GLYLYGGVGTGK; DLFLPFISSLK; 

LTSAEQGFYFIGK; ISNGELMTGDICQISALR 

 

 

 

4.1.2 Charakterisierung der durch Affinitätschromatographie identifizierten 

Calmodulin-bindenden Proteine mittels GFP-Fusion 

Die drei durch Affinitätschromatographie isolierten Proteine DRP1E/Adl4, RHA1 

und AFG1L1 wurden mit dem Grün-fluoreszierenden Protein (GFP) fusioniert, um 

sie transient in Protoplasten aus Tabak zu exprimieren. Dies stellt eine geeignete 

Methode dar, um die Lokalisierung der Proteine in vivo zu untersuchen und eine 

mögliche chloroplastidäre Lokalisierung zu verifizieren. Dafür wurden Mesophyll-

Protoplasten von N. tabacum isoliert. Die jeweilige cDNA, die für die Volllängen-

formen der Proteine kodiert, wurde in einen geeigneten Vector kloniert, so dass 

sich C-terminal im gleichen Leserahmen die kodierende Sequenz des GFP an-

schließt. Eventuell vorhandene N-terminale Transitpeptide sind hierbei nötig für 

die korrekte Translokation der Proteine. Mit diesen Konstrukten erfolgte dann die 

transiente Transformation der Protoplasten. Die Fluoreszenzsignale der exprimier-
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ten Proteine wurden anschließend mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop 

detektiert (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Transiente Transformation von N. tabacum Protoplasten 

mit GFP-Fusionsproteinen 

Die GFP-Fusionsproteine von DRP1E/Adl4 (A, B, C), RHA1 (D, E, F) und AFG1L1 
(G, H, I) wurden transient in Mesophyll-Protoplasten von N. tabacum exprimiert. 
A, D, G: Chlorophyllautofluoreszenz; B, E, H: GFP-Fluoreszenz; C, F; I: Überlage-
rung beider Signale; der gelbe Balken entspricht 10 µm 
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Bei den Untersuchungen zeigt sich die Autofluoreszenz der Chlorophylle in den 

Chloroplasten in Rot und stellt eine guten internen Marker für die Chloroplasten 

dar (Abbildung 2A, D und G). Die Fluoreszenz des GFP erfolgt im Grünbereich bei 

560 nm (Abbildung 2B, E und H) und kann zur besseren Analyse mit der Autofluo-

reszenz überlagert werden (Abbildung 2C, F und I). 

Für die große GTPase DRP1E/Adl4 konnte das GFP-Signal in kleinen, gleichmäßig 

in der Zelle verteilten Strukturen detektiert werden, die nicht mit der Autofluores-

zenz der Chloroplasten in Korrelation gebracht werden konnten (Abbildung 2B). Es 

ist daher davon auszugehen, dass die GTPase DRP1E/Adl4 wahrscheinlich nicht in 

Chloroplasten lokalisiert ist. Das GFP-Signal der kleinen GTPase RHA1 konnte als 

fragile, netzartige Struktur, die die komplette Zelle durchzieht, detektiert werden 

(Abbildung 2E). Auch hier gibt es keine Übereinstimmung mit der Autofluoreszenz 

der Chloroplasten (Abbildung 2F). Somit wird wahrscheinlich, dass die GTPase 

RHA1 unter den gegebenen Versuchsbedingungen ebenfalls nicht in Chloroplasten 

lokalisiert ist. Sie scheint vielmehr mit dem Zytoskelett der Zelle assoziiert zu sein. 

Das GFP-Signal der ATPase AFG1L1 (Abbildung 2H) konnte in kleinen runden 

Strukturen detektiert werden, die manchmal miteinander verbunden scheinen und 

nicht mit der Autofluoreszenz korrelieren (Abbildung 2I). Demnach belegt auch 

dieser Versuch keine chloroplastidäre Lokalisierung. Durch das GFP-Signal er-

scheint es jedoch wahrscheinlich, dass die ATPase in einem anderen endosymbio-

tischen Organell, dem Mitochondrium, lokalisiert ist. 

Neben dieser in vivo Methode zur Untersuchung der Lokalisierung der Calmodulin-

bindenden Proteine wurden in vitro Importexperimente in isolierte Chloroplasten 

durchgeführt. Dabei ergab sich für die große GTPase DRP1E/Adl4 eine leichte As-

soziation mit den Oberflächenrezeptoren der Chloroplasten. Dennoch konnte keine 

eindeutige Translokation des Proteins detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die 

kleine GTPase RHA1 hingegen war unter den gegebenen Versuchsbedingungen 

weder in der Lage, an die Chloroplasten zu binden, noch zu translozieren (Daten 

nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu unterstützten erste Importexperimente mit der 

ATPase AFG1L1 deren chloroplastidäre Lokalisierung (siehe Kapitel 4.5). Daher 

wurde dieses Protein in den folgenden Kapiteln genauer untersucht. 
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4.2. Charakterisierung von AFG1L1 

Das Genprodukt von AT4G30490 ist in der Arabidopsis Information Resource Da-

tenbank (TAIR; http://www.arabidopsis.org) als AFG1-like ATPase Family Protein 

annotiert. Es gibt zwar keine Angaben über den biologischen Prozess, an dem 

At4g30490 beteiligt sein könnte, aber für seine molekulare Funktion wird eine 

ATPase Aktivität vorhergesagt. Erstmals wurde ein Protein namens AFG1 in 

S. cerevisiae beschrieben und darin als „ATPase Family Gene“ bezeichnet (Lee and 

Wickner, 1992). In der gleichen Arbeit wurde ein Sequenzvergleich mit anderen 

Proteinen durchgeführt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass AFG1 vermutlich 

ATPase Aktivität besitzt. Außerdem zeigt AFG1 Homologie auch über die ATPase 

Domäne hinaus zur Superfamilie der AAA+-ATPasen, zu der auch Sec18p und 

CDC48p gehören (Lee and Wickner, 1992). Die isolierte AFG1-like ATPase aus 

A. thaliana wird im Folgenden als AFG1-like ATPase 1, kurz AFG1L1, bezeichnet. 

4.2.1 Sekundärstrukturanalyse von AFG1L1 

Um nun AFG1L1 weiter zu charakterisieren, wurde zunächst untersucht, ob dieses 

Protein tatsächlich ein Homolog zu AFG1 aus S. cerevisiae ist. Dafür wurde mit 

den Aminosäuresequenzen beider Proteine ein Sequenzvergleich erstellt (BLAST2, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi). Es konnte dadurch gezeigt wer-

den, dass eine Identität von nur etwa 30 % besteht, während ca. 45 % chemisch 

verwandter Aminosäuren vorliegen. Auf dieser Ebene ist die Homologie von 

AFG1L1 aus A. thaliana zu AFG1 aus S. cerevisiae nicht stark ausgeprägt. Außer-

halb einiger weniger konservierter Domänen zeichnen sich AAA+-ATPasen jedoch 

weniger durch ihre Homologie auf Ebene der Primärstruktur als durch ihre konser-

vierte Sekundärstruktur aus (Iyer et al., 2004). Daher wurde der weitere Abgleich 

zwischen AFG1L1 und AFG1 auf struktureller Ebene durchgeführt. Dafür kann eine 

200 bis 250 Aminosäuren lange Domäne heran gezogen werden, die alle 

AAA+-ATPasen besitzen. Diese so genannte AAA-Domäne, die nicht nur die Mit-

glieder dieser Familie charakterisiert, sondern sie auch von anderen P-loop NTPa-

sen unterscheidet (Hanson and Whiteheart, 2005), besteht aus einer speziellen 

Abfolge von -Helices und -Strängen mit charakterisitischen Motiven für die Bin-
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dung und Hydrolyse von ATP (Walker et al., 1982). Dies sind die Walker A und B 

Motive, sowie die Sensoren 1 und 2 und ein Arginin-Finger. 

Somit wurde nun auf Sekundärstrukturebene untersucht, ob AFG1L1 aus 

A. thaliana ebenfalls eine solche AAA-Domäne mit den benötigten Charakterisika 

besitzt und sich dadurch eine Homologie zu AFG1 aus S. cerevisiae ableiten lässt. 

Dafür wurde zuerst mit Hilfe der Datenbanken NPS@ und Phyre die Sekundär-

struktur beider Proteine analysiert (Abbildung 3). Sowohl für AFG1L1 als auch für 

AFG1 konnte dabei eine Struktur von fünf -Helices im Wechsel mit fünf 

-Strängen, gefolgt von vier -Helices modelliert werden (Abbildung 3, 1-8, 

1-5), welche der typischen AAA-Domäne entspricht. Diese Vorhersage wurde an-

schließend mit einer Strukturanalyse verschiedener AAA+-ATPasen kombiniert 

(Iyer et al., 2004). Damit konnte die Modulation der AAA-Domäne von AFG1L1 

weiter bestätigt werden.  

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Sekundärstrukturvergleich der AAA-Domänen von AFG1 

aus S. cerevisiae und AFG1L1 aus A. thaliana  

Ein Modell der Sekundärstruktur der AAA-Domänen von AFG1 aus S. cerevisiae 
und AFG1L1 aus A. thaliana wurde nach Iyer (Iyer et al., 2004) und den Daten-
banken NPS@ und Phyre erstellt. Dabei ergibt sich für beide Proteine die für 
AAA+-ATPasen charakterisitische Abfolge von -Helices und -Strängen. 
: -Helix; : -Strang 
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Durch diese Analyse wird ersichtlich, dass AFG1L1 aus A. thaliana eine sehr ähnli-

che Abfolge von -Helices und -Strängen aufweist wie AFG1 aus S. cerevisiae. Da 

diese Abfolge charakteristisch für die AAA-Domäne der AAA+-ATPasen ist (Hanson 

and Whiteheart, 2005), lässt sich schlussfolgern, dass auch AFG1L1 tatsächlich zur 

gleichen Familie der AAA+-ATPasen gehört wie AFG1 aus S. cerevisiae. 

Im weiteren wurde die Sekundärstruktur der AFG1L1 genauer untersucht. 

Cterminal zur AAA-Domäne (Aminosäuren 109-389) konnten dabei weitere 

-Helices und -Stränge modelliert werden (ab der 390. bis zur 497. Aminosäure). 

Dabei konnte jedoch nicht die charakteristische Abfolge für die AAA-Domäne beo-

bachtet werden. Deshalb handelt es sich hierbei nicht um eine zweite 

AAA-Domäne, wie sie für Unterfamilie der AAA-ATPasen mit Sec18p und CDC48p 

charakteristisch wäre. Auch hier zeigt sich die Homologie zu AFG1 aus Hefe, wel-

ches ebenfalls keine zweite AAA-Domäne besitzt. Da diese Domäne keine Homolo-

gie zu anderen bekannten Domänen aufweist, wird sie im weiteren als C-terminale 

Domäne CD bezeichnet (Abbildung 4, CD). 

 

 

 

 
 
Abbildung 4: Sekundärstruktur von AFG1L1 aus A. thaliana 

Mit Hilfe der Datenbanken NPS@ und Phyre wurde die Sekundärstruktur von 
AFG1L1 aus A. thaliana untersucht. Die AAA-Domäne ist mit ihrer charak-
terisitischen Abfolge der -Helices und -Strängen maßstabsgetreu dargestellt, 
die N- und C-terminalen Domänen nur schematisch. : -Helix; : -Strang; 
ND: N-terminale Domäne; CD: C-terminale Domäne; TP: Transitpeptid 
 

 

 

Es konnte darüber hinaus eine weitere Domäne aus drei -Helices bestimmt wer-

den, die N-terminal zur AAA-Domäne liegt. Diese Domäne umfaßt die Aminosäu-

ren von Position 61 bis 108. Diese Region existiert ebenfalls in allen 
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AAA+-ATPasen. Sie wird als N-terminale Domäne ND (Abbildung 4, ND) bezeichnet 

und ist oft an der Substratbindung beteiligt (Erzberger and Berger, 2006). Zusätz-

lich gibt es am N-Terminus des Proteins eine 60 Aminosäuren lange Region, die 

keine Homologie zu bekannten Proteinen aufweist. Da AFG1L1 aus Chloroplasten 

isoliert wurde, handelt es sich dabei höchstwahrscheinlich um das Transitpeptid 

(Abbildung 4, TP). 

Nachdem auf Sekundärstrukturebene gezeigt werden konnte, dass das isolierte 

AFG1L1 aus A. thaliana die für die AAA+-Superfamilie charakteristische Abfolge der 

-Helices und -Stränge in der AAA-Domäne aufweist, wurde anschließend auf 

Ebene der Aminosäuren untersucht, ob sich auch die für AAA+-ATPasen typischen 

Motive (Walker A und B, Sensor 1 und 2, Arginin-Finger) identifizieren lassen. Das 

Walker A Motiv ist durch GXXXXGK[T/S] (X repräsentiert eine beliebige Aminosäu-

re) charakterisiert und interagiert direkt mit den Phosphaten von ATP (Neuwald et 

al., 1999). Dieses Motiv ist in AFG1L1 ab der 168. Aminosäure mit der Sequenz 

GGVGTGKT zu finden (Abbildung 5, Walker A). Das Walker B Motiv (hhhhDE) setzt 

sich aus einer Abfolge von vier hydrophoben Aminosäuren (h), gefolgt von Aspar-

tat (D) und Glutamat (E) zusammen. Aspartat koordiniert Mg2+-Ionen, die für die 

ATP Hydrolyse benötigt werden, und Glutamat aktiviert Wasser für diese Reaktion 

(Iyer et al., 2004). Auch dieses Motiv (ILLCLDE) kann ab der 226. Aminosäure in 

AFG1L1 gefunden werden (Abbildung 5, Walker B). C-terminal zum Walker B Motiv 

schließt sich eine weitere strukturell-konservierte Region an, die als „Second regi-

on of homology“ (SRH) bezeichnet wird. Sie ist nicht in allen AAA+-ATPasen gleich 

stark konserviert, wird aber durch bestimmte Elemente wie das N-terminale Sen-

sor 1 Motiv und den C-terminalen Arginin-Finger charakterisiert (Iyer et al., 2004). 

Das Sensor 1 Motiv besitzt eine polare Aminosäure, die zusammen mit den Amino-

säuren des Walker B Motivs mit dem -Phosphat von ATP interagiert. Dieses Motiv 

mit Threonin als polarer Aminosäure ist von der 260. bis zur 268. Aminosäure in 

AFG1L1 zu finden (Abbildung 5, Sensor 1). Der charakteristische Arginin-Finger, 

der mit der Nucleotidbindetasche einer anderen AAA-Domäne interagieren kann, 

befindet sich an Position 292 (Abbildung 5, Arginin-Finger). Nahe dem C-Terminus 

der AAA-Domäne befindet sich das Sensor 2 Motiv (Position 348 bis 356), dessen 

Aminosäuren ebenfalls an der Nucleotidbindung beteiligt sind. Die in diesem Motiv 
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konservierte Aminosäure Arginin kann ebenfalls in AFG1L1 an Position 350 gefun-

den werden (Abbildung 5, Sensor 2). 

 

 

 
 

Abbildung 5: Aminosäuresequenz von AFG1L1 aus A. thaliana 

Dargestellt ist die Aminosäuresequenz von AFG1L1 (Quelle: The Arabidopsis In-
formation Resource) mit den für AAA+-ATPasen charakteristischen Motiven 
(schwarze Balken; *: die dafür essentiellen Aminosäuren). Ebenso sind die Prozes-
sierungsstellen der vorhergesagten Transitpeptide mit einem Pfeil angegeben so-
wie die aus Massenspektrometrie abgeleiteten Peptidsequenzen (graue Balken). 
Die AAA-Domäne ist hervorgehoben. 
 

 

 

Es konnte somit für AFG1L1 nicht nur die charakteristische Abfolge von -Helices 

und -Strängen der AAA-Domäne identifiziert werden, sondern es konnten darüber 

hinaus auch alle Motive zur Bindung und Hydrolyse von ATP, die für ATPasen der 

AAA+-Superfamilie ebenfalls essentiell sind, gezeigt werden. Zusammengenommen 

kann aus den Ergebnissen gefolgert werden, dass es sich bei AFG1L1 um ein Ho-
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molog zu AFG1 aus Hefe und um ein Mitglied der Unterfamilie der AFG1-like Prote-

ine der AAA+-ATPasen handelt. 

4.2.2 Untersuchung der Sublokalisierung von AFG1L1 mittels Vorhersage-

programmen 

Durch die Sekundärstrukturanalyse von AFG1L1 konnte gezeigt werden, dass die-

ses Protein eine N-terminale Sequenzverlängerung aufweist, die in anderen 

AAA+-ATPasen nicht existiert. Da AFG1L1 aus einer Fraktion extrinsischer Thyla-

koidmembranproteine isoliert wurde, erscheint es möglich, dass diese Sequenz für 

den Import in Chloroplasten genutzt wird. Um diese Hypothese zu testen, wurde 

eine bioinformatische Analyse mit Computerprogrammen zur Vorhersage der Sub-

lokalisierung von Proteinen durchgeführt. Diese Programme wurden mit einem 

großen Datensatz von Proteinen trainiert, die mittels ihrer N-terminalen Transitse-

quenz in verschiedene Kompartimente eukaryotischer Zellen transloziert werden. 

Für die Analyse wurden die Programme Predotar, TargetP, iPSORT, MitoProtII, 

WolfPSORT und MultiLoc verwendet. Eine Zusammenfassung der Analyse ist in 

Tabelle 3 dargestellt. Das Programm iPSORT postulierte für AFG1L1 prinzipiell eine 

organelläre Lokalisierung. Aufgrund des isoelektischen Punktes der potentiellen 

Präsequenz von 7,202 präferierte das Programm jedoch eine Lokalisierung im Mi-

tochondrium. Dieses Programm gab zusätzlich eine Prognose für die Prozessie-

rungsstelle der Präsequenz. Diese wird mit einer Länge von 30 Aminosäuren vor-

hergesagt (Abbildung 5, Pfeil 2). Auch das Vorhersageprogramm TargetP sah eine 

mitochondriale Lokalisierung von AFG1L1 bei mittlerer (Klasse 3) Wahrscheinlich-

keit voraus (Klassen 1 bis 5; wobei Klasse 1 die mit der höchsten Zuverlässigkeit 

ist). Die vorhergesagte Prozessierungsstelle der Präsequenz liegt dabei nach der 

25. Aminosäure (Abbildung 5, Pfeil 1). Eine Lokalisierung im Mitochondrium wurde 

ebenfalls durch das Programm MitoProtII mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,9337 

prognostiziert. Die durch dieses Programm definierte Präsequenz hat eine Länge 

von 73 Aminosäuren (Abbildung 5, Pfeil 3). Auch das Programm Predotar postu-

lierte für AFG1L1 eine mitochondriale Lokalisierung mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 0,81. WolfPSORT ist das einzige Vorhersageprogramm, das zwar eine Lokali-

sierung von AFG1L1 in einem endosymbiotischen Organell prognostizierte. Es 
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konnte aber keine eindeutige Zuordnung treffen, da von den 14 nächsten ver-

wandten Proteinen von AFG1L1 sechs im Chloroplasten und sieben im Mitochond-

rium lokalisiert sind. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,39 entschied sich MultiLoc 

als einziges Programm für eine Lokalisierung von AFG1L1 im Chloroplasten.  

 

 

 

Tabelle 3: Untersuchung zur intrazellulären Lokalisierung von AFG1L1 mittels ver-
schiedener Vorhersageprogramme 
Die Analyse wurde mit der Sequenz des Volllängenproteins AFG1L1 durchgeführt. 
Nur die Programme, die eine Lokalisierung in einem Organell vorhersagen, wurden 
berücksichtigt.  
 

Vorhersage der Lokalisierung 
Programm 

Chloroplasten Mitochondrien 

Zuverlässigkeit 

(Prozessierungsstelle)

iPSORT  x 7,20a (30) 

TargetP  x RC 3b (25) 

MitoProtII  x 0,9337c (73) 

Predotar  x 0,81d  

WolfPSORT x x 6,0 C / 7,0 M e 

MultiLoc x  0,39f 

C: Chloroplasten; M: Mitochondrien; x: positive Lokalisierung; die Länge des Transitpep-
tids ist in Klammern angegeben; a: Grenzwert für Mitochondrien ≥ 6,21; b: Zuverlässig-
keitsklasse; c/d/f: Wahrscheinlichkeit;  e: Anzahl verwandter Proteine mit chloroplastidärer 
bzw. mitochondrialer Lokalisierung 
 

 

 

Überraschenderweise ergaben die Vorhersageprogramme eine hohe Wahrschein-

lichkeit für eine mitochondriale Lokalisierung von AFG1L1. Dies kann zwar in Ein-

klang mit dem Ergebnis der in vivo Lokalisierung durch die Fusion von AFG1L1 mit 

GFP gebracht werden, steht jedoch im Widerspruch zur Isolierung des Proteins 

aus einer chloroplastidären Subfraktion. Somit wurde die genaue Lokalisierung von 

AFG1L1 im Weiteren experimentell durch in vitro Importexperimente in isolierte 

Chloroplasten und Mitochondrien überprüft.  
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4.3 Import von pAFG1L1 in Chloroplasten 

Wie eingangs beschrieben, wurde die AAA+-ATPase AFG1L1 aus Chloroplasten von 

A. thaliana isoliert. Da fast alle chloroplastidären Proteine im Kern kodiert werden 

(Leister, 2003), müssen sie somit nach der Translation an cytosolischen Riboso-

men post-translational in den Chloroplasten importiert werden (Soll and Schleiff, 

2004). Es wurden deshalb in vitro Importexperimente in isolierte Chloroplasten 

durchgeführt, um die Lokalisierung von AFG1L1 eindeutig zu bestimmen. 

4.3.1 Zeitabhängiger Import von pAFG1L1 

Zuerst wurde durch in vitro Translation mit 35S-Methionin das AFG1L1-Protein ra-

dioaktiv markiert synthetisiert (Abbildung 6, TL). Dieses Vorstufenprotein von 

AFG1L1 inklusive der potentiellen Transitsequenz (pAFG1L1) wurde anschließend 

in in vitro Importstudien in isolierten Chloroplasten von P. sativum eingesetzt. Da-

zu wurde es bei 25 °C unter Standardbedingungen in steigender Dauer mit den 

Chloroplasten inkubiert (Abbildung 6). Die Hälfte jedes Reaktionsansatzes wurde 

mit der Protease Thermolsysin behandelt, während die andere Hälfte unbehandelt 

blieb (Abbildung 6, +/-Th). Da Thermolysin unter den gegebenen Versuchs-

bedingungen nicht membranpermeabel ist, werden nur diejenigen Proteine pro-

teolytisch abgebaut, die oberflächlich an der äußeren Hüllmembran gebunden 

sind. Proteine hingegen, die in den Chloroplasten importiert wurden, sind vor dem 

proteolytischen Abbau geschützt. 

Nach 0 Minuten Importreaktion von pAFG1L1 in der nicht mit Thermolysin behan-

delten Probe (Abbildung 6, 0 min, -Th) konnte eine etwa 55 kDa große Bande de-

tektiert werden, deren Intensität mit zunehmender Dauer des Importes zunahm 

(Abbildung 6, Vergleich 5, 10, 20, 30 min, -Th). Sie verschwand jedoch in den mit 

Thermolysin behandelten Proben (Abbildung 6, 0, 5, 10, 20, 30 min, +Th). Da 

diese Bande der Größe des eingesetzten Translationsproduktes von pAFG1L1 (Ab-

bildung 6 TL) entspricht, lässt sich daraus schließen, dass das Vorstufenprotein 

von AFG1L1 (pAFG1L1) an die Oberflächenrezeptoren der Chloroplasten binden 

kann. 
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Neben dem Vorstufenprotein konnte nach 5 min eine weitere, etwa 50 kDa große 

Bande detektiert werden, deren Stärke ebenfalls mit Dauer des Importes zunahm 

(Abbildung 6, Vergleich 5, 10, 20, 30 min). Diese neue Bande wurde durch die 

Behandlung mit Thermolysin im Gegensatz zur Vorstufenform pAFG1L1 nicht de-

gradiert (Abbildung 6, Vergleich -/+Th). Dies deutet darauf hin, dass dieses 

50 kDa große Protein im Inneren des Chloroplasten lokalisiert und deshalb vor 

dem proteolytischen Abbau durch Thermolysin geschützt ist. Es kann daher davon 

ausgegangen werden, dass es sich hierbei um die mature Form von AFG1L1 

(mAFG1L1) handelt, deren Transitsequenz nach dem Import abgespalten wurde. 

Dies stimmt mit der Tatsache überein, dass Vorhersageprogramme für AFG1L1 

eine solche Transitsequenz postulieren.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Vorstufenprotein von AFG1L1 (pAFG1L1) 

in vitro in isolierte Chloroplasten importiert werden kann. Es besitzt für den Import 

eine Transitsequenz, die nach der Translokation in das Innere des Organells ab-

gespalten wird, wodurch die mature Form von AFG1L1 (mAFG1L1) entsteht. 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Zeitabhängiger Import von pAFG1L1 in Chloroplasten 

Der Import in isolierte Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) wurde in Anwesenheit 
von 35S-markiertem pAFG1L1 für 0-30 min bei 25 °C durchgeführt. Nach Reisolie-
rung der Chloroplasten wurde die Häfte des Ansatzes mit Thermolysin behandelt. 
Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form 
von AFG1L1, TL: 5 % des eingesetzten Translationsproduktes 
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4.3.2 Inhibierung des Importes von pAFG1L1 mit Ophiobolin A 

Wie durch den zeitabhängigen Import gezeigt werden konnte, besitzt pAFG1L1 

eine Transitsequenz, die nach der Translokation im Inneren des Chloroplasten 

prozessiert wird. Dies deutet darauf hin, dass pAFG1L1 über den „generellen Im-

portweg“ mittels TOC und TIC transloziert wird. Um diese Hypothese zu überprü-

fen, wurden die Chloroplasten vor dem Import mit Ophiobolin A behandelt. Dies 

ist ein spezifischer Inhibitor von Calmodulin (Leung et al., 1984) und inhibiert den 

Import derjenigen chloroplastidären Proteine, die mittels einer Transitsequenz ü-

ber beide Translokasen, TOC und TIC, importiert werden (Chigri et al., 2005). 

Ophiobolin A verhindert die Anbindung von Calmodulin an Tic32, eine Komponente 

des TIC Komplexes, und scheint dadurch den Tic-Komplex zu destabilisieren 

(Chigri et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Import von pAFG1L1 in mit Ophiobolin A vorbehandelte 

Chloroplasten 

Der Import wurde mit 35S-markiertem pAFG1L1 mit oder ohne Vorbehandlung mit 
Ophiobolin A (-Oph/+Oph) durchgeführt. Nach Reisolierung der Chloroplasten 
wurde eine Hälfte des Ansatzes mit Thermolysin behandelt. Th: Thermolysin, 
pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, 
Oph: Ophiobolin A, TL: 5 % des eingesetzten Translationsproduktes 
 

 

 

Das 35S-markierte Vorstufenprotein pAFG1L1 wurde wiederum nach Standardbe-

dingungen mit entweder unbehandelten oder mit für 30 min bei 25 °C mit 100 µM 

Ophiobolin A (Oph) vorbehandelten Chloroplasten inkubiert (Abbildung 7, +/-
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Oph). Die Hälfte der Importansätze wurde anschließend mit Thermolysin behan-

delt, um nicht-importiertes Vorstufenprotein proteolytisch abzubauen. Wurde der 

Import mit unbehandelten Chloroplasten durchgeführt, konnte das protease-

stabile mature Protein nachgewiesen werden (Abbildung 7, -Oph). Nach Vorbe-

handlung mit dem Inhibitor (Abbildung 7, +Oph, -Th) konnte das 55 kDa große 

pAFG1L1 jedoch nur in reduzierter Intensität, das mature AFG1L1 gar nicht detek-

tiert werden (Abbildung 7, +Oph, -/+Th). Somit wurde der Import von pAFG1L1 

vollständig durch Ophiobolin A inhibiert. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass das 

Vorstufenprotein über den „generellen Importweg“ in die Chloroplasten importiert 

wird. 

4.3.3 Kompetition des Importes von pAFG1L1 mit pSSU 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Import von pAFG1L1 durch Ophiobo-

lin A auf Höhe der inneren Hüllmembran inhibiert wird, sollte die Translokation 

von pAFG1L1 mittels des „generellen Importweges“ weiter verifiziert werden. Dazu 

wurden Kompetitionsexperimente mit einem Überschuss an rekombinantem Vor-

stufenprotein durchgeführt (Firlej-Kwoka et al., 2008). Das hier verwendete pSSU, 

die Vorstufenform der kleinen Untereinheit der RuBisCO (Ribulose-1,5-Bis-

phosphat-Carboxylase/Oxygenase), wurde dabei als rekombinantes, nicht radioak-

tiv-markiertes Protein eingesetzt. Wenn pAFG1L1 den gleichen Importweg wie 

pSSU nutzt, sollte es zu einer Reduktion bzw. Inhibierung des Importes der 

AAA+-ATPase kommen, da sie mit pSSU um die Rezeptoren des TOC Komplexes 

konkurriert. 

Der Import von pAFG1L1 wurde vergleichend sowohl ohne den Kompetitor (Abbil-

dung 8, 0 µM) als auch in Anwesenheit steigender Konzentrationen von pSSU 

durchgeführt (Abbildung 8, 2,5-10 µM). Ab einer Konzentration von 2,5 µM des 

Kompetitors konnten sowohl das 55 kDa große Vorstufenprotein von AFG1L1 als 

auch das etwa 50 kDa große mature AFG1L1-Protein nur in reduzierter Intensität 

detektiert werden (Abbildung 8, 2,5 µM). Diese Reduktion beider Proteine ver-

stärkte sich mit steigender Konzentration des Kompetitors (Abbildung 8, Vergleich 

5, 7,5, 10 µM). Bei Zugabe von 10 µM rekombinanten pSSU in die Importreaktion 

konnte das mature AFG1L1 überhaupt nicht mehr detektiert werden. 
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Die starke Reduktion sowohl der Anbindung der Vorstufenform pAFG1L1 an den 

Chloroplasten als auch der Bildung des maturen AFG1L1 (mAFG1L1) bestätigt, 

dass pAFG1L1 mit pSSU um den Import in Chloroplasten konkurriert. Dies bestä-

tigt somit, dass die AAA+-ATPase mittels des „generellen Importweges“ über die 

Translokasen der äußeren und inneren Hüllmembran TOC und TIC importiert wird.  

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Kompetition des Importes von pAFG1L1 mit pSSU  

Der Import in isolierte Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) wurde in Anwesenheit 
von 35S-markiertem pAFG1L1 und 0-10 µM pSSU für 20 min bei 25 °C durchge-
führt. Nach Reisolierung der Chloroplasten wurden diese mit Thermolysin behan-
delt. Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature 
Form von AFG1L1, pSSU: rekombinantes Vorstufenprotein von SSU, TL: 5 % des 
eingesetzten Translationsproduktes 
 

 

 

4.3.4 Sublokalisierung von mAFG1L1 in Chloroplasten 

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass AFG1L1 tatsächlich im Chlo-

roplasten lokalisiert ist. Der Import alleine lässt aber keine Rückschlüsse auf die 

Lokalisierung des Proteins innerhalb des Organells zu. Um zu untersuchen, ob das 

mature Protein mAFG1L1 im Inneren des Chloroplasten als lösliches Protein vor-

liegt oder ob es sich um ein Membranprotein handelt, wurden die Chloroplasten 

nach dem Import in eine lösliche und eine Membran-Fraktion aufgetrennt. 

Dazu wurden die Chloroplasten nach einem Import unter Standardbedingungen 

reisoliert und mit Thermolysin behandelt, um das an der äußeren Hüllmembran 
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gebundene und nicht importierte Vorstufenprotein pAFG1L1 proteolytisch zu ent-

fernen. Anschließend wurde die Fraktionierung in lösliche Proteine und Membran-

proteine durchgeführt. Das 50 kDa große mature AFG1L1 (mAFG1L1) konnte aus-

schließlich in der Fraktion der löslichen chloroplastidären Proteine (Abbildung 9, S) 

detektiert werden, während es in der Membran-Fraktion (Abbildung 9, M) nicht 

nachgewiesen werden konnte. 

Dieses Resultat, in Kombination mit den vorherigen Ergebnissen (4.3.1 bis 4.3.3), 

macht es naheliegend, dass das mature AFG1L1 ein stromales Protein ist. Weitere 

Versuche müssen zeigen, wie dies mit der Aufreinigung des Proteins aus einer 

Fraktion extrinsischer Thylakoidproteine zu vereinbaren ist. 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Fraktionierung der Chloroplasten nach dem Import mit 

pAFG1L1  

Der Import wurde mit 35S-markiertem pAFG1L1 für 20 min bei 25 °C durchgeführt. 
Nach Reisolierung und Thermolysinbehandlung der Chloroplasten wurden diese 
lysiert und in lösliche und Membranproteine getrennt. Th: Thermolysin, pAFG1L1: 
Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, Chloro: Chlo-
roplasten, S: lösliche Proteinfraktion, M: Membranproteinfraktion, TL: 5 % des 
eingesetzten Translationsproduktes 
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4.4 Import von pAFG1L1 in Mitochondrien 

Im Gegensatz zu den Importstudien und der Aufreinigung legen die durchgeführ-

ten GFP-Fusionsexperimente nahe, dass AFG1L1 in vivo in den Mitochondrien von 

N. tabacum Protoplasten lokalisiert ist. Ebenso spricht die bioinformatische Unter-

suchung zur intrazellulären Lokalisierung von AFG1L1 dafür, dass dieses Protein 

zusätzlich zur chloroplastidären Lokalisierung auch in Mitochondrien lokalisiert sein 

könnte. Da auch die meisten mitochondrialen Proteine im Zytosol translatiert wer-

den, müssen sie ebenfalls zurück in das Organell transportiert werden (Milenkovic 

et al., 2007). Deshalb wurden in vitro Importexperimente in isolierte Mitochond-

rien von P. sativum durchgeführt, um genauer zu untersuchen, ob AFG1L1 tat-

sächlich auch in Mitochondrien lokalisiert ist. 

4.4.1 Zeitabhängiger Import von pAFG1L1 

Nach der Synthese des Vorstufenproteins von AFG1L1 mit 35S-radioaktiv markier-

tem Methionin wurde pAFG1L1 zunächst mit steigender Dauer in einer Importreak-

tion mit isolierten Mitochondrien eingesetzt (Abbildung 10). Die Hälfte jedes Reak-

tionsansatzes wurde anschließend mit der Protease Thermolsysin (Abbildung 10, 

-/+Th) behandelt, die nur die oberflächlich an der äußeren Membran gebundenen 

Vorstufenproteine proteolytisch abbaut. Die in das Innere der Mitochondrien im-

portierten, maturen Proteine sind geschützt, da die Protease unter den gegebenen 

Versuchsbedingungen nicht membranpermeabel ist. 

Genau wie im Falle der Chloroplasten konnte auch hier in der nicht mit Thermoly-

sin behandelten Probe (Abbildung 10, 0 min, -Th) nach 0 Minuten eine etwa 

55 kDa große Bande detektiert werden, deren Intensität mit ansteigender Dauer 

des Importes zunahm (Abbildung 10, Vergleich 1; 2,5; 5; 10; 15 min, -Th). Im 

Gegensatz dazu verschwand sie jedoch in den mit Thermolysin behandelten Pro-

ben (Abbildung 10, 0; 1; 2,5; 5; 10; 15 min, +Th). Dies lässt den Schluss zu, dass 

das Vorstufenprotein von AFG1L1 (pAFG1L1) auch an die Oberflächenrezeptoren 

der Mitochondrien binden kann. Nach 2,5 min konnte neben dem Vorstufenprotein 

wiederum eine etwa 50 kDa große Bande detektiert werden. Auch diese Bande 

nahm mit Dauer des Importes zu (Abbildung 10, Vergleich 5, 10, 15 min) und 

wurde durch die Behandlung mit Thermolysin nicht beeinflusst (Abbildung 10, 
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Vergleich -/+Th). Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei dieser Bande 

um die mature Form von AFG1L1 handelt. 

Dieses Ergebnis zeigt, dass pAFG1L1 in vitro in das Innere der Mitochondrien im-

portiert werden kann, da es vor der Proteolyse durch Thermolysin geschützt ist. 

AFG1L1 ist demnach nicht ausschließlich im Chloroplasten, sondern auch in Mito-

chondrien lokalisiert. 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Zeitabhängiger Import von pAFG1L1 in Mitochondrien 

Der Import in isolierte Mitochondrien (50 µg Protein) wurde in Anwesenheit von 
35S-markiertem pAFG1L1 für 0-15 min bei 25 °C durchgeführt. Nach Reisolierung 
der Mitochondrien wurden diese mit Thermolysin behandelt. Th: Thermolysin, 
pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, 
TL: 5 % des eingesetzten Translationsproduktes 
 

 

 

4.4.2 Inhibierung des Importes von pAFG1L1 mit Valinomycin 

Durch den zeitabhängigen Import von pAFG1L1 in Mitochondrien konnte gezeigt 

werden, dass das Protein mittels abspaltbarer Präsequenz importiert. Dies lässt 

vermuten, dass pAFG1L1 über die innere Mitochondrienmembran entweder in die 

Matrix oder lateral in die Membran transloziert wird. Der Transport von Proteinen 

über oder in die innere Mitochondrienmembran ist vom Membranpotential  ab-

hängig. Dadurch wird zum einen das kanal-bildende Protein Tim23 aktiviert, zum 

anderen übt der elektrochemische Gradient einen elektrophoretischen Effekt auf 

die positiv geladenen Präsequenzen aus (Truscott et al., 2001; Krayl et al., 2007). 

Durch diese Abhängigkeit kann der Translokationsweg von pAFG1L1 durch Vorbe-
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handlung der Mitochondrien mit Valinomycin untersucht werden. Da dieser memb-

ranpermeable Ionencarrier spezifisch Kaliumionen transportiert, kommt es zum 

Zusammenbruch des Membranpotentials und somit zum Erliegen des Importes 

derjenigen Proteine, die über oder in die innere Membran transloziert werden 

(Schleyer et al., 1982). 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Import von pAFG1L1 in mit Valinomycin vorbehandelte 

Mitochondrien 

Der Import in isolierte Mitochondrien (50 µg Protein) wurde mit 35S-markiertem 
pAFG1L1 in Ab- und Anwesenheit von Valinomycin (-Val/+Val) für 20 min bei 
25 °C durchgeführt. Nach Reisolierung der Mitochondrien wurde eine Hälfte des 
Ansatzes mit Thermolysin behandelt. Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein 
von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, Val: Valinomycin, TL: 5 % des 
eingesetzten Translationsproduktes 
 

 

 

Die Mitochondrien wurden deshalb für 20 min auf Eis mit 1 µM Valinomycin inku-

biert, bevor der Import nach Standardbedingungen durch Zugabe des Vorstufen-

proteins von AFG1L1 gestartet wurde. In der Importreaktion mit unbehandelten 

Mitochondrien (Abbildung 11, -Val) konnten sowohl das Vorstufenprotein pAFG1L1 

als auch das mature, thermolysin-resistente AFG1L1 detektiert werden (Abbil-

dung 11, -Val, +Th). Wurden die Mitochondrien jedoch mit Valinomycin vorbehan-

delt, konnte das mature AFG1L1 nicht nachgewiesen werden (Abbildung 11, 

+Val).  
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Dieses Ergebnis zeigt, dass die Entstehung des maturen AFG1L1 durch die Be-

handlung der Mitochondrien mit Valinomycin komplett inhibiert wird. Somit ist der 

Import von pAFG1L1 vom Membranpotential  abhängig. Daraus kann ge-

schlussfolgert werden, dass pAFG1L1 tatsächlich über oder in die innere Membran 

der Mitochondrien transloziert wird. 

4.4.3 Kompetition des Importes von pAFG1L1 mit pF1 

Auch dieses Ergebnis wurde durch Kompetitionsexperimente mit einem mito-

chondrialen Vorstufenprotein (pF1 untermauert. Die -Untereinheit des löslichen 

Teils der mitochondrialen ATP-Synthase (F1) besitzt eine 53 Aminosäuren lange 

Präsequenz, die für den Import mittels des „generellen Importweges“ verantwort-

lich ist (Dessi et al., 1996; Moberg et al., 2004). Wenn pAFG1L1 ebenfalls über 

diese Translokasen importiert wird, sollte es mit pF1 um die Anbindung an die 

TOM Komplexe konkurrieren. Folglich wird eine Reduktion oder auch komplette 

Inhibierung der Translokation von pAFG1L1 eintreten. 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Kompetition des Importes von pAFG1L1 mit pF1  

Der Import in isolierte Mitochondrien (50 µg Protein) wurde in Anwesenheit von 
35S-markiertem pAFG1L1 und 0-7,5 µM pF1 für 20 min bei 25 °C durchgeführt. 
Nach Reisolierung der Mitochondrien wurden diese mit Thermolysin behandelt. 
Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form 
von AFG1L1, pF1: rekombinantes Vorstufenprotein von F1, TL: 5 % des einge-
setzten Translationsproduktes 
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Dazu wurde der Import wie in der Standardimportreaktion mit pAFG1L1-Vor-

stufenprotein ohne den rekombinanten Kompetitor pF1 (Abbildung 12, 0µM) so-

wie mit steigenden Konzentrationen an pF1 durchgeführt (Abbildung 12, 

1-7,5 µM). War pF1 im Importansatz vorhanden, wurde bereits bei einer Konzent-

ration von 2,5 µM pF1 die Menge an gebildetem mAFG1L1 im Vergleich zur Nega-

tivkontrolle um etwa 80 % reduziert (Abbildung 12, 2,5 µM); ab 7,5 µM konnte 

kaum noch mAFG1L1 detektiert werden (Abbildung 12, 7,5 µM). 

Dies zeigt, dass es in Anwesenheit des Kompetitors zu einer deutlichen Reduktion 

der Importeffizienz von pAFG1L1 kommt. Somit kann bestätigt werden, dass 

pAFG1L1 mittels des „genellen Importweges“ über die TOM und TIM23 Komplexe 

in Mitochondrien transloziert wird.  

4.4.4 Sublokalisierung von mAFG1L1 in Mitochondrien 

Neben den Proteinen, die in die Matrix der Mitochondrien transloziert werden, be-

sitzen auch einige integrale Proteine der inneren Membran eine abspaltbare Prä-

sequenz. Diese wird allerdings von einem hydrophoben Sortierungssignal gefolgt, 

das zum Abstoppen der Translokation im TIM23 Komplex innerhalb der inneren 

Membran führt und anschließend zum lateralen Entlassen des Proteins (Chacinska 

et al., 2005). Obwohl ein solches Sortierungssignal in der Präsequenz von 

pAFG1L1 fehlt, sollte die intra-organelläre Lokalisierung in der Matrix auch experi-

mentell bestätigt werden.  

Dafür wurden die Mitochondrien nach dem Import von pAFG1L1 und anschließen-

der Proteasebehandlung in die Proteinfraktionen der äußeren und der inneren 

Membran sowie in die Fraktionen der löslichen Proteine des Intermembranraumes 

und der Matrix aufgetrennt. In den Fraktionen sowohl der Proteine des Inter-

membranraumes (Abbildung 13, IMS) als auch der Proteine der äußeren Membran 

(Abbildung 13, OM) konnte mAFG1L1 nicht detektiert werden. Dagegen konnte 

der größte Anteil des protease-geschützten maturen AFG1L1 in der Fraktion der 

Matrixproteine nachgewiesen werden (Abbildung 13, MTX). Ein kleiner Anteil von 

mAFG1L1 ist auch in der Fraktion der inneren Membran detektierbar (Abbil-

dung 13, IM). Hierbei handelt es sich höchstwahrscheinlich um eine Kontamination 

mit Matrixproteinen.  
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Dieser Versuch lässt den Schluss zu, dass das mature AFG1L1 nicht nur in Chlo-

roplasten, sondern auch in den Mitochondrien als lösliches Protein vorliegt, und 

zwar in diesem Fall in der Matrix. 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Fraktionierung der Mitochondrien nach dem Import mit 

pAFG1L1  

Der Import in isolierte Mitochondrien (50 µg Protein) wurde mit 35S-markiertem 
pAFG1L1 für 20 min bei 25 °C durchgeführt. Nach Reisolierung und Thermolysin-
behandlung wurden die Mitochondrien lysiert und fraktioniert. Th: Thermolysin, 
pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, 
Mito:Mitochondrien, OM: äußere Membran, IMS: Intermembranraum, IM: innere 
Membran, MTX: Matrix, TL: 5 % des eingesetzten Translationsproduktes 
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4.5 Prozessierung des Signalpeptids und Dualer Import von pAFG1L1 

in Chloroplasten und Mitochondrien 

Wie gezeigt werden konnte, transloziert AFG1L1 in vitro in Chloroplasten und Mito-

chondrien, wobei jeweils ein Teil des N-terminalen Bereichs des Proteins von den 

Prozessierungspeptidasen der Organellen entfernt wird. Um das Importverhalten 

von pAFG1L1 in Bezug auf dessen Prozessierung weiter zu charakterisieren, wur-

den die separat durchgeführten Importreaktionen in Chloroplasten (Abbildung 14, 

Chloro) bzw. Mitochondrien (Abbildung 14, Mito) zum direkten Größenvergleich 

des maturen AFG1L1 auf einem SDS-Gel aufgetrennt. 

Dabei zeigte sich, dass das mature AFG1L1, welches in beiden Organellen nach 

dem Import für 20 min entstand, eine identische Größe von etwa 50 kDa besitzt 

(Abbildung 14, Vergleich Chloro +Th mit Mito +Th). 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Vergleich der Prozessierung von pAFG1L1 in Chloro-

plasten und Mitochondrien 

Der Import in entweder isolierte Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) oder Mito-
chondrien (50 µg Protein) wurde in Anwesenheit von 35S-markiertem pAFG1L1 für 
20 min bei 25 °C durchgeführt. Nach Reisolierung der Chloroplasten und Mito-
chondrien wurde eine Hälfte des Ansatzes mit Thermolysin behandelt. Chloro: 
Chloroplasten, Mito: Mitochondrien, Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein 
von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form von AFG1L1, TL: 5 % des eingesetzten 
Translationsproduktes 
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Dieser Größenvergleich des gebildeten maturen AFG1L1 lässt den Schluss zu, dass 

AFG1L1 für seinen Import sowohl in Chloroplasten als auch Mitochondrien wahr-

scheinlich die gleiche Transit- bzw. Präsequenz benutzt, die darüber hinaus von 

der stromalen bzw. mitochondrialen Prozessierungspeptidase an identischer Stelle 

prozessiert wird. Die durch die Importexperimente ermittelte Prozessierungsstelle 

von pAFG1L1 liegt vermutlich im Bereich der 60. Aminosäure. Das Transitpeptid 

hat dabei eine Größe von ungefähr 5,5 kDa. 

Obwohl der Import von Proteinen spezifisch für das jeweilige Organell ist, können 

in vitro einige chloroplastidäre Proteine in Mitochondrien importiert werden, wäh-

rend die falsche Lokalisierung (so genanntes „Mistargeting“) mitochondrialer Pro-

teine in Chloroplasten bis jetzt nicht beschrieben ist (Hugosson et al., 1995; Lister 

et al., 2001). Darüber hinaus gibt es jedoch eine stetig steigende Zahl von Protei-

nen, die zwar als identische Vorstufenproteine exprimiert werden, anschließend 

aber dual in beide Organellen importiert werden (Creissen et al., 1995; Small et 

al., 1998). 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Dualer Import von pAFG1L1 in Chloroplasten und Mito-

chondrien 

Der duale Import in Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) und Mitochondrien (50 µg 
Protein) wurde in Anwesenheit von 35S-markiertem pAFG1L1 für 20 min bei 25 °C 
durchgeführt. Nach Reisolierung beider Organellen wurde eine Hälfte jedes Ansat-
zes mit Thermolysin behandelt. Chloro: Chloroplasten, Mito: Mitochondrien, 
Th: Thermolysin, pAFG1L1: Vorstufenprotein von AFG1L1, mAFG1L1: mature Form 
von AFG1L1, TL: 5 % des eingesetzten Translationsproduktes 
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Um zu bestätigen, dass es sich beim in vitro Import von pAFG1L1 in Mitochondrien 

nicht um „Mistargeting“ handelt, wurde radioaktiv-translatiertes Vorstufenprotein 

von AFG1L1 simultan in Chloroplasten und Mitochondrien in einem so genannten 

„Dual-Import System“ importiert (Pavlov et al., 2007). Dieses System ist für dual-

lokalisierte Proteine geeignet, da die Anwesenheit beider Organellen anscheinend 

das „Mistargeting“ eigentlich chloroplastidärer Vorstufenproteine in Mitochondrien 

verhindert. Durch Reisolierung der Organellen voneinander nach der Importreakti-

on kann der Import in beide Organellen anschließend überpüft werden. 

Dabei konnte sowohl bei Chloroplasten (Abbildung 15, Chloro, -Th) als auch Mito-

chondrien (Abbildung 15, Mito, -Th) sowohl die Anbindung des Vorstufenproteins 

pAFG1L1 als auch das mature AFG1L1 detektiert werden (Abbildung 16). Dies 

zeigt zum einen, dass das Vorstufenprotein von AFG1L1 in der Lage ist, an beide 

Organellen anzubinden. Darüber hinaus bestätigt dieser Versuch die tatsächliche 

duale Lokalisierung von AFG1L1 in Chloroplasten und Mitochondrien. 
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4.6 Immunologischer Nachweis von AFG1L1 in Chloroplasten und 

Mitochondrien 

Nachdem Importstudien gezeigt haben, dass AFG1L1 in vitro in Chloroplasten und 

Mitochondrien transloziert werden kann und dort dann als lösliches Protein vor-

liegt, sollte die subzelluläre Lokalisierung experimentell weiter verifiziert werden. 

Dazu wurde ein Antiserum gegen die mature Form von AFG1L1 hergestellt und 

damit isolierte Chloroplasten und Mitochondrien aus P. sativum immundekoriert. 

Um Kontaminationen beider Organellen miteinander auszuschließen, wurde der 

Aufreinigung ein Percollgradient hinzugefügt. Die Subfraktionierung beider Orga-

nellen erfolgte anschließend wie unter 3.8.5 und 3.9.5 beschrieben. Für die Mito-

chondrien wurden die löslichen Proteine des Intermembranraumes und der Matrix 

sowie die Proteine der äußeren und inneren Membran vereint, um eine Fraktion 

von allen löslichen Proteinen (Abbildung 16, Mito S) und allen Membranproteinen 

(Abbildung 16, Mito M) zu erhalten. Die chloroplastidären und mitochondrialen 

Gesamtproteine sowie die Subfraktionen der löslichen und Membranproteine bei-

der Organellen wurden danach über SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulo-

semembran immobilisiert. Anschließend erfolgte die Immundekorierung mit dem 

Antikörper gegen AFG1L1 (-AFG1L1) und verschiedener anderer Antikörper zur 

Kontrolle der Reinheit der Fraktionen.  

-AFG1L1 erkannte ein etwa 50 kDa großes Protein in der Gesamtproteinfraktion 

der Chloroplasten (Abbildung 16, Chloro). Diese Größe stimmt mit dem kalkulier-

ten Molekulargewicht des maturen AFG1L1 von 49,6 kDa gut überein. Eine Bande 

gleicher Größe konnte ebenfalls in der Fraktion der löslichen Proteine der Chlo-

roplasten nachgewiesen werden (Abbildung 16, Chloro S), während das Protein in 

der Fraktion der chloroplastidären Membranproteine nicht detektiert werden konn-

te (Abbildung 16, Chloro M). Auch in der Gesamtproteinfraktion der Mitochondrien 

ließ sich ein etwa 50 kDa großes Protein immundekorieren (Abbildung 16, Mito). 

Darüber hinaus konnte eine weitere, etwa 6 kDa kleinere Bande detektiert wer-

den, die wahrscheinlich ein Degradationsprodukt von AFG1L1 darstellt. In der 

Fraktion der löslichen Mitochondrienproteine (Abbildung 16, Mito S) konnte  
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ausschließlich diese Bande immundekoriert werden. Auch in der Membranprotein-

fraktion der Mitochondrien konnte AFG1L1 nicht detektiert werden (Abbildung 16, 

Mito M). 

 

 

 

 

Abbildung 16: Immunlokalisierung von AFG1L1 in Chloroplasten und 

Mitochondrien mittels -AFG1L1 

Gesamtproteine, lösliche Proteine und Membranproteine der Chloroplasten bzw. 
Mitochondrien aus P. sativum wurden nach ihrer Fraktionierung im SDS-Gel aufge-
trennt, immobilisiert und mit einem Antikörper gegen AFG1L1 immundekoriert. Zur 
Kontrolle der Reinheit wurden verschiedene Antikörper gegen chloroplastidäre 
bzw. mitochondriale Proteine eingesetzt. Chloro: Chloroplasten; Mito: Mitochon-
drien; S: lösliche Proteinfraktion; M: Membranproteinfraktion 
 

 

 

Zur Kontrolle der Reinheit wurden alle Fraktionen mit den Antikörpern -Tic62, 

-SSU, -VDAC und -AOX getestet. Der Antikörper gegenTic62,einer Kompo-

nente der Translokase der inneren Chloroplastenhüllmembran, detektierte in der 

gesamtchloroplastidären Proteinfraktion sowie in der Fraktion der chloroplastidä-

ren Membranproteine ein Protein bei etwa 60 kDa, während der Antikörper gegen 
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SSU, der kleinen Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxy-

lase/Oxygenase, sowohl in der Fraktion der gesamten Chloroplastenproteine als 

auch in der löslichen Proteinfraktion ein der richtigen Größe entsprechendes Prote-

in bei etwa 14 kDa immundekorierte (Abbildung 16, Chloro S und M). Beide Anti-

körper detektierten keine Proteine in den Mitochondrienproteinfraktionen (Abbil-

dung 16, Mito). Die Antikörper gegen VDAC, einem spannungsabhängigen, anio-

nenselektiven Kanal der äußeren Mitochondrienmembran, und AOX, der Alternati-

ven Oxidase der Mitochondrien, erkannten jeweils ein der korrekten Größe ent-

sprechendes Protein in der Fraktion der gesamten Mitochondrienproteine (Abbil-

dung 16, Mito). Diese Proteine konnten jeweils zusätzlich in den Membranfraktio-

nen, aber nicht in den Fraktionen der löslichen mitochondrialen Proteine immun-

dekoriert werden. Außerdem wurden keine Proteine in den Fraktionen der chlo-

roplastidären Proteine detektiert (Abbildung 16, Mito S und M; Chloro S und M). 

Dadurch, dass die Antikörper gegen chloroplastidäre und mitochondriale Marker-

proteine keine Proteine in dem jeweils anderen Organell immundekorieren konn-

ten, wird ersichtlich, dass die Organellen sehr rein isoliert wurden. Daraus lässt 

sich schließen, dass das vom Antikörper gegen AFG1L1 in beiden Organellen er-

kannte Protein nicht auf Kontamination beruht, sondern die tatsächliche duale Lo-

kalisierung von AFG1L1 widerspiegelt. Demnach bestätigt die Immundekoration 

die durch die Importexperimente ermittelte Lokalisierung von AFG1L1 in den lösli-

chen Fraktionen der beiden endosymbiotischen Organellen. 
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4.7 Calmodulin-Bindung von AFG1L1 

AFG1L1 wurde ursprünglich durch Affinitätschromatographie an Calmodulin-

Agarose isoliert. Ob es sich bei AFG1L1 tatsächlich um ein Calmodulin-bindendes 

Protein handelt, sollte im Weiteren experimentell überprüft werden.  

4.7.1 Calmodulin Pull-down Assay 

Der Calmodulin Pull-down Assay wurde nach modifizierter Methode von Wang an 

Calmodulin-Agarose durchgeführt (Wang et al., 2005). Dafür wurde matures 

AFG1L1 ohne die experimentell ermittelte Präsequenz (AFG1L160-497) heterolog 

exprimiert und an Ni2+-NTA Agarose aufgereinigt. Das rekombinante AFG1L1-

Protein wurde anschließend in An- bzw. Abwesenheit von Calcium mit Calmodulin-

Agarose inkubiert und nach dem Waschen kompetitiv mit einem Überschuss an 

exogenem Calmodulin eluiert. Die Fraktionen wurden über SDS-PAGE aufgetrennt 

und durch Coomassiefärbung analysiert. 

War Calcium im Ansatz vorhanden (Abbildung 17, Zeile 1), konnte AFG1L1 weder 

im Durchlauf der Säule noch im Wasch detektiert werden. Dafür war das Protein in 

der durch Elution mit Calmodulin erhaltenen Fraktion nachweisbar. Dies zeigt, 

dass AFG1L1 in Anwesenheit von Calcium in der Lage ist, an Calmodulin-Agarose 

zu binden. Dass die AAA+-ATPase durch einen Überschuss an Calmodulin von der 

Säule verdrängt wird, zeigt, dass die Bindung an den Liganden und nicht unspezi-

fisch an die Säulenmatrix erfolgt. Wurde Calcium durch EDTA/EGTA substituiert 

(Abbildung 17, Zeile 2), befand sich AFG1L1 komplett im Durchlauf, aber nicht in 

der Elutionsfraktion. Dies zeigt, dass die AAA+-ATPase nur calcium-abhängig an 

Calmodulin binden kann. 

Als Kontrolle für die Spezifität des Pull-down Assays wurden Tic32, eine Kompo-

nente des TIC Komplexes der inneren Chloroplastenhüllmembran, und SSU, die 

kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase, einge-

setzt. Tic32 dient als Positivkontrolle, da die calcium-abhängige Bindung des Pro-

teins an Calmodulin bereits gezeigt wurde (Chigri et al., 2006). Wie erwartet, zeig-

te Tic 32 das gleiche Verhalten wie AFG1L1 (Abbildung 17, Zeile 3). Bei der Nega-

tivkontrolle mit SSU (Abbildung 17, Zeile 4) konnte das Protein trotz Anwesenheit 

von Calcium nur im Durchlauf, nicht aber in der Elutionsfraktion nachgewiesen 

58 



ERGEBNISSE 

werden. Demnach liegt unter diesen Versuchsbedingungen keine unspezifische 

Assoziation von Proteinen mit dem Calmodulin-Liganden oder der Matrix vor. So-

mit kann bestätigt werden, dass AFG1L1 tatsächlich spezifisch und calcium-

abhängig mit Calmodulin interagieren kann.  

 

 

 

 
 

Abbildung 17: Pull-down Assay von AFG1L1 an Calmodulin-Agarose 

Rekombinantes AFG1L1 wurde in Anwesenheit von Calcium (CaCl2) oder in Abwe-
senheit von Calcium (EDTA/EGTA) mit Calmodulin-Agarose inkubiert. Nach dem 
Wasch erfolgte die Elution kompetitiv mit Überschuss an Calmodulin. Zur Kontrolle 
der calcium-abhängigen Bindung wurden die Proteine Tic32 und SSU verwendet. 
A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Waschfraktion; E: Elution 
 

 
 

4.7.2 Quervernetzung von AFG1L1 mit EDC 

Eine weitere Möglichkeit, die calcium-abhängige Bindung von AFG1L1 an Calmodu-

lin zu bestätigen, stellt die chemische Quervernetzung dieser beiden Proteine nach 

der Methode von Arazi dar (Arazi et al., 1995). Rekombinantes AFG1L1 wurde da-

für mit aufgereinigtem, käuflich erworbenem Calmodulin für zwei Stunden in An- 

oder Abwesenheit von Calcium inkubiert, bevor der Reaktionsansatz in zwei Hälf-

ten geteilt wurde. Die eine Hälfte wurde für 30 min mit dem 0 Å-Querver-

netzungsreagenz EDC behandelt, das kovalente Peptidbindungen zwischen Carbo-

xyl- und primären Aminogruppen katalysiert (Abbildung 18, +EDC, Spuren 2, 4 
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und 6), während die andere Hälfte unbehandelt blieb (Abbildung 18, -EDC, Spuren 

1, 3 und 5). Nach der Auftrennung der Proteine über SDS-PAGE erfolgte die Im-

mundekorierung mit dem Antikörper gegen AFG1L1 (-AFG1L1). 

 

 

 

 

 
Abbildung 18: Quervernetzung von AFG1L1 mit Calmodulin durch EDC 

Rekombinantes AFG1L1-Volllängenprotein (AFG1L1) wurde in Anwesenheit von 
Calcium (CaCl2) oder in Abwesenheit von Calcium (EDTA/EGTA) mit dem 0 Å-
Quervernetzungsreagenz EDC inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion durch SDS-
Solubilisierungspuffer erfolgte die Immundekoration durch -AFG1L1. CaM: Cal-
modulin; AFG1L1: AFG1L1-Volllängenprotein; AFG1L1-CaM: Komplex aus AFG1L1 
und Calmodulin 
 

 

 

Wurde das AFG1L1-Volllängenprotein zusammen mit Calmodulin in Anwesenheit 

von Calcium (Abbildung 18, CaCl2, Spuren 5 und 6) inkubiert, konnte in der Frakti-

on ohne Quervernetzungsreagenz ein Protein bei etwa 50 kDa immundekoriert 

werden, bei dem es sich um AFG1L1 handelt. War jedoch das Quervernetzungsre-

agenz im Ansatz vorhanden, konnte neben AFG1L1 ein neues Quervernetzungs-

produkt mit einer ungefähren Größe von 65 kDa detektiert werden. Diese durch 

-AFG1L1 immundekorierbare Bande entspricht von ihrer Größe her dem Quer-

vernetzungsprodukt des 50 kDa großen AFG1L1 und dem 16 kDa großen Calmo-

dulin. Erfolgte die Inkubierung von AFG1L1 und Calmodulin dagegen in Abwesen-
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heit von Calcium (Abbildung 18, EDTA/EGTA, Spuren 5 und 6), konnte sowohl oh-

ne als auch mit Quervernetzungsreagenz ausschließlich AFG1L1 immundekoriert 

werden. Die Tatsache, dass das Quervernetzungsprodukt aus AFG1L1 und Calmo-

dulin nur in Anwesenheit von Calcium entsteht, lässt den Schluss zu, dass die Bin-

dung von AFG1L1 an Calmodulin ausschließlich calcium-abhängig erfolgen kann. 

Darüber hinaus lässt die Tatsache, dass die Bindung von AFG1L1 und Calmodulin 

durch ein 0 Å-Quervernetzungsreagenz katalysiert werden kann, die Vermutung 

zu, dass sich beide Proteine in enger Nachbarschaft befinden. 

Wurden die Quervernetzungsreaktionen als Kontrolle ausschließlich mit Calmodulin 

(Abbildung 18, CaCl2 oder EDTA/EGTA, Spuren 1 und 2) oder AFG1L1 (Abbil-

dung 18, CaCl2 oder EDTA/EGTA, Spuren 3 und 4) durchgeführt, konnte kein 

Quervernetzungprodukt bei 65 kDa detektiert werden. Diese Kontrollexperimente 

bestätigen somit die Spezifität der calcium-abhängigen Bindung von AFG1L1 an 

Calmodulin. 

4.7.3 Identifizierung und Charakterisierung der Calmodulin-Bindedomäne 

von AFG1L1 

Nachdem die calcium-abhängige Bindung von AFG1L1 an Calmodulin in zwei un-

abhängigen Experimenten gezeigt werden konnte, sollte diejenige Domäne inner-

halb von AFG1L1 identifiziert werden, die die Bindung an Calmodulin vermittelt. 

Dafür wurden neben dem maturen AFG1L1 (AFG1L160-497) verschiedene verkürzte 

Konstrukte von AFG1L1 hergestellt. Dazu gehörten zwei C-terminal verkürzte Kon-

strukte. Das erste umfasste die komplette AAA-Domäne (siehe Abbildung 19b, 

AAA-Domäne) und endete direkt vor der C-terminalen Domäne (Abbildung 19b, 

CD) hinter der 380. Aminosäure (AFG1L160-380). Das zweite Konstrukt endete hin-

ter der 292. Aminosäure innerhalb der AAA-Domäne (AFG1L160-292). Zusätzlich 

wurden mehrere N-terminal verkürzte Konstrukte hergestellt. Eines begann direkt 

nach der N-terminalen Domäne (Abbildung 19b, ND) und wird als AFG1L1103-497 

bezeichnet. Ein zweites begann mit der 133. Aminosäure (AFG1L1133-497) und ein 

drittes mit der 159. Aminosäure (AFG1L1159-497). Alle diese AFG1L1-Konstrukte 

wurden heterolog exprimiert und an Ni2+-NTA Agarose aufgereinigt. Anschließend 
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wurden sie im Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose in Anwesenheit von Calci-

um getestet. 

Wie bereits zuvor zeigte sich eine Bindung von AFG1L1 (AFG1L160-497) an die Cal-

modulin-Agarose (Abbildung 19a1). Wurde der Assay mit den C-terminal verkürz-

ten AFG1L1-Kontrukten AFG1L160-380 (Abbildung 19a2) und AFG1L160-292 (Abbil-

dung 19a3) durchgeführt, konnten beide Proteine ebenfalls jeweils in den Eluti-

onsfraktionen detektiert werden. Demnach sind beide Konstrukte in der Lage, an 

Calmodulin zu binden. Daraus folgt, dass sich die Calmodulin-Bindedomäne von 

AFG1L1 weder in der C-terminalen Domäne noch im C-terminalen Bereich der 

AAA-Domäne befindet.  

 

 

 

 

 
Abbildung 19: Pull-down Assay von AFG1L1-Konstrukten an Calmodulin-

Agarose 

a: Verschiedene rekombinante AFG1L1-Konstrukte wurden in Anwesenheit von 
Calcium mit Calmodulin-Agarose inkubiert. Nach dem Wasch erfolgte die Elution 
kompetitiv mit Überschuss an Calmodulin. b: Schematische Struktur von AFG1L1 
und den verkürzten AFG1L1-Konstrukten. Die Indexzahlen von AFG1L1 geben die 
Positionen der Aminosäuren an. A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Wasch mit Pull-down 
Puffer; E: Elution; ND: N-terminale Domäne; CD: C-terminale Domäne; CaM: Cal-
modulin; +: Bindung des Konstruktes an Calmodulin; -: keine Bindung des Kon-
struktes an Calmodulin 
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Anschließend wurde die N-terminale Domäne untersucht, da diese in einigen 

AAA+-ATPasen für die Interaktion mit Zielproteinen verantwortlich ist (Erzberger 

and Berger, 2006). Wurde der Pull-down Assay mit dem AFG1L1-Konstrukt 

(AFG1L1103-497) ohne die N-terminale Domäne (Abbildung 19b, ND) durchgeführt, 

konnte dieses Protein wiederum in der Elutionsfraktion detektiert werden (Abbil-

dung 19a4). Dies bedeutet, dass die Bindedomäne auch nicht in der Nterminalen 

Domäne von AFG1L1 lokalisiert ist. 

Nachdem auch die N-terminale Domäne von AFG1L1 als Calmodulin-Bindedomäne 

ausgeschlossen werden konnte, wurde die AAA+-ATPase weiter N-terminal ver-

kürzt. Das 30 Aminosäuren kürzere Konstrukt AFG1L1133-497 (Abbildung 19a5) 

konnte wiederum in der Fraktion der Elution detektiert werden. Dagegen konnte 

das um noch weitere 26 Aminosäuren verkürzte Konstrukt AFG1L1159-497 (Abbil-

dung 19a6) im Durchlauf, aber nicht in der Elution nachgewiesen werden. Dieses 

Resultat legt nahe, dass der Bereich zwischen der 133. (Leucin) und der 159. (Pro-

lin) Aminosäure die gesamte oder doch zumindest einen signifikanten Anteil der 

Calmodulin-Bindestelle darstellt (Abbildung 20). 

 

 

 
 
Abbildung 20: Identifizierung der Calmodulin-Bindedomäne von AFG1L1 

Schematische Darstellung der Sekundärstruktur von AFG1L1. Die Lage der Calmo-
dulin-Bindedomäne von AFG1L1 ist durch eine rote Box angegeben. Die schwarzen 
Boxen und grauen Pfeile stellen die-Helices bzw. -Stränge der AAA-Domäne 
dar. TP: Transitpeptid; ND: N-terminale Domäne; CD: C-terminale Domäne; 
CaMBD: Calmodulin-Bindedomäne 
 

 

 

Nachdem der Bereich zwischen Leu133 und Pro159 als mögliche Calmodulin-

Bindedomäne von AFG1L1 identifiziert werden konnte, sollte dieser nun genauer 

charakterisiert werden. Obwohl Calmoduline selber eine außergewöhnlich starke 
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Sequenzhomologie untereinander aufweisen, sind die Calmodulin-Bindedomänen 

(CaMBD) ihrer Zielproteine nicht besonders hoch konserviert (Rhoads and Fried-

berg, 1997). Der Vergleich bekannter CaMBD konnte jedoch einige generelle Cha-

rakteristika darstellen. So bildet die Bindestelle oft eine 20 Aminosäuren lange 

amphiphile -Helix aus, die meistens eine positive Nettoladung aufweist und über 

eine moderate Hydrophobizität verfügt (O'Neil and DeGrado, 1990).  

Für die weitere Analyse der Bindedomäne von AFG1L1 wurde daher das „Helical 

Wheel Applet“ (http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheelApp.html) herangezo-

gen. Damit wurde der Bereich der potentiellen Calmodulin-Bindedomäne zwischen 

der 130. und 163. Aminosäure untersucht (Abbildung 21a). Es konnte ab der 144. 

Aminosäure eine charakteristische amphiphile -Helix mit positiver Nettoladung 

von +3 modelliert werden, die N-terminal direkt vor dem 1-Strang mit angren-

zendem Walker A Motiv endet (Abbildung 21b). Deshalb wurde anschließend ein 

weiteres Konstrukt von AFG1L1 hergestellt, dem die Aminosäuren von Position 141 

bis 161 fehlen (AFG1L1141-161). In dem damit durchgeführten Pull-down Assay 

(Abbildung 19a7) konnte dieses AFG1L1-Konstrukt nur im Durchlauf, nicht aber in 

der Elution detektiert werden. Demnach war dieses Konstrukt nicht in der Lage, an 

Calmodulin zu binden. Die Calmodulin-Bindedomäne von AFG1L1 konnte somit 

weiter eingegrenzt und auf den Bereich zwischen der 141. und 161. Aminosäure 

festgelegt werden.  

Da mehr als 80 % der Interaktionen zwischen Calmodulin und seinen Zielprotei-

nen hydrophober Natur sind, gibt es innerhalb der amphiphilen -Helices konser-

vierte hydrophobe Aminosäuren (Zielinski, 1998). Die Anordnung dieser Aminosäu-

ren ermöglicht die Einteilung in verschiedene Motivklassen, die von der Calmodulin 

Target Datenbank wie folgt angegeben werden: das 1-10-Motiv mit der Unterklas-

se 1-5-10, das 1-14-Motiv mit den Unterklassen 1-8-14 und 1-5-8-14 und die 

1-12- und 1-16-Motive. Die Zahlen geben dabei die Positionen der konservierten 

hydrophoben Aminosäuren an, die restlichen Aminosäuren sind beliebig. Bei einer 

Analyse der Calmodulin-Bindedomäne von AFG1L1 konnten zwei mögliche Motive 

identifiziert werden: das 1-10- und das 1-14-Motiv (Abbildung 21c). Damit erfüllt 

dieser Sequenzbereich alle Voraussetzungen für eine Calmodulin-Bindedomäne.  
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Abbildung 21: Charakterisierung der Calmodulin-Bindedomäne von 

AFG1L1 

a: Die Sequenz von AFG1L1 zwischen der 133. und 161. Aminosäure. Der Ab-
schnitt der Sequenz, für den eine amphiphile -Helix modelliert werden konnte, ist 
hervorgehoben. b: Mit dem „helical wheel“ Programm wurde diese Helix graphisch 
dargestellt. Die hydrophoben Aminosäuren sind grau hinterlegt, die positiv gelade-
nen Aminosäuren sind mit einem + markiert. c: Die Aminosäuresequenz der po-
tentiellen Calmodulin-Bindedomäne. Die hydrophoben Aminosäuren sind hervor-
gehoben und die möglichen Motive unterhalb der Sequenz dargestellt. 
 

 

 

Anschließend wurde die Calmodulin-Bindedomäne durch Sequenzvergleiche mit 

pflanzlichen und nicht-pflanzlichen Homologen sowie mit einem weiteren AFG1-

Homolog aus A. thaliana (AFG1L2, siehe Kapitel 4.10) und AFG1 aus S. cerevisiae 
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analysiert (Abbildung 22). Dabei zeigte sich für die pflanzlichen Homologe aus 

P. trichocarpa und V. vinifera eine starke Konservierung der Calmodulin-

Bindedomäne. Durch diesen Abgleich ließ sich jedoch keine eindeutige Entschei-

dung zugunsten des 1-10- oder des 1-14-Motivs treffen, da auch hier beide Motive 

zu finden sind. Der Sequenzvergleich mit den nicht-pflanzlichen Organismen, mit 

AFG1L2 aus A. thaliana und AFG1 aus S. cerevisiae, zeigte für die Calmodulin-

Bindedomäne so gut wie keine Homologie. Ausschließlich der Bereich des 

1-Stranges und des angrenzenden Walker A Motivs ist in allen Proteinen stark 

konserviert. Dies lässt die Hypothese zu, dass es sich bei der calcium-abhängigen 

Bindung von AFG1L1 an Calmodulin um ein Pflanzen-spezifisches Charakteristikum 

handeln könnte. 

 

 

 

 
Abbildung 22: Sequenzvergleich der Calmodulin-Bindedomäne von 

AFG1L1 mit anderen Organismen 

Sequenzvergleich der Calmodulin-Bindedomäne von AFG1L1 mit der entsprechen-
den Region aus anderen pflanzlichen Organismen wie P. trichocarpa (ABK95418), 
V. vinifera (CAN65875) und A. thaliana (AFG1L2, At4g28070) und mit der entspre-
chenden Region aus anderen nicht-pflanzlichen Organismen wie S. cerevisiae 
(NP_010862), H. sapiens (EAW48377) und D. melanogaster (NP_610780). Die zu 
AFG1L1 identischen Aminosäuren sind schwarz, die homologen grau hinterlegt. 
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4.8 Untersuchungen zur Komplexbildung von AFG1L1  

Wie gezeigt werden konnte, gehört AFG1L1 zur Superfamilie der AAA+-ATPasen. 

Es ist über fast alle AAA+-ATPasen bekannt, dass sie in Oligomere assemblieren, 

um ihre biologisch aktive Form zu erlangen (Hanson and Whiteheart, 2005). Die 

dabei gebildeten Hexamere erfüllen zwei Funktionen. Zum einen kommen durch 

die Oligomerisierung die ATP-Bindestellen der AAA-Domänen in räumliche Nähe. 

Dies kann zu einer kooperativen ATP-Hydrolyse führen (Hattendorf and Lindquist, 

2002). Zum anderen entsteht eine zentrale Pore im Inneren des Hexamers, durch 

die die Substrate mancher AAA+-ATPasen geschleust werden können (Hinnerwisch 

et al., 2005). Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte untersucht werden, ob AFG1L1 

als AAA+-ATPase ebenfalls die Fähigkeit zur Oligomerisierung besitzt. Da außer-

dem im letzten Kapitel gezeigt werden konnte, dass AFG1L1 calcium-abhängig an 

Calmodulin bindet, sollte analysiert werden, ob eine eventuelle Oligomerisierung 

von AFG1L1 durch Bindung an Calmodulin reguliert wird. 

Zum Nachweis der Oligomerisierung wurden Quervernetzungsversuche mit re-

kombinantem AFG1L1 durchgeführt. Das Protein wurde entweder alleine oder in 

Kombination mit exogenem Calmodulin jeweils in An- bzw. Abwesenheit von Calci-

um inkubiert. Nach Teilung des Reaktionsansatzes wurde die eine Hälfte querver-

netzt, während die andere unbehandelt blieb. Die Quervernetzung wurde mit dem 

0 Å-Quervernetzungsreagenz EDC (1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl]Carbodi-

imid Hydrochlorid) durchgeführt. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit SDS-

Solubilisierungspuffer und Auftrennung der Proteine über SDS-PAGE erfolgte der 

Nachweis der Quervernetzung durch Immunodekoration mit einem Antiköper ge-

gen AFG1L1 (-AFG1L1). 

Wurde rekombinantes AFG1L1 alleine in einem Reaktionsansatz in Abwesenheit 

von Calcium mit EDC inkubiert (Abbildung 23a, Spur 2), konnte im Wesentlichen 

das monomere AFG1L1 bei etwa 50 kDa detektiert werden. Neben dem monome-

ren AFG1L1 konnten im Vergleich zur unbehandelten Probe (Abbildung 23a, 

Spur 1) noch zwei weitere, ungefähr 100 und 150 kDa große Proteine detektiert 

werden. Dabei stellt das etwa 100 kDa große Protein wahrscheinlich eine dimere 

Form von AFG1L1 dar, während es sich bei dem 150 kDa großen Protein vermut-
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lich um ein AFG1L1-Trimer handelt. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass 

AFG1L1 in der Tat die Fähigkeit besitzt, zu oligomerisieren. 

Anschließend wurde untersucht, ob diese Oligomerisierung von Calcium beeinflusst 

wird. Deshalb wurde das rekombinante AFG1L1 alleine in Anwesenheit von Calci-

um mit EDC inkubiert (Abbildung 23b, Spur 2). Hierbei traten Quervernetzungs-

produkte der gleichen Größe und Stärke wie im Ansatz mit EDTA/EGTA auf. Dies 

lässt den Schluss zu, dass AFG1L1 auch in Anwesenheit von Calcium Dimere bzw. 

Trimere ausbilden kann. Demnach erfolgt die Oligomerisierung von AFG1L1 calci-

um-unabhängig. 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Quervernetzung von AFG1L1 mit EDC 

Rekombinantes AFG1L1 wurde in An- bzw. Abwesenheit von Calmodulin mit EDC 
quervernetzt. Die Reaktion wurde entweder mit CaCl2 oder EDTA/EGTA durchge-
führt. Quervernetzungsprodukte wurden durch Immundekoration mit AFG1L1 
nachgewiesen. AFG1L1: AFG1L1-Volllängenprotein; CaM: Calmodulin; AFG1L1-
CaM: Komplex aus AFG1L1 und Calmodulin 
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Danach sollte untersucht werden, ob die Oligomerisierung von AFG1L1 durch die 

Bindung an Calmodulin reguliert wird. Erfolgte die Quervernetzungsreaktion in 

Anwesenheit von Calmodulin und EDTA/EGTA (Abbildung 23c, Spur 2), konnten 

die gleichen Mono-, Di- und Trimere wie in den Ansätzen ohne Calmodulin im-

mundekoriert werden. Wurde AFG1L1 jedoch mit Calmodulin in Anwesenheit von 

Calcium mit dem Quervernetzungsreagenz behandelt (Abbildung 23d, Spur 2), 

konnten die AFG1L1-Di- und Trimere nur mit sehr reduzierter Intensität detektiert 

werden. Dafür traten neue Quervernetzungsprodukte bei etwa 200 kDa sowie im 

noch höhermolekularen Bereich auf. Desweiteren konnte bei ca. 65 kDa der calci-

um-abhängige Komplex aus monomerem AFG1L1 und Calmodulin (siehe Kapitel 

4.7.2) immundekoriert werden. Dieses Ergebnis zeigt einen Einfluss der Calmodu-

lin-Bindung auf die AFG1L1 Oligomerisierung. Dabei scheint Calmodulin allerdings 

keinen inhibierenden Effekt auf die Komplexbildung von AFG1L1 auszuüben. Im 

Gegenteil scheint die Bindung von Calmodulin an AFG1L1 in Anwesenheit von Cal-

cium die Ausbildung von höhermolekularen Komplexen von AFG1L1 zu begünsti-

gen. Weiterführende in vivo Versuche müssen zeigen, in welcher Form AFG1L1 in 

Chloroplasten und Mitochondrien als biologisch aktive Form vorliegt. 
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4.9 Identifizierung von Interaktionspartnern von AFG1L1 

Um mögliche Interaktionspartner von AFG1L1 im Chloroplasten zu identifizieren, 

wurde eine Co-Immunopräzipitation mit AFG1L1 durchgeführt. Diese Untersu-

chungen könnten einen Hinweis darauf geben, an welchem intra-organellärem, 

Calmodulin-regulierten Prozess die AAA+ATPase beteiligt ist.  

Für die Co-Immunopräzipitation wurde der polyklonale Antikörper gegen AFG1L1 

(AFG1L1) an ProteinA Sepharose gekoppelt. Mit dem so vorbereiteten Säulen-

material wurde anschließend eine stromale Proteinfraktion aus P. sativum inku-

biert. Spezifisch an AFG1L1 gebundene Proteine wurden mit 2 % SDS von der 

Matrix eluiert und danach durch Silberfärbung analysiert. Als Kontrolle diente die 

leere Säulenmatrix (Abbildung 24, S). In diesem Versuch konnten vier Proteinban-

den spezifisch angereichert werden, die nicht in der Kontrolle nachzuweisen waren 

(Abbildung 24, E). Diese Proteinbanden mit einer ungefähren Größe von 16, 29, 

40 und 43 kDa wurden nach der Silberfärbung aus dem Gel ausgeschnitten und 

massenspektroskopisch analysiert. Es wurden für jede der Proteinbanden mehrere 

Massen identifiziert, die jeweils mindestens 14 Peptiden der folgenden Proteine 

spezifisch zugeordnet werden konnten: kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-

Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (14 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Glyce-

raldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (40 kDa) und RuBisCO Activase (43 kDa).  

Diese oligomeren Enzyme üben wichtige Funktionen im Calvinzyklus aus. Ob 

AFG1L1 somit eine Funktion in der CO2-Fixierung des Chloroplasten innehat oder 

an der Oligomerisierung dieser Proteine durch Prozessierung ihrer Untereinheiten 

beteiligt ist, muss in weiteren Untersuchungen genauer analysiert werden.  
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Abbildung 24: Co-Immunopräzipitation stromaler Proteine von 

P. sativum 

Nach der Kopplung des Antikörpers gegen AFG1L1 (-AFG1L1) an ProteinA Sepha-
rose (S) erfolgte die Co-Immunopräzipitation mit stromalen Proteinen von 
P. sativum. Die Elution wurde anschließend mit 2 % SDS durchgeführt. Die Analy-
se gebundener Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Silberfärbung. Die markier-
ten Banden wurden anschließend massenspektroskopisch untersucht. 
S: -AFG1L1-gekoppeltes leeres Säulenmaterial; E: Elutionsfraktion 
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4.10 Das AFG1L1 Homolog AFG1L2 (At4g28070) 

Phylogenetische Analysen deuten darauf hin, dass AFG1L1 ursprünglich ein mito-

chondriales Homolog zu AFG1 war und wohl erst im Laufe der Entwicklung eine 

zusätzliche Funktion im Chloroplasten erhalten hat. Es stellt sich daher die Frage, 

ob das Protein in den Mitochondrien weiterhin seine ursprüngliche Funktion wahr-

nimmt oder eine neue Funktion in beiden Organellen erhalten hat. Um diese Frage 

zu klären, wurde im Genom von Arabidopsis nach weiteren Homologen von AFG1 

gesucht. Dabei konnte ein 473 Aminosäuren großes Protein namens AFG1-like 

ATPase Family Protein identifiziert werden, das von AT4G28070 kodiert wird. Die-

ses Protein wurde im Folgenden vor allem in Bezug auf seine subzelluläre Lokali-

sierung charakterisiert und wird im weiteren als AFG1-like ATPase 2, kurz AFG1L2, 

bezeichnet. 

4.10.1 Charakterisierung von AFG1L2 durch Sequenzanalyse 

Zuerst wurde untersucht, ob es sich bei AFG1L2 tatsächlich um ein Homolog von 

AFG1L1 handelt. Dazu wurde ein Abgleich der Aminosäuresequenzen der Volllän-

genproteine (Quelle: The Arabidopsis Information Database) beider Proteine 

durchgeführt. Es konnte so gezeigt werden, dass die Proteine zu 70 % identisch 

sind (Abbildung 25). Lediglich der N-Terminus zeigt eine höhere Heterogenität im 

Bereich der Präsequenz von AFG1L1. Demnach könnte es sich bei AFG1L2 eben-

falls um eine N-terminale Transitsequenz handeln. AFG1L2 zeigt insbesondere im 

Bereich der AAA-Domäne eine starke Ähnlichkeit zu AFG1L1. Um dies weiter zu 

analysieren, wurde die Aminosäuresequenz auf die charakteristischen Motive für 

die ATP-Bindung und Hydrolyse (für eine ausführliche Beschreibung siehe 4.2) 

untersucht. Das Walker A Motiv mit der Sequenz GGVGTGKT (Abbildung 25, Wal-

ker A) konnte ab der 140. Aminosäure gefunden werden. Ebenso wie das Wal-

ker B Motiv ILLCLDE, das mit der 201. Aminosäure beginnt (Abbildung 25, Wal-

ker B). Die Sensor 1 und Sensor 2 Motive (Abbildung 25, Sensor 1 und 2) können 

ebenfalls in den Bereichen von der 231. bis 240. bzw. von der 319. bis 327. Ami-

nosäure identifiziert werden. Der charakteristische Arginin-Finger befindet sich an 

Position 264 (Abbildung 25, Arginin-Finger).  
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Neben der gezeigten sehr hohen Sequenzkonservierung der beiden ATPasen konn-

ten für AFG1L2 alle Motive für die ATP-Bindung und –Hydrolyse identifiziert wer-

den. Dies lässt den Schluss zu, dass AFG1L2 in der Tat ein Homolog von AFG1L1 

ist. Somit kann AFG1L2 als Mitglied der Superfamilie der AAA+-ATPasen klassifi-

ziert werden. 

 

 

 

 

 
Abbildung 25: Sequenzvergleich von AFG1L1 und AFG1L2 

Sequenzvergleich von AFG1L1 (At4g3090) mit AFG1L2 (At4g28070). Beide Se-
quenzen sind zu 70 % identisch. Die Aminosäuresequenzen beider Proteine stam-
men von The Arabidopsis Information Resource (www.tair.org). Identische Amino-
säuren sind schwarz, homologe grau hinterlegt. Die für AAA+-ATPasen charakteris-
tischen Motive sind eingezeichnet (schwarze Balken; *: die dafür essentiellen Ami-
nosäuren) 
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4.10.2 Charakterisierung der subzellulären Lokalisierung von AFG1L2 durch 

Vorhersageprogramme und GFP-Fusion 

Nachdem AFG1L2 als Homolog von AFG1L1 und Mitglied der AAA+-ATPase Familie 

charakterisiert wurde, sollte die subzelluläre Lokalisierung analysiert werden. Dazu 

wurde eine bioinformatische Untersuchung mit den Vorhersageprogrammen 

iPSORT, TargetP, MitoProtII, Predotar, WolfPSORT und MultiLoc durchgeführt. Alle 

Programme entschieden sich ausnahmslos für eine Lokalisierung von AFG1L2 im 

Mitochondrium. Ähnlich wie bei AFG1L1 gab es allerdings große Unterschiede in 

der Vorhersage der Prozessierungsstelle. Die von den Programmen iPSORT, Tar-

getP und MitoProtII prognostizierten Prozessierungsstellen liegen danach bei der 

30., 109. bzw. zwölften Aminosäure.  

Um diese bioinformatische Analyse in vivo zu bestätigen, wurde die cDNA, die für 

die Volllängenform von AFG1L2 kodiert, in einem Vector mit C-terminalem GFP-

Anhang fusioniert. Damit wurden anschließend Mesophyll-Protoplasten von 

N. tabacum transient transformiert. Die Fluoreszenzsignale wurden mit einem kon-

fokalen Laserscanning-Mikroskop detektiert (Abbildung 26). 

 

 

 

 

A B C 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26: Transiente Transformation von N. tabacum Protoplasten 

mit AFG1L2-GFP 

Das GFP-Fusionsprotein von AFG1L2 wurde transient in Mesophyll-Protoplasten 
von N. tabacum exprimiert. A: Chlorophyllautofluoreszenz; B: GFP-Fluoreszenz; 
C: Überlagerung beider Signale; der gelbe Balken entspricht 10 µm 
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Das GFP-Signal von AFG1L2-GFP (Abbildung 26B) konnte in kleinen runden Struk-

turen detektiert werden. Abbildung 26A zeigt die chloroplastidäre Autofluoreszenz 

der AAA+-ATPase AFG1L2. Beide Fluoreszenzsignale konnten nicht miteinander 

korreliert werden (Abbildung 26C). Das GFP-Fluoreszenzmuster lässt jedoch dabei 

darauf schließen, dass auch AFG1L2 im Mitochondrium lokalisiert ist.  

4.10.3 Charakterisierung der subzellulären Lokalisierung von AFG1L2 durch 

in vitro Import in Chloroplasten und Mitochondrien 

Nachdem sowohl die bioinformatische Analyse als auch die GFP-Fusion darauf hin-

deuteten, dass AFG1L2 in Mitochondrien lokalisiert ist, wurde dies anschließend 

weiter untersucht. Dazu wurden in vitro Importexperimente in isolierte Mitochond-

rien aus P. sativum durchgeführt. Darüber hinaus wurde die Translokation von 

AFG1L2 in isolierte Chloroplasten untersucht. Für die Translokationsexperimente 

wurde das Volllängenprotein von AFG1L2 (pAFG1L2) zuerst radioaktiv mit 
35S-Methionin in vitro translatiert. Damit wurde anschließend der Import in entwe-

der isolierte Chloroplasten oder Mitochondrien für 20 min nach Standardbedingun-

gen durchgeführt. Jeweils eine Hälfte des Importansatzes wurde mit der Protease 

Thermolysin behandelt, um gebundenes, aber nicht importiertes Vorstufenprotein 

proteolytisch abzubauen. 

Für den Import in Chloroplasten konnte in der nicht mit Thermolysin behandelten 

Probe bei etwa 50 kDa ein radioaktives Protein in geringer Intensität detektiert 

werden (Abbildung 27, Chloro, -Th). Da es der Größe der Vorstufenform von 

AFG1L2 (Abbildung 27, Chloro, TL) entspricht, kann davon ausgegangen werden, 

dass die ATPase zumindest schwach mit den Rezeptoren der äußeren Chlo-

roplastenhüllmembran interagieren kann. Die Vorstufenform pAFG1L2 konnte nach 

dem Verdau mit Thermolysin nicht weiter nachgewiesen werden. Darüber hinaus 

konnten keine weiteren Proteine detektiert werden, die eine mature Form von 

AFG1L2 darstellen. Es ist deshalb davon auszugehen, dass pAFG1L2 nicht in Chlo-

roplasten importiert werden kann.  

Bei den Importexperimenten mit Mitochondrien konnte im protease-freien Ansatz 

(Abbildung 27, Mito, -Th) eine starke Anbindung von pAFG1L2 detektiert werden. 

Darüber hinaus ist eine zusätzliche, etwa 3 kDa kleinere Bande sichtbar, welche 
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gegen Proteolyse geschützt ist (Abbildung 27, Mito, +Th).  Daraus lässt sich fol-

gern, dass es sich dabei um die importierte mature Form von AFG1L2 (mAFG1L2) 

handelt. Demnach können die in vitro Importexperimente die ausschließliche Loka-

lisierung von AFG1L2 in Mitochondrien bestätigen.  

 

 

 

 

 
Abbildung 27: Import von pAFG1L2 in Chloroplasten und Mitochondrien 

Der Import in isolierte Chloroplasten (10 µg Chlorophyll) oder Mitochondrien 
(100 µg Protein) wurde in Anwesenheit von 35S-markiertem pAFG1L1 für 20 min 
bei 25 °C durchgeführt. Nach Reisolierung der Organellen wurde je die Hälfte der 
Ansätze mit Thermolysin behandelt. Th: Thermolysin, pAFG1L2: Vorstufenprotein 
von AFG1L2, mAFG1L2: mature Form von AFG1L2, TL: 5 % des eingesetzten 
Translationsproduktes, Chloro: Chloroplasten, Mito: Mitochondrien 
 

 

 



ERGEBNISSE 

4.11 Identifizierung von Komponenten des chloroplastidären Vesikel-

transportes 

Inhibitorstudien haben darauf hingewiesen, dass sowohl Calmodulin als auch Se-

rin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatasen (PPP) an der Fusion von 

Vesikeln der inneren Chloroplastenhüllmembran mit der Thylakoidmembran betei-

ligt sind. Daher sollte in einem weiteren Teil der Arbeit versucht werden, Mitglie-

der dieser Proteinfamilien im Chloroplasten zu identizieren. 

4.11.1 Calmodulin 

Um chloroplastidäre Calmoduline zu identifizieren, wurde eine Affinitätschroma-

tographie an Fluphenazin-Agarose durchgeführt (Charbonneau and Cormier, 

1979). Fluphenazin ist ein calcium-abhängiger Calmodulin-Antagonist, der die In-

teraktion von Calmodulin mit seinen Zielproteinen hemmt (Hait et al., 1987). 

Stromale Proteine von A. thaliana wurden vor der Inkubation mit der Fluphenazin-

Sepharose auf 4 mM CaCl2 eingestellt und für 10 min bei 82 °C denaturiert. Der 

hitzestabile Überstand wurde dann mit Fluphenazin-Sepharose inkubiert. Nach 

dem Waschen erfolgte die Elution der gebundenen Proteine durch Substitution des 

Calciums mit 5 mM EGTA. Die Eluate wurden vereint, lyophillisiert und in kleinem 

Volumen rekonstituiert. Danach erfolgte die Auftrennung und Analyse über SDS-

PAGE und Silberfärbung. Es konnte eine einzelne Bande bei etwa 19 kDa detek-

tiert werden, die aus dem Gel geschnitten und anschließend massenspektrosko-

pisch analysiert wurde (Abbildung 28). Dabei konnten zwei Massen identifiziert 

werden, die zwei Peptiden des Genproduktes von AT4G03290 zugeordnet werden 

konnten. Dabei handelt es sich um ein potentielles calcium-bindendes Protein na-

mens Calmodulin-like Protein 6 (CML6). Um die chloroplastidäre Lokalisierung von 

CML6 zu verifizieren, wurde das Volllängenprotein zuerst für die transiente Trans-

formation von Mesophyll-Protoplasten von N. tabacum mit einem GFP-Anhang 

C-terminal fusioniert. Das GFP-Signal konnte allerdings im Cytosol und nicht im 

Chloroplasten detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Anschließend durchgeführ-

te in vitro Importstudien in isolierte Chloroplasten bestätigten dieses Ergebnis (Da-

ten nicht gezeigt).  
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Abbildung 28: Affinitätschromatographie an Fluphenazin-Agarose 

Stromale Proteine aus A. thaliana wurden nach der Denaturierung bei 82 °C mit 
Fluphenazin-Agarose inkubiert. Nach dem Waschen erfolgte die Elution durch 
5 mM EGTA. Die Eluate wurden vereint, lyophillisiert und in einem kleinen Volu-
men rekonstituiert. Nach der Auftrennung über SDS-PAGE erfolgte die Visualisie-
rung mittels Silberfärbung. Die bei etwa 19 kDa detektierte Bande wurde anschlie-
ßend massenspektroskopisch analysiert. A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Waschfrak-
tion; E: Eluat 
 

 

 

4.11.2 Serin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatasen 

Um mögliche im Chloroplasten lokalisierte Serin/Threonin-spezifische Phosphopro-

tein Phosphatasen (PPP) zu identifizieren, die am chloroplastidären Vesi-

keltransport beteiligt sein könnten, wurde ein Antikörper (-PP) gegen den Be-

reich von der 70. bis 255. Aminosäure einer 312 Aminosäuren langen PP1-

Phosphatase namens TOPP2 (At5g59160) hergestellt. Da die beiden PPP-

Unterfamilien PP1 und PP2A eine starke Homogenität aufweisen, sollte der po-

lyklonale Antikörper in der Lage sein, Vertreter sowohl beider Unterfamilien als 

auch verschiedener Isoformen innerhalb der Unterfamilien zu detektieren. 
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Abbildung 29: Immunlokalisierung von Serin/Threonin-spezifischen 

Phosphoprotein Phosphatasen 

a: Verschiedene chloroplastidäre Subfraktionen sowie Gesamtchloroplasten von 
P. sativum wurden mit -PP immundekoriert. Bei etwa 35 kDa konnte eine Se-
rin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatase detektiert werden. * zeigt 
eine Kontamination durch RuBisCO an. b: Durch Behandlung der Thylakoid-
membranen mit 500 mM NaCl wurde die Proteinfraktion der extrinsischen Thyla-
koidmembranen erhalten. Diese wurde ebenfalls immundekoriert (links). Silberfär-
bung der gleichen Fraktion (rechts) mit Bereichen für die massenspektroskopische 
Analyse. IE: Proteine der inneren Chloroplastenhüllmembran; OE: Proteine der 
äußeren Chloroplastenhüllmembran; T: Thylakoidproteine; S: stromale Proteine; 
Ch: gesamtchloroplastidäre Proteine; eT: extrinsische Thylakoidmembranproteine; 
-PP: Antikörper gegen Serin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatasen 
 

 

 

Zuerst wurden mit dem Antikörper Serin/Threonin-spezifische Protein Phosphat-

asen in Gesamtchloroplasten und chloroplastidären Subfraktionen von P. sativum 

immundekoriert. Es konnte jeweils ein Protein bei etwa 35 kDa in den Proteinfrak-

tionen der Gesamtchloroplasten, der Thylakoidmembranen und der extrinsischen 

Thylakoidmembranen detektiert werden (Abbildung 29a und b). Da die Immunde-

koration mit extrinsischen Thylakoidmembranproteinen ein stärkeres Signal her-

vorrief, wurde diese Proteinfraktion aus A. thaliana für eine Co-Immuno-

präzipitationen verwendet. Es konnten dabei drei Banden bei etwa 32, 34 und 
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36 kDa immundekoriert werden, deren Mengen jedoch für eine massenspektro-

skopische Analyse nicht ausreichend waren (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurden 

die extrinsischen Thylakoidmembranproteine von A. thaliana über SDS-PAGE auf-

getrennt und alle Proteinbanden im Bereich von etwa 30 bis 36 kDa anschließend 

massenspektroskopisch analysiert (Abb. 29). Die dabei erhaltenen Massen konnten 

Peptiden der Serin/Threonin-spezifischen Protein Phosphatasen TOPP4 

(At2g39840), TOPP6 (At5g43380), TOPP8 (At5g27840), PP2A (At1g10430) und 

PP2A4 (At3g58500) zugeordnet werden. 

Daneben wurde eine andere Methode zur Identifizierung von Protein Phospha-

tasen mittels Affinitätschromatographie an Microcystin-LR-Agarose genutzt (Meek 

et al., 1999). Microcystin-LR ist ein spezifischer Inhibitor von sowohl PP2A- als 

auch PP1-Phosphatasen (Honkanen et al., 1994). Für die Chromatographie wurden 

Gesamtchloroplasten von A. thaliana mit 1 % Decylmaltosid auf Eis solubilisiert. 

Die nach Zentrifugation erhaltene lösliche Proteinfraktion wurde anschließend mit 

Microcystin-LR-Agarose inkubiert. Gebundene Serin/Threonin-spezifische 

Phosphoprotein Phosphatasen wurden nach dem Waschen mit einem Überschuss 

an Microcystin-LR kompetitiv von der Matrix eluiert. Die Proteine wurden anschlie-

ßend über SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Silberfärbung analysiert. So konnte 

eine einzelne Proteinbande bei etwa 35 kDa detektiert werden (Abbildung 30). 

Diese wurde aus dem Gelbereich ausgeschnitten und massenspektroskopisch ana-

lysiert. Wiederum konnten so mehrere Massen identifiziert werden, die Peptiden 

von TOPP5 (At3g46820), TOPP7 (At4g11240), TOPP8 (At5g27840) und PP2A4 

(At3g58500) zugeordnet werden konnten.  

Die durch beide Methoden identifizierten Serin/Threonin-spezifischen Phosphopro-

tein Phosphatasen wurden anschließend als Volllängenproteine mit einem GFP-

Anhang fusioniert, um damit Mesophyll-Protoplasten von N. tabacum transient zu 

transformieren. Dabei ergab sich für keine der Phosphatasen eine eindeutige Lo-

kalisierung im Chloroplasten (Daten nicht gezeigt). Die anschließend durchgeführ-

ten in vitro Importexperimente in Chloroplasten von P. sativum konnten ebenfalls 

keine zweifelsfreie Translokation in das Organell zeigen (Daten nicht gezeigt). 

Darüber hinaus wird für keine der hier isolierten Serin/Threonin-spezifischen Pro-

tein Phosphatasen eine N-terminale Transitsequenz vorhergesagt. Ob die Proteine 
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tatsächlich im Chloroplasten lokalisiert sind und für die Translokation andere, intri-

sische Translokationssignale genutzt werden, müssen weitere Untersuchungen 

zeigen. 

 

 

 

 

 
Abbildung 30: Affinitätschromatographie an Microcystin-LR-Agarose 

Lösliche gesamtchloroplastidäre Proteine von A. thaliana wurden mit Microcystin-
LR-Agarose inkubiert. Nach dem Waschen erfolgte die Elution mit einem Über-
schuss an exogenem Microcystin-LR. A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Waschfraktion; 
E: Elution 
 

 

 

 



DISKUSSION 

5 Diskussion 

Im Gegensatz zu Prokaryoten ist Vesikeltransport in eukaryotischen Organismen 

weit verbreitet. Neben spezifischen Komponenten gibt es auch eine Reihe von Pro-

teinen, die in vielen Vesikeltransportsystemen konserviert sind. Dazu gehören bei-

spielweise hoch- und niedermolekulare GTPasen, AAA+-ATPasen, Calmoduline und 

Serin/Threonin-spezifische Phosphoprotein Phosphatasen. Im Chloroplasten konn-

te durch die Behandlung mit spezifischen Inhibitoren dieser Proteinkomponenten, 

wie beispielsweise Ophiobolin A und Microcystin LR, eine Akkumulation von vesi-

kulären Strukturen zwischen der inneren Chloroplastenhüllmembran und den Thy-

lakoiden beobachtet werden (Westphal et al., 2001). Dadurch ergaben sich erste 

Hinweise, dass Chloroplasten über ein Vesikeltransportsystem eukaryotischen Ur-

sprungs verfügen. Im Zuge dieser Arbeit sollten chloroplastidäre Serin/Threonin-

spezifische Phosphoprotein Phosphatasen und Calmoduline sowie Interaktionspro-

teine von Calmodulin identifiziert werden, die eine mögliche Funktion im Vesi-

keltransportsystem innehaben.  

Es konnten dabei unter anderem drei Proteine, Adl4/DRP1E, RHA1 und AFG1L1, 

identifiziert werden, die mit Calmodulin interagieren. Durchgeführte Untersuchun-

gen zur Verifizierung der chloroplastidären Lokalisierung ergaben jedoch nur für 

ein Protein, AFG1L1, ein positives Resultat. Dieses Protein ist von speziellem Inte-

resse, da es eine AAA+-ATPase (ATPases Associated with a variety of cellular Acti-

vities) darstellte. Diese Proteine sind an einer Vielzahl zellulärer Prozesse beteiligt, 

wie beispielsweise dem Proteinabbau, der DNA Replikation, der homo- und hetero-

typischen Membranfusion und der Microtubuli-Disassemblierung (Erdmann et al., 

1991; Frickey and Lupas, 2004; Hanson and Whiteheart, 2005). Unter anderem 

sind AAA+-ATPasen wie Sec18p/NSF auch an der Vesikelfusion beteiligt, die zu-

mindest bei der homotypischen Membranfusion in S. cerevisiae von Calmodulin 

reguliert wird. 

AAA+-ATPasen gehören zu den P-loop NTPasen und wandeln die freie Energie, die 

sie durch die Hydrolyse von ATP erzeugen, in Konformationsänderungen um. Da 

diese auch auf die Substrate der AAA+-ATPasen weitergeleitet werden, kommt es 

zu den vielfältigsten Remodellierungen der Zielproteine, wie beispielsweise Disas-
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semblierung oder Entfaltung (Frickey and Lupas, 2004; Iyer et al., 2004). Das in 

dieser Arbeit identifizierte AFG1-like Protein 1 (AFG1L1) gehört zu den 

AAA+-ATPasen und wurde als Mitglied der divergenten AFG1-Familie aus einer 

chloroplastidären Subfraktion von A. thaliana durch Affinitätschromatographie an 

Calmodulin-Agarose angereichert (Abbildung 1). Durch Untersuchungen der Se-

kundärstruktur von AFG1L1 konnte bestätigt werden, dass dieses Protein ein Ho-

molog von AFG1 aus S. cerevisiae darstellt. So konnte eine bestimmte Abfolge der 

-Helices und -Stränge der AAA-Domäne, die alle Mitglieder der AAA+-ATPasen 

charakterisiert und von anderen P-loop NTPasen unterscheidet, für AFG1L1 ein-

deutig identifiziert werden (Abbildung 3). Dass innerhalb der AAA-Domäne alle 

Motive für die Bindung und Hydrolyse von ATP ermittelt wurden, spricht für die 

Funktionalität von AFG1L1 (Abbildung 5). 

Das Protein verfügt laut bioinformatischer Untersuchung über eine etwa 

60 Aminosäuren lange N-terminale Präsequenz, die für die Translokation von 

AFG1L1 in Mitochondrien und Chloroplasten genutzt wird (Tabelle 3). Tatsächlich 

konnte die Lokalisierung von AFG1L1 durch in vivo GFP-Fusion in Mitochondrien 

gezeigt werden (Abbildung 2). Durch in vitro Importexperimente konnte weiterhin 

die Translokation von AFG1L1 über die generellen Importwege nicht nur in Mito-

chondrien, sondern darüber hinaus auch in Chloroplasten eindeutig bestätigt wer-

den (Abbildungen 10 und 6). Die Lokalisierung von AFG1L1 in beiden endosymbio-

tischen Organellen spricht dafür, dass diese AAA+-ATPase eine wichtige Funktion 

in Chloroplasten und Mitochondrien innehat. Das Vorstufenprotein von AFG1L1 

wurde in beiden Organellen zu einer jeweils 5,5 kDa kleineren maturen Form pro-

zessiert (Abbildung 14). Dies bedeutet, dass AFG1L1 sowohl in Chloroplasten als 

auch Mitochondrien mit Hilfe eines „ambiguous“ Signalpeptids transloziert. Die 

Organellen sind demnach nicht nur in der Lage, das gleiche Signalpeptid zu erken-

nen, sie prozessieren es auch durch ihre Peptidasen an gleicher Position. Da da-

durch in Chloroplasten und Mitochondrien ein identisches Protein entsteht, wird 

die Annahme unterstützt, dass AFG1L1 eine von beiden Organellen benötigte und 

wahrscheinlich ähnliche Funktion erfüllt. Die Subfraktionierung der Organellen 

konnte darüber hinaus zeigen, dass AFG1L1 ein lösliches Protein ist (Abbildun-

gen 9 und 13). Daher handelt es sich in Chloroplasten wahrscheinlich um ein 
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stromales Protein, während AFG1L1 in Mitochondrien als Matrixprotein vorliegt. 

Die Lokalisierung der AAA+-ATPase in ähnlichen Kompartimenten beider Organel-

len untermauert die postulierte analoge Funktion von AFG1L1. 

Chloroplasten entstanden in eukaryotischen Zellen, die schon ein System für die 

Translokation mitochondrialer Vorstufenproteine besaßen. Deshalb musste sich ein 

unabhängiges System für den Import chloroplastidärer Proteine entwickeln, um 

die Spezifität des Importes in entweder das eine oder das andere Organell zu ge-

währleisten. Daher war es unabdingbar, die Signalsequenzen der Proteine der 

neuen Lage anzupassen, um „Mistargeting“ zu vermeiden. Dadurch ist der Import 

von Proteinen in Chloroplasten oder Mitochondrien normalerweise sehr spezifisch. 

Es existiert aber eine steigende Zahl von Proteinen, die von den Translokasen bei-

der Organellen erkannt und importiert werden (Creissen et al., 1995; Small et al., 

1998). Die meisten dieser dual-lokalisierten Proteine importieren mit Hilfe einer 

„ambiguous“ Targetsequenz. Dabei werden wahrscheinlich unterschiedliche Berei-

che innerhalb des Signalpeptids von den Translokasen der Chloroplasten und Mi-

tochondrien als Importsignal erkannt. Die meisten Proteine, die mittels eines sol-

chen Signals dual in beide Organellen translozieren, sind an der Genexpression 

oder dem Schutz vor oxidativem Stress beteiligt (Peeters and Small, 2001). Be-

sonders hervorzuheben sind dabei die Aminoacyl-tRNA Synthetasen von 

A. thaliana. Von insgesamt 24 Proteinen sind 17 dual in Chloroplasten und Mito-

chondrien lokalisiert (Duchene et al., 2005). Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit 

kann AFG1L1 nun ebenfalls zu den dual in Mitochondrien und Chloroplasten lokali-

sierten Proteinen gezählt werden. Dies konnte eindeutig durch den Import von 

AFG1L1 in einem kompetitiven Dual-Importsystem in Anwesenheit beider Organel-

len gezeigt werden (Abbildung 15). Die duale Lokalisierung dieser löslichen 

AAA+-ATPase konnte darüber hinaus in vivo mittels Immundekorierung beider Or-

ganellen verifiziert werden (Abbildung 16). Allerdings bedeutet die duale Lokalisie-

rung von AFG1L1 nicht zwangsläufig, dass es eine ähnliche „house-keeping“ Funk-

tion wie die bis jetzt beschriebenen dual-lokalisierten Proteine innehat. 

Phylogenetische Studien haben gezeigt, dass AAA+-ATPasen ubiquitär in Pro- und 

Eukaryoten konserviert sind (Iyer et al., 2004; White and Lauring, 2007). Für die 

sowohl in Bakterien als auch in Eukaryoten vorkommende AFG1-Familie wird an-
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genommen, dass sie prokaryotischen Ursprungs ist. Sie wurde wahrscheinlich 

durch Horizontalen Gentransfer von -Proteobakterien über endosymbiotische 

Mitochondrien in Eukaryoten übertragen (Iyer et al., 2004). Allerdings existieren 

keine Homologe von AFG1L1 in Cyanobakterien, den Vorläufern der Chloroplasten. 

Somit ist es wahrscheinlich, dass AFG1L1 ursprünglich eine alleinige Funktion im 

Mitochondrium innehatte. Die evolutionäre Neuerung, dass AFG1L1 nun zusätzlich 

in Chloroplasten lokalisiert ist, könnte dadurch begründet sein, dass AFG1L1 in 

beiden Organellen eine neue Funktion erhielt. Die ursprüngliche Funktion von 

AFG1L1 als AAA+-ATPase in Mitochondrien hingegen wird wahrscheinlich durch ein 

Homolog namens AFG1L2 wahrgenommen. Von AFG1L2 konnte durch GFP-

Fusions- und Importexperimente gezeigt werden, dass es ausschließlich in Mito-

chondrien lokalisiert ist (Abbildungen 26 und 27).  

Ursprünglich wurde AFG1 in S. cerevisiae als Homolog von Sec18p/NSF 

(N-Ethylmaleimide sensitive fusion protein) identifiziert, ein Protein, das eine wich-

tige Funktion im vesikulären Proteintransport vom Endoplasmatischen Reticulum 

zum Golgiapparat innehat (Lee and Wickner, 1992). Sec18p/NSF disassembliert 

den cis-SNARE Komplex während des Fusionsprozesses der Vesikel mit der Golgi-

Membran. Darüber hinaus wurde für AFG1 in S. cerevisiae eine Funktion in der 

Assemblierung der Cytochrom c Oxidase, dem letzten Enzym der mitochondrialen 

Atmungskette, postuliert (Khalimonchuk et al., 2007). So soll AFG1 am proteolyti-

schen Abbau nicht-assemblierter Untereinheiten der Oxidase beteiligt sein, indem 

es mit AAA+-Proteasen zusammenwirkt. Diese Funktion wird in Pflanzen mögli-

cherweise von AFG1L2 übernommen.  

Um die Funktion von AFG1L1 in A. thaliana zu ergründen, wurden erste Experi-

mente mit Chloroplasten durchgeführt. So sollten durch Co-Immunopräzipitation 

eventuelle Interaktionspartner von AFG1L1 identifiziert werden (Abbildung 24). 

Jedes der dabei identifizieren oligomeren Substrate hat eine Funktion im Calvin-

zyklus. Ob und wie AFG1L1 an der CO2-Fixierung im Chloroplasten beteiligt sein 

könnte, muss durch weitere Untersuchungen genau analysiert werden. Denkbar 

wäre eine Prozessierung dieser oligomeren Enzymkomplexe durch AFG1L1, da 

AAA+-ATPasen häufig an der Reifung von Proteinen durch Prozessierung beteiligt 

sind (White and Lauring, 2007). Dies würde auch zur postulierten Funktion von 
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AFG1 in S. cerevisiae passen. Leider zeigen die homozygoten Arabi-

dopsis-Mutanten afg1l1 und afg1l2 unter normalen Wachstumsbedingungen kei-

nen sichtbaren Phänotyp, der Aufschluss über die Funktion dieser Proteine geben 

könnte. Dies lässt entweder den Schluss zu, dass unter diesen Bedingungen kei-

nes der beiden Protein essentiell ist, oder dass sie sich gegenseitig in ihrer Funkti-

on ersetzen können. Im letzteren Fall könnte eine afg1l1/afg1l2 Doppelmutante 

darüber Aufschluss geben, an welchem physiologischen Prozess beide ATPasen 

beteiligt sind. 

AFG1L1 konnte durch seine Fähigkeit, Calmodulin zu binden, angereichert werden 

(Abbildung 1). Dies deutet darauf hin, dass AFG1L1 eine zusätzliche Domäne zur 

Interaktion mit Calmodulin besitzt. Calmodulin ist ein ubiquitär in Eukaryoten vor-

kommendes Protein, das aufgrund eines inter- oder intrazellulären Signals ein-

strömende Calciumionen bindet. Damit stellt Calmodulin eine der wichtigsten 

Komponenten des Calcium-Signalnetzwerkes der eukaryotischen Zelle dar. Über 

die Assoziation an seine Zielproteine ist Calmodulin in der Lage, dieses Calcium-

signal weiterzugeben und eine spezifische zelluläre Antwort hervorzurufen. Neben 

der für die ATP-Hydrolyse notwendigen AAA-Domäne ergibt sich die funktionelle 

Vielfalt der AAA+-ATPasen durch eine große Anzahl weiterer Domänen (Hanson 

and Whiteheart, 2005). Diese können N- oder C-terminal außerhalb der 

AAA-Domäne lokalisiert sein und die Aktivität bzw. Spezifität der AAA+-ATPase be-

einflussen. Daher könnte eine Calmodulin-Bindedomäne innerhalb des N- oder C-

terminalen Bereiches von AFG1L1 lokalisiert sein. Durch in vitro Analysen mit re-

kombinantem AFG1L1 konnte nicht nur die calcium-abhängige Bindung der 

AAA+-ATPase an Calmodulin verifiziert werden (Abbildungen 17 und 18). Die Un-

tersuchungen ergaben unerwarteter Weise auch, dass sich die Calmodulin-

Bindedomäne von AFG1L1 nicht in der N- oder C-terminalen Domäne befindet 

(Abbildung 19). Stattdessen ist sie direkt vor dem Walker A Motiv inmitten der 

AAA-Domäne lokalisiert. Es ist allerdings auch von anderen AAA+-ATPasen be-

kannt, dass regulatorische Domänen innerhalb der AAA-Domäne lokalisiert sein 

können und zum Beispiel die Bindung an eine interagierende Untereinheit vermit-

teln (Kim et al., 2001). 
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Für die N-terminalen Domänen der AAA+-ATPasen ist bekannt, dass sie für die 

Interaktionen mit den Substraten verantwortlich sind. Da sich die Calmodulin-

Bindedomäne von AFG1L1 nicht in der N-terminalen Domäne befindet, scheinen 

sich beide Bindestellen nicht räumlich nahe zu sein und sich somit wahrscheinlich 

nicht negativ zu beeinflussen. Viele AAA+-ATPasen haben eine zweite 

AAA-Domäne, die oft keine katalytische Aktivität mehr aufweist. Für diese Domä-

nen wird postuliert, dass sie die Oligomerisierung der AAA+-ATPase unterstützen. 

Bei der C-terminalen Domäne von AFG1L1 könnte es sich um eine degenerierte 

zweite AAA-Domäne handeln, da sie keinerlei Homologie zu anderen bekannten 

Proteinmotiven zeigt. Demnach könnte die C-terminale Domäne von AFG1L1 eine 

Funktion in der Oligomerisierung wahrnehmen. Die meisten AAA+-ATPasen as-

semblieren in oligomere Komplexe, meist Hexamere. Dadurch entsteht im Inneren 

des Komplexes eine Pore, durch die Substrate geschleust werden können 

(Hinnerwisch et al., 2005). Untersuchungen mit rekombinantem AFG1L1 konnten 

zeigen, dass die AAA+-ATPase in der Lage ist, zu oligomerisieren (Abbildung 23). 

Dabei zeigt Calmodulin sogar einen positiven Effekt auf die Ausbildung besonders 

hochmolekularer AFG1L1-Komplexe. Demnach scheint die Bindung von Calmodulin 

keinen Einfluss auf die allgemeine Funktion von AFG1L1 in Bezug auf die Sub-

stratspezifität auszuüben. Calmodulin könnte aber eine regulatorische Funktion in 

der Assemblierung besitzen.  

Die innerhalb der AAA-Domäne liegende Calmodulin-Bindedomäne grenzt 

N-terminal an das Walker A Motiv an, das für die Bindung und Hydrolyse von ATP 

essentiell ist. Durch die große räumliche Nähe der Bindestellen für Calmodulin und 

ATP besteht die Möglichkeit, dass beide miteinander interferieren. Durch die schon 

erwähnte Hexamerisierung von AAA+-ATPasen erlangen diese außerdem ihre akti-

ve Form, da die ATP-Bindestellen der AFG1L1-Monomere in räumlicher Nähe zu-

einander zur kooperativen ATP-Hydrolyse fähig sind (Hattendorf and Lindquist, 

2002). Wie schon angeführt, findet die Ausbildung oligomerer Komplexe von 

AFG1L1 in Anwesenheit von Calmodulin in verstärktem Maße statt. Indem Calmo-

dulin durch die Oligomerisierung die Fähigkeit von AFG1L1 zur ATP-Hydrolyse an-

regt, könnte es einen positiven Einfluss auf die katalytische Aktivität von AFG1L1 

ausüben. Dies lässt sich gut mit der Tatsache vereinbaren, dass durch die Bindung 
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von Calmodulin an seine Zielproteine deren Aktivität induziert oder gesteigert wird. 

Durch die Wirkung von Calmodulin auf AFG1L1 lässt sich somit die regulatorische 

Funktion der AAA+-ATPase mit dem Calcium-Signalnetzwerk der eukaryotischen 

Zelle verbinden. 

Der Sequenzvergleich der Calmodulin-Bindedomäne von AFG1L1 mit Homologen 

anderer pflanzlicher Organismen wie V. vinifera und P. trichocarpa ergab eine be-

merkenswerte Konservierung (Abbildung 22). Dies legt nahe, dass AFG1L1 auch in 

anderen Pflanzen durch Calmodulin reguliert wird. Diese Konservierung ist jedoch 

bei nicht-pflanzlichen Organismen wie H. sapiens und D. melanogaster nicht ge-

geben. Auch das Homolog AFG1 aus S. cerevisiae besitzt keine signifikante Ähn-

lichkeit im Sequenzbereich der CaMBD. Dies deutet darauf hin, dass die zusätzli-

che Domäne von AFG1L1 zur Interaktion mit Calmodulin wahrscheinlich aus-

schließlich eine Pflanzen-spezifische Besonderheit darstellt. Wie bereits erwähnt, 

ist AFG1L1 prokaryotischen Ursprungs, während Calmodulin bis dato nur in Euka-

ryoten gezeigt ist. Demnach handelt es sich bei der Pflanzen-spezifischen Calmo-

dulin-Bindedomäne von AFG1L1 um ein Charakteristikum, das der AFG1-Familie 

erst nach der endosymbiotischen Entstehung von Chloroplasten und Mitochondrien 

hinzugefügt wurde. In diesem Zusammenhang ist es sehr interessant, dass weite-

re Analysen auf Nukleotidebene zeigten, dass die komplette Calmodulin-

Bindedomäne zusammen mit dem Walker A Motiv im gleichen Exon 4 kodiert ist. 

Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Domäne nachträglich in das Gen 

eingefügt worden ist. Es spricht außerdem dafür, dass die Calmodulin-

Bindedomäne essentiell für AFG1L1 ist, da sie zusammen mit dem ebenfalls für die 

Aktivität unabdingbaren Walker A Motiv kodiert wird. 

AFG1L1 ist in den beiden endosymbiotischen Organellen Mitochondrium und Chlo-

roplast lokalisiert. Dabei wird die Aktivität der AAA+-ATPase wahrscheinlich durch 

Calcium/Calmodulin in beiden Organellen positiv beeinflusst. Dies lässt die Vermu-

tung zu, dass sowohl Mitochondrien als auch Chloroplasten in das durch Calmodu-

lin vermittelte Calcium-Signalnetzwerk der pflanzlichen Zelle integriert wurden und 

nun darüber reguliert werden können. 



ZUSAMMENFASSUNG 

6 Zusammenfassung 

AAA+-ATPasen (ATPases Associated with a variety of cellular Activities) gehören zu 

der ubiquitär verbreiteten Familie der P-loop NTPasen. Sie sind an vielfältigen Pro-

zessen beteiligt, wie zum Beispiel dem Proteinabbau, der DNA Replikation und der 

homo- und heterotypischen Membranfusion. In dieser Arbeit wurde mittels Affini-

tätschromatographie an Calmodulin-Agarose ein Protein namens AFG1-like ATPase 

(AFG1L1) aus einer chloroplastidären Subfraktion von A. thaliana isoliert. Durch 

Analyse der Primär- und Sekundärstruktur konnten eindeutig alle Charakteristika 

bestimmt werden, die AFG1L1 als Mitglied der AAA+-ATPasen identifiziert. Durch 

in vitro Importexperimente sowie durch in vivo Immundekoration konnte gezeigt 

werden, dass das 50 kDa große AFG1L1 dual in der Matrix der Mitochondrien und 

dem Stroma der Chloroplasten lokalisiert ist. Die Translokation erfolgt mit Hilfe 

eines abspaltbaren N-terminalen Transitpeptids, das in beiden Organellen iden-

tisch prozessiert wird. Dabei nutzen die Chloroplasten und Mitochondrien ein „am-

biguous“ Transitpeptid von AFG1L1, um die AAA+-ATPase über die generellen Im-

portwege und die TOC und TIC bzw. TOM und TIM23 Translokasen zu importie-

ren. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass AFG1L1 in der Lage ist, Calcium-

abhängig an Calmodulin zu binden. Die Calmodulin-Bindedomäne bildet dabei eine 

amphiphile -Helix aus und liegt im Bereich zwischen Arg144 und Val161 inmitten 

der AAA-Domäne, die für die Bindung und Hydrolyse von ATP der AAA+-ATPasen 

verantwortlich ist. Da eine solche Domäne nur in Homologen anderer Pflanzen zu 

beobachten ist, handelt es sich bei der Calmodulin-Bindung von AFG1L1 wahr-

scheinlich um ein evolutionär neues, Pflanzen-spezifisches Charakteristikum. Wie 

fast alle AAA+-ATPasen ist auch AFG1L1 in der Lage, zu oligomerisieren. Es konnte 

gezeigt werden, dass dies durch die Bindung von Calmodulin an AFG1L1 sogar 

verstärkt wird. Somit könnte die Fähigkeit der AAA+-ATPase, Calmodulin zu bin-

den, einen positiven Effekt auf die katalytische Aktivität von AFG1L1 ausüben. 

Durch die duale Lokalisierung des Calmodulin-bindenden AFG1L1 ergibt sich dabei 

die Möglichkeit, eine bestimmte Funktion in Chloroplasten und Mitochondrien ge-

meinsam durch ein Calcium-Signal der Zelle zu regulieren. 

 

89 



ABSTRACT 

7 Abstract 

AAA+-ATPases (ATPases Associated with a variety of cellular Activities) belong to 

the family of P-loop NTPases and are ubiquitously distributed throughout all king-

doms. They function in a variety of different processes e.g. protein degradation, 

DNA replication, as well as homo- and heterotypic membrane fusion. In this the-

sis, a protein named AFG1-like ATPase (AFG1L1) was purified from a chloroplast 

subfraction from A. thaliana via affinity chromatography on calmodulin-agarose. 

Analysis of the primary and secondary structure of AFG1L1 revealed all features 

characteristic of members of the AAA+-ATPase family. It was shown by in vitro 

import assays that the 50 kDa AFG1L1 dually localizes to the mitochondrial matrix 

and the chloroplast stroma. This could also be confirmed by in vivo immunodeco-

ration. Translocation is achieved by using a cleavable, N-terminal “ambiguous” 

transitpeptide, that is cleaved off after import by the peptidases of both organelles 

at the same position. Import of AFG1L1 occurs via the general import pathways 

into chloroplasts and mitochondria, using the TOC/TIC and TOM/TIM23 translo-

cases, respectively. Furthermore, it was shown that the AAA+-ATPase binds 

calmodulin in a calcium-dependent fashion. The calmodulin-binding domain adopts 

an amphiphilic -helical structure and is located between Arg144 und Val161 in the 

AAA-domain which is responsible for ATP binding and hydrolysis. Since this do-

main is found exclusively in other plant homologues it seems likely that the ability 

of AFG1L1 to bind calmodulin is an evolutionary novel, plant-specific trait. Like 

most other AAA+-ATPases, AFG1L1 is also able to oligomerize. It was shown that 

binding to calmodulin can enhance this process. Therefore, binding of AFG1L1 to 

calmodulin could have a positive effect on the catalytic activity of this 

AAA+-ATPase. Dual localization of the same calmodulin-binding ATPase AFG1L1 

thereby provides a means to regulate a specific function in both chloroplasts and 

mitochondria in a concerted fashion via incorporation into the calcium-signaling 

network of the cell. 
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8 Abkürzungen 

AP Alkalische Phosphatase 

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat 

CaM Calmodulin 

CaMBD Calmodulin-Bindungsdomäne 

CAP m7-Guanosin (5’) ppp (5’) Guanosin 

EDC 1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl]Carbodiimid Hydrochlorid 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA Ethylenglykolaminoethylethertetraessigsäure 

GFP Grün-fluoreszierendes Protein 

Hepes N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonsäure 

HRP Horseradish/Meerrettich-Peroxidase 

IE innere Chloroplastenhüllmembran 

IM innere Mitochondrienmembran 

IMS Intermembranraum 

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

MTX Matrix (der Mitochondrien) 

NBT 4-Nitrotetrazoliumchlorid Blauhydrat 

OE äußere Chloroplastenhüllmembran 

OM äußere Mitochondrienmembran 

PPP Phosphoprotein Phosphatase 

PVDF Polyvinyldifluorid 

RuBisCO Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxlase/Oxygenase 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese 

SSU kleine Untereinheit der RuBisCO 

Sulfo-NHS Sulfo-N-Hydroxysulfosuccinimid 

TES N-Tris(Hydroxymethyl)Methyl-2-Aminoethansulfonsäure 

TIC Translokase der inneren Chloroplastenhüllmembran 

TIM Translokase der inneren Mitochondrienmembran 

TL Translationsprodukt 

TOC Translokase der äußeren Chloroplastenhüllmembran 
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TOM Translokase der äußeren Mitochondrienmembran 

TOPP Type One Protein Phosphatases 

Tricine N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
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Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit erzeugten Konstrukte 
Die Zahlen bezeichnen die Position der Aminosäuren; AS: Aminosäure; N-terminal 
bzw. C-terminal: verkürztes Konstrukt im Amino- bzw. Carboxy-Terminus 
 

 

Konstrukt 
 

Vektor 
 

Verwendung 
 

Beschreibung 

pOL-pAFG1L1 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pAFG1L1 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pAFG1L2 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pAFG1L1 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pET-mAFG1L160-497 pET21.d heterologe Expression matures Protein 

pET-mAFG1L160-380 pET21.d heterologe Expression C-terminal bis 380. AS 

pET-mAFG1L160-292 pET21.d heterologe Expression C-terminal bis 292. AS 

pET-mAFG1L1103-497 pET21.d heterologe Expression N-terminal ab 103. AS 

pET-mAFG1L1133-497 pET21.d heterologe Expression N-terminal ab 133. AS 

pET-mAFG1L1159-497 pET21.d heterologe Expression N-terminal ab 159. AS 

pET-mAFG1L1141-161 pET21.d heterologe Expression Protein ohne AS 141-161 

pOL-pAdl4 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pAdl4 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pRHA1 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pRHA1 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pCML6 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pCML6 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pET-TOPP270-255 pET21.d heterologe Expression Protein von AS 70-255 

pOL-pTOPP4 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pTOPP4 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pTOPP5 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pTOPP5 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 
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Konstrukt 
 

Vektor 
 

Verwendung 
 

Beschreibung 

pOL-pTOPP6 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pTOPP6 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pTOPP7 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pTOPP7 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pTOPP8 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pTOPP8 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pPP2A pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pPP2A pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 

pOL-pPP2A4 pOL-LP Protoplasten-Transformation Vorstufenprotein 

pSP-pPP2A4 pSP65 Transkription/Translation Vorstufenprotein 
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