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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Der Ursprung der oxygenen Photosynthese

Das Leben auf der Erde hat sich vor etwa 3,8 - 4 Milliarden Jahren entwickelt
(Xiong und Bauer, 2002). Der Ubergang von einem anoxygenen zu einem sauer-
stoffreichen Planeten, der sich ca. 1 Milliarden Jahre danach ereignete, steht
dabei in enger Verbindung mit dem Auftreten der ersten Cyanobakterien und der
Evolution der oxygenen Photosynthese (Lyons, 2007). Vorganger der heutigen
Cyanobakterien entwickelten diese Methode der Energiegewinnung, in der die
Umwandlung von Lichtenergie zu chemischer Energie mit der Freisetzung von
Sauerstoff einhergeht. Die Befahigung zur oxygenen Photosynthese ist das wich-
tigste Charakteristikum von Pflanzen und Cyanobakterien, da der in der Erdatmos-
phare vorhandene Sauerstoff nahezu vollstandig das Produkt dieses Prozesses ist.
Oxygene Photosynthese, wie sie heute in den Plastiden von Algen und héheren
Pflanzen stattfindet, entwickelte sich einst aus einer simpleren, anoxygenen Form
und bendtigt die enge Zusammenarbeit zweier Photosysteme. Diese sind auf den
Thylakoiden, einem internen Membransystem, das nicht mit der Plasma- oder der
inneren Hullmembran in Verbindung steht und von den Vorgangern der heutigen
Cyanobakterien etabliert wurde, lokalisiert. Die Thylakoidmembran ist eines der
wenigen Beispiele fur Endomembransysteme in Bakterien und eine wesentliche

Vorraussetzung fur eine effiziente oxygene Photosynthese.

1.2 Die Entstehung der Chloroplasten

Chloroplasten sind die charakteristischen Organellen photosynthetischer Algen
und Pflanzen, in denen die Primarreaktionen der oxygenen Photosynthese ablau-
fen. Eukaryoten haben die oxygene Photosynthese allerdings nicht selbst etabliert,
der Prozess entwickelte sich mehr als zwei Milliarden Jahre zuvor in den Vorlau-
fern der heutigen Cyanobakterien (Archibald, 2009). Eukaryoten erlangten diese
Fahigkeit schlieBlich durch den Prozess der primaren Endosymbiose, d.h. der Auf-
nahme und stabilen Integration eines Organismus durch einen anderen. Die endo-

symbiotische Integration eines freilebenden Cyanobakterien-ahnlichen Prokaryo-
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ten in eine eukaryotische Wirtszelle produzierte im Laufe der Evolution drei auto-
trophe Hauptlinien: die Rotalgen, die Grunalgen (sowie ihre Nachkommen, die
Pflanzen) und die Glaukophyten.

Ein wichtiger Aspekt der endosymbiotischen Schépfung des Chloroplasten war die
EinfUhrung der oxygenen Photosynthese in das eukaryotische Reich. Allerdings
war die Photosynthese nicht die einzige Fahigkeit, die durch die Aufnahme des
Cyanobakteriums wahrend der Chloroplastenevolution dbernommen wurde. Viele
metabolische Kapazitaten der Pflanzenzelle gehen heute auf Prozesse zurlck, die
in Chloroplasten stattfinden (z.B. Fettsaurebiosynthese, Nitrit- und Sulfatreduktion,

Aminosauresynthese).

1.3 Thylakoidbiosynthese und Vesikeltransport

Thylakoide sind die photosynthetisch aktiven Membranen in Cyanobakterien und
Chloroplasten. Das Thylakoidmembransystem entwickelte sich in Cyanobakterien
zeitgleich mit der Evolution der oxygenen Photosynthese und erzeugte ein neues
Kompartiment in der Zelle, das Thylakoidlumen (Vothknecht und Soll, 2005).
Thylakoide sind exklusiv in Organismen vorhanden, die zur oxygenen Photosyn-
these befahigt sind und die Mdoglichkeiten, ein solches Membransystem aufzu-
bauen und zu modifizieren, wurden vom cyanobakteriellen Endosymbionten auf
den Chloroplasten Ubertragen. Thylakoidmembranen beinhalten eine Lipiddoppel-
schicht einzigartiger Komposition im Hinblick auf die Lipidzusammensetzung und
die Menge der enthaltenen Proteinkomplexe (Benning, 2009). Die Thylakoidmem-
bran von Chloroplasten enthalt die bedeutendsten photosynthetischen Komplexe,
die aus mehreren im Kern sowie in den Chloroplasten kodierten Untereinheiten
zusammengesetzt sind (Schiinemann, 2007).

Trotz der wichtigen Funktion dieses Membransystems ist bislang relativ wenig
uber die einleitenden Schritte der Thylakoidbiogenese wahrend der Entwicklung
von Chloroplasten aus undifferenzierten Proplastiden bekannt. Sie scheint aller-
dings mit einer Invagination der inneren Hullmembran zu beginnen (Muehlethaler
und Frey-Wyssling 1959). Die Bildung der Thylakoid-Lipiddoppelschicht ist dabei
eng gekoppelt an die Akkumulation der photosynthetischen Proteinkomponenten.

Die Komplexitat der Thylakoidbiosynthese entsteht aus der Tatsache, dass vier



EINLEITUNG

Membransysteme an diesem Prozess beteiligt sind: Die Thylakoidmembran als
ultimativer Empfanger polarer Lipide, sowie die auldere und innere Chloroplasten-
hallmembran und das Endoplasmatische Retikulum (ER, Benning, 2009) als Orte
der Lipidsynthese. Arabidopsis gehort zu der Gruppe von Pflanzen, die Thylakoid-
Glycerolipide de novo an den chloroplastidaren Hullmembranen herstellen kénnen.
Zusatzlich kénnen Thylakoid-Lipidvorstufen, die vom ER synthetisiert wurden,
importiert werden.

Frahere elektronenmikroskopische Studien zeigten, dass das Stroma unter be-
stimmten Bedingungen vesikelahnliche Strukturen zwischen der inneren Hullmem-
bran und der auflieren Thylakoidmembran aufweist (Muehlethaler und Frey-Wyss-
ling, 1959). Die Strukturen wurden als Transportvesikel deklariert, speziell nach-
dem in vivo und in organellar-Studien zeigten, dass diese Vesikel unter Bedin-
gungen akkumulieren, die Vesikelfusionen in eukaryotischen Systemen inhibieren
(Westphal et al., 2001b). Weitere Analysen bestatigten die Prasenz eines vesiku-
laren Transportsystems als ein gemeinsames Charakteristikum von Gefal3pflan-
zen (Westphal et al., 2001b). Die exakte Rolle eines solchen Transportsystems
muss noch geklart werden, allerdings ist eine thematisierte Funktion die Instand-
haltung des Thylakoidmembran-Systems in maturen Chloroplasten, wo eine
Verbindung zwischen den Thylakoiden und der inneren Hullmembran nicht langer
existiert. Es wird angenommen, dass die Vesikel Lipide von der inneren Hullmem-
bran zur Thylakoidmembran transportieren, da die Thylakoidmembran keine Mog-
lichkeiten besitzt die Lipide, aus denen sie zusammengesetzt ist, selbst herzu-
stellen. Es ist durchaus maoglich, dass in den Vesikeln noch andere Komponenten
transportiert werden. Da Vesikel im Cytosol haufig fur den Transport von Proteinen
genutzt werden, ist es vorstellbar, dass solch ein System auch in Chloroplasten
Verwendung findet. Zum Verstandnis der Thylakoidbiogenese ist es daher hilfreich,
Komponenten in Pflanzen zu identifizieren, die in diesem Prozess eine Rolle spie-

len und diese zu charakterisieren.

1.4 Bedeutung von Vippl fur die Thylakoidbiogenese

Vipp1 (Vesicle inducing Protein in Plastids 1) wurde im Jahre 1994 von Li und

Mitarbeitern erstmal als Protein beschrieben, das in Chloroplasten lokalisiert ist
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(Li et al., 1994). Wie die meisten chloroplastidaren Proteine wird Vipp1 im Zellkern
kodiert, von cytosolischen Ribosomen als Vorstufenprotein translatiert und nach
dem Import in den Chloroplasten zu einer maturen Form von etwa 30 kDa prozes-
siert.

Das Protein Vipp1 aus Arabidopsis thaliana wurde aufgrund des Phanotyps von
Mutanten, in denen die Expression des Vipp1-Gens durch eine TDNA-Insertion in
der Promotorregion auf 20 % des Wildtyp-Gehalts reduziert ist, mit dem Prozess
der Thylakoidbiogenese in Verbindung gebracht. Vipp1-Mutanten sind nicht langer
in der Lage, ein funktionales Thylakoidmembran-System aufzubauen (Kroll et
al., 2001). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten dieser Pflan-
zen zeigten ein schwer geschadigtes Thylakoidsystem, das aus wenigen unstruk-
turierten Lamellen besteht und im Laufe der Entwicklung fast vollstandig degra-
diert. Als Konsequenz zeigen Vipp1-Mutanten ein albinotisches Erscheinungsbild
und weisen erhebliche Einschrankungen in der Durchfihrung der oxygenen
Photosynthese auf. Eine drastische Reduktion des Vipp1-Gehalts in Synecho-
cystis PCC6803 resultierte in einem ahnlichen Phanotyp, was die in A. thaliana
ermittelten Ergebnisse zur Funktion von Vipp1 auch fur Cyanobakterien bestatigt
(Westphal et al., 2001a). Die Verminderung des Vipp1-Proteins in A. thaliana
fuhrte zusatzlich zu Defiziten in der Vesikelabschnurung von der inneren Hullmem-
bran der Chloroplasten, was ein Hinweis darauf ist, dass zwischen Vipp1, der
Thylakoidbiogenese und dem Vesikeltransport ein Zusammenhang besteht (Kroll
et al., 2001). Im Gegensatz zum Vesikeltransport, der auf Landpflanzen begrenzt
zu sein scheint, ist das Vipp1-Protein jedoch auch in Cyanobakterien und
Grlunalgen vorhanden (Kroll et al., 2001, Westphal et al., 2001b), was eine auf den

Vesikeltransport beschrankte Funktion ausschlief3t.

1.5 PspA, ein Homolog von Vippl in Bakterien

Gene, die fur Vipp1-Proteine kodieren, kommen in nahezu allen Organismen vor,
die oxygene Photosynthese betreiben. Darlber hinaus wurden in vielen heterotro-
phen Bakterien Homologe von Vipp1 in Form von PspA, einer Untereinheit des
bakteriellen ,Phage Shock Operons® gefunden. Das Phage Shock Protein (Psp) -

System antwortet auf extracytoplasmatischen Stress, der den Energie-Status der
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Bakterienzelle reduziert. Verschiedene Stressoren, wie beispielsweise die Infek-
tion von Bakterienzellen mit flamentdsen Phagen (Brissette et al., 1990), die Inhi-
bierung der Lipidbiosynthese (Bergler et al., 1994) und die Misslokalisation oder
Blockierung der Protein-Exportmaschinerie (DeLisa et al., 2004, Kleerebezem et
al., 1996, Kleerebezem und Tommassen, 1993) induzieren die Expression der
Psp-Gene. Das Psp-System umfasst insgesamt sieben Proteine, deren Expres-
sion vom psp-Regulon reguliert wird (Darwin, 2005). Die Transkription der psp-
Gene bendtigt den Transkriptionsaktivator PspF, dem eine N-terminale regulato-
rischen Domane fehlt und der stattdessen negativ durch PspA reguliert wird. PspA
regelt somit seine eigene Expression durch die Interaktion mit dem Transkriptions-
faktor PspF (Dworkin et al., 2000, Elderkin et al., 2002). PspA-PspF-Interaktionen
inhibieren die ATPase-Aktivitat von PspF, was in einer Inhibierung der PspF-
abhangigen Genexpression resultiert. Unter normalen Bedingungen wird die
PspF-Aktivitat also von PspA unterbunden (Dworkin et al., 2000, Elderkin et al.,
2005, Elderkin et al., 2002). Ein Verlust der Membranintegritat fuhrt allerdings zu
einer Aufhebung der negativen Regulation und einer Aktivierung der o>*-abhan-
gigen Transkription durch PspF (Jovanovic et al., 1996, Kleerebezem und
Tommassen, 1996, Lloyd et al., 2004, Model et al., 1997).

PspA ist ein etwa 25 kDa grolRes, hydrophiles Protein, das keinerlei Sequenzcha-
rakteristiken integraler Membranproteine aufweist, in Bakterienzellen allerdings mit
Membranen assoziiert ist (Brissette et al., 1990, Cserzo et al., 1997, Kobayashi et
al., 2007). Es ist das mit Abstand mengenmallig herausragendste Protein des
Psp-Systems und fur viele Phanotypen, die mit diesem in Verbindung gebracht
werden, verantwortlich. Es wird vermutet, dass PspA einen Effektor darstellt, der
fur die Aufrechterhaltung der cytoplasmatischen Membranintegritat und / oder der
Protonenmotorischen Kraft in diversen Stresssituationen eine Rolle spielt. Die
genaue Funktion von PspA konnte bisher noch nicht eruiert werden, allerdings gibt
es Hinweise darauf, dass PspA in Escherichia coli in der Lage ist, Protonenlecks
der bakteriellen Plasmamembran zu reparieren (Kobayashi et al., 2007).

Viele Cyanobakterien exprimieren sowohl PspA als auch Vipp1. Die Gene beider
Proteine sind im Genom des Cyanobakteriums Anabaena benachbart lokalisiert
und weisen einen Abstand von lediglich 162 Basenpaaren auf, so dass vermutet

wird, dass Vipp1 einst durch Gendublikation aus PspA hervorgegangen ist. Vipp1



EINLEITUNG

wurde dann wahrscheinlich vom cyanobakteriellen Endosymbionten ins Pflanzen-
genom eingeflhrt. Wahrend viele Cyanobakterien in der Lage sind, sowohl PspA
als auch Vipp1 zu synthetisieren, wurden bislang noch keine pflanzlichen Vertreter
ermittelt, in denen ebenfalls beide Proteine vorkommen. Dies lasst darauf
schliellen, dass PspA entweder schon im urspriinglichen Endosymbionten gefehlt
hat oder den Pflanzenzellen zumindest relativ frih verloren ging. Phylogenetische
Analysen zeigen eine starke Homologie zwischen pflanzlichen und cyanobakteriel-
len Vipp1-Proteinen. Auch cyanobakterielle PspA-Proteine sind im phylogeneti-
schen Stammbaum in derselben Gruppe lokalisiert, wahrend die PspA-Proteine
heterotropher Bakterien eine eigene Verzweigung bilden (Westphal et al., 2001b)
Vipp1 und PspA zeigen eine eher niedrige Homologie in ihrer Primarsequenz,
dennoch sind die Sekundar- und Tertiarstruktur beider Proteine hochkonserviert
(Bultema et al., 2010, Westphal et al., 2001b). Sowohl Vipp1 als auch sein Homo-
log PspA weisen eine weitgehend a-helikale Strukur auf, die durch Coiled Coil-
Bildung gekennzeichnet ist. Wie es fur Proteine mit einem solchen strukturellen
Motiv typisch ist, bilden sowohl PspA als auch Vipp1 hochmolekulare Komplexe.
PspA tritt in bakteriellen Zellen somit als ringférmiger Komplex auf, dessen Mole-
kulargewicht ungefahr 1 MDa umfasst und der in einer 9-fachen Rotationssym-
metrie arrangiert ist (Hankamer et al., 2004). In einen Komplex sind insgesamt
36 PspA-Monomere integriert. Diese Sekundar- und Tertiarstruktur ist auch in
Vipp1-Proteinen weitestgehend erhalten (Aseeva et al., 2004, Fuhrmann
et al., 2009).

Die signifikante strukturelle Ahnlichkeit von Vipp1 und seinem Homolog PspA lie
zunachst auf eine ahnliche Wirkweise spekulieren. Tatsachlich ist Vipp1 in man-
chen Situationen in der Lage, die Funktion von PspA zu Ubernehmen. So konnte
Vipp1 aus Synechocystis PPC 6803 in PspA-Mutanten die Exporteffizienz des Tat-
Weges signifikant erhdhen (DeLisa et al., 2004). Im Gegensatz dazu resultierte die
starke Reduktion des Vipp1-Gehalts in Synechocystis in einem drastischen
Phanotyp, was impliziert, dass das verbleibende PspA nicht in der Lage ist, das
Vipp1-Defizit auszugleichen (Westphal et al., 2001b).

Vipp1-und PspA-Proteine unterscheiden sich durch eine C-terminale Extension
von etwa 30 Aminosauren, die ein generelles Charakteristikum von Vipp1 darstellt,

PspA aber ganzlich fehlt (Westphal et al., 2001b). Die Vipp1-spezifische C-termi-
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nale Verlangerung wurde als offensichtliches Unterscheidungsmerkmal zwischen
den beiden Proteinen mit der neu erworbenen Funktion von Vipp1 in der Thyla-
koidbiogenese in Verbindung gebracht (Aseeva et al., 2004, Westphal et al., 2001).
Das Fehlen dieser Sequenz in PspA-Proteinen ware eine Erklarung dafur, dass

PspA die Funktion von Vipp1 nicht komplementieren kann.

1.6 Oligomerisierung Vippl

Die Analyse nativer Proteinkomplexe aus Chloroplasten von A. thaliana mittels
Blue Native PAGE (BN-PAGE) und GroRenausschluss-Chromatographie (GAC)
identifizierte Vipp1 als einen hochmolekularen Komplex von etwa 2 MDa. Die
Assemblierung zum Oligomer erfolgte ebenfalls mit rekombinantem Protein, was
zu der Annahme fihrte, dass an der Komplexbildung keine weiteren Proteine
beteiligt sind und sich der Komplex aus multiplen Kopien von Vipp1 zusammen-
setzt (Aseeva et al., 2004). Dabei wird davon ausgegangen, dass die kleinste
funktionelle Untereinheit des Vipp1-Komplexes ein Vipp1-Tetramer darstellt
(Bultema et al., 2010, Fuhrmann et al., 2009). Transmissionselektronenmikros-
kopie-Aufnahmen (TEM) von heterolog exprimiertem Vipp1 eruierten eine ringfor-
mige Struktur fur das Vipp1-Homooligomer, die ahnlich ist zu der, die bereits fur
das PspA Protein bekannt ist (Aseeva et al.,, 2004, Hankamer et al., 2004).
Aufgrund des mittels GAC errechneten Molekulargewichts und der in TEM-Auf-
nahmen ermittelten Mal3en der Vipp1-Komplexe wird angenommen, dass sich das
hochmolekulare Vipp1-Oligomer aus etwa 64 Einzelmoleklilen zusammensetzt
und damit doppelt so grof ist wie der von PspA gebildete Komplex. Es konnte des
Weiteren gezeigt werden, dass die N-terminale, PspA-ahnliche Domane des
Proteins zur Oligomerisierung bendétigt wird, die C-terminale Vipp1-spezifische
Verlangerung allerdings keine Rolle spielt (Aseeva et al., 2004). Fur Vipp1-
Komplexe aus Synechocystis PCC 6803 wurde zudem in TEM-Aufnahmen von
heterolog exprimiertem Protein eine 12 - 17-fache Rotationssymmetrie nachge-
wiesen, die deutlich macht, dass Vipp1-Komplexe aus einer variierenden Anzahl
von Monomeren zusammengesetzt sein konnen (Fuhrmann et al., 2009).

Vipp1-Komplexe finden sich in Cyanobakterien, Granalgen und héheren Pflanzen
(Aseeva et al., 2004, Fuhrmann et al., 2009, Liu et al., 2005). Die Konservierung
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der Assemblierung von Vipp1-Proteinen zu einem hochmolekularen Komplex in
verschiedenen Organismen ist ein Hinweis darauf, dass die Oligomerisierung eine
verbreitete Besonderheit darstellt, die eine essenzielle Voraussetzung fur die
Funktionalitat des Proteins darstellt. Es konnte tatsachlich in vorangegangenen
Versuchen gezeigt werden, dass in Vipp1-Mutanten, die nur 20 % des Vipp1-
Wildtyp Gehalts exprimieren, keine Vipp1-Komplexe detektiert werden koénnen
(Aseeva et al., 2007). Dies wurde damit erklart, dass die Menge des in den Mutan-
ten verbleibenden Vipp1 nicht ausreiche, um Komplexe zu bilden, denn offen-
sichtlich wird eine kritische Menge an Proteinen fur die Komplexbildung bendtigt.
Der drastische Phanotyp der Vipp1-Mutanten und die Defizite dieser Pflanzen in
der Assemblierung von Vipp1 zum homooligomeren Komplex scheinen miteinan-
der in Verbindung zu stehen. Es ist daher anzunehmen, dass die Oligomerisierung

des Proteins eine Vorraussetzung fir dessen Wirkweise darstellt.

1.7 Lokalisierung von Vippl

Vipp1 wird als membranassoziiertes Protein beschrieben. Mithilfe hydropatischer
Analysen lieRen sich Intermembrandomanen innerhalb des Vipp1-Proteins sowohl
in Arabidopsis und Erbse, als auch in Synechocystis weitgehend ausschliel3en.
Dies impliziert, dass das Protein nur peripher mit der Chloroplastenmembran in
Verbindung steht (Kroll et al., 2001, Li et al., 1994, Westphal et al., 2001).

Vipp1 wurde sowohl in Chloroplasten von Grunalgen und héheren Pflanzen als
auch in Synechocystis an der inneren Hillmembran der Chloroplasten bzw. der
Plasmamembran detektiert (Aseeva et al., 2004, Fuhrmann et al., 2009, Kroll et
al., 2001, Li et al., 1994, Liu et al., 2005, Westphal et al., 2001b). Manchen Analy-
sen zufolge konnte das Protein allerdings ebenfalls an den Thylakoidmembranen
nachgewiesen werden. Aullerdem wurde gezeigt, dass eine signifikante Vipp1-
Menge im Stroma bzw. Cytoplasma von Grunalgen und Cyanobakterien detektiert
werden kann. Fur PspA, das Vipp1-Homolog in Bakterien, wurde eine Interaktion
mit PspB und PspC, zwei integralen Membranproteinen und Untereinheiten des
Psp-Systems beschrieben (Adams et al., 2003). Es wurde ebenfalls nachgewiesen,
dass das Protein in der Lage ist, direkt mit den Phospholipiden der Plasma-

membran zu interagieren (Kobayashi et al., 2007).
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Analysen mit Vipp1-Fusionsproteinen, die in Protoplasten transformiert wurden,
zeigten eine ausschlieBliche Lokalisation von Vipp1 aus Arabidopsis an der inne-
ren Hullmembran der Chloroplasten (Aseeva et al., 2004). Eine Entfernung der
C-terminalen Verlangerung des Proteins veranderte dessen Lokalisation nicht,
was darauf schlie3en lasst, dass der Vipp1-spezifische C-Terminus keine Rolle
spielt fur dessen Anbindung an Membranlipide. Die Assoziation von Vipp1 mit Lipi-
den der inneren Hullmembran ist dabei vielmehr von seiner PspA-ahnlichen
Domaéne abhangig, da das GFP-Signal eines Vipp1-Konstrukts, dem eine zentrale
a-Helix fehlte, nach der Transformation eine diffuse Verteilung des Proteins in
Chloroplasten aufwies (Aseeva et al., 2004). Demzufolge ist die zentrale a-Helix,
die fur die Assemblierung von Vipp1 zu einem hochmolekularen Komplex bendtigt
wird, ebenfalls fur die Lokalisation des Proteins an der inneren Hullmembran des
Chloroplasten essenziell. Da diese Domane in beiden Prozessen eine Rolle spielt,
ist es denkbar, dass Komplexbildung und Membranassoziation miteinander in
Verbindung stehen.

Bislang konnte der C-terminalen, Vipp1-spezifischen Domane keine essenzielle
Funktion zugesprochen werden. Die Tatsache, dass sich diese Extension ent-
wickelt und im Evolutionsverlauf etabliert hat, lasst allerdings vermuten, dass
diesem Bereich des Proteins eine Aufgabe zukommt, die mdglicherweise mit der

neu erworbenen Funktion des Proteins in der Thylakoidbiogenese korreliert.

1.8 Ziel der Arbeit

Die Evolution der oxygenen Photosynthese steht in enger Verbindung mit der Ent-
wicklung der Thylakoidmembran als strukturelle Plattform fur Proteinkomplexe, die
in diesen Prozess involviert sind. Fur den Aufbau eines funktionellen Membran-
systems ist das Protein Vipp1 von mal3geblicher Bedeutung. Das Ziel dieser Arbeit
war es, eine strukturelle Charakterisierung des Proteins durchzufihren und dabei
Bereiche des Proteins zu ermitteln, die notwendig sind fur dessen Assemblierung
zum hochmolekularen Komplex und der Assoziation mit Membranlipiden. Ein
weiterer Fokus wurde in die Aufklarung der Rolle der C-terminalen Vipp1-spezi-
fische Verlangerung gesetzt. Auf diese Weise sollte der Unterschied zu PspA und

die spezielle Funktion von Vipp1 in der Thylakoidbiogenese erlautert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in hochstmdglicher Qualitat von namenhaften Herstellern

bezogen. Spezielle Chemikalien stammten von folgenden Firmen: Nukleotide von
Peqglab (Erlangen, Deutschland), Complete Protease Inhibitor Cocktail, ATP und
Thermolysin von Roche (Mannheim, Deutschland), Apyrase, Lipase, Thermolysin,

Trypsin und Trypsin Inhibitor von Sigma-Aldrich (Seelze, Deutschland).

2.1.2 Enzyme und Kits
Die zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme und DNA-Polymerasen

wurden von Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland), New England Biolabs
(Boston, USA), und Eppendorf (Hamburg, Deutschland) bezogen. Zur DNA-
Isolierung im kleinen Mafstab wurde das Fast-Plasmid-Mini-Kit von Eppendorf
verwendet. DNA-Isolierungen in groReren Mengen wurden mit dem Nucleobond
AX Kit von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) durchgeflihrt. Die DNA-Extrak-
tion aus Agarosegelen erfolgte mit dem Nucleospin Extract Il Kit von Macherey-
Nagel. Zur Klonierung in den Vektor pTrcHis2Topo wurde das pTrcHis2 Topo TA-
Cloning-Kit von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet, flur die Klonierung
in pEntrD Topo wurde zunachst das pEntrD Topo-Kit von Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland) benutzt, die Ligation in den Vektor pDest17 oder pH2GW7

(Invitrogen) erfolgte schliel3lich mithilfe des LR Clonase II-Kits (Invitrogen).

2.1.3 Bakterienstamme
In dieser Arbeit wurden zur Vervielfaltigung von Plasmiden die E. coli-Stamme

JM 109 von New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) sowie Top 10 von
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Zur Expression von rekombi-
nantem Protein wurden die Stamme JM 109 (DE3) von Promega (Mannheim,
Deutschland), BL 21 (DE3) und BL 21 (DE3) LysS von Novagen (Madison, USA)

benutzt.
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2.1.4 Verwendete Konstrukte

Tabelle 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte
Die Zahlen bezeichnen jeweils die Position der Aminosauren; AS: Aminosaure; N-terminal, bzw.
C-Terminal: im Amino- bzw. Carboxy-Terminus verkurztes Konstrukt

Konstrukt Vektor Verwendung Beschreibung
Matures
Vipp1 VI pTrcHis2 Heterologe Expression ) _
Volllangenprotein
Vipp11-219 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal bis AS 219
Vipp11-201 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal bis AS 201
Vipp11.1ss pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal bis AS 188
Vipp11-163 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal bis AS 163
Vipp121-259 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal ab AS 21
Vipp171-259 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal ab AS 71
Vipp1s4-259 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal ab AS 84
Vipp1163-259 pTrcHis2 Heterologe Expression C-terminal ab AS 163
Vipp1 VI pH2GW7 Stabile Transformation Volllangenprotein
Vipp11-219 pH2GW7 Stabile Transformation C-terminal bis AS 219
Veterm ZZpQEGOKKK Heterologe Expression Vipp1 C-Terminus
Matures
Hsc70.2 pDest17 Heterologe Expression

Volllangenprotein

11
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2.1.5 Verwendete Vektoren
pDest17 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

pTrcHis2 Topo Invitrogen, (Karlsruhe, Deutschland)

pEntrD Topo Invitrogen, (Karlsruhe, Deutschland)

pH2GW?7 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

ZZpQEGBOKKK bereitgestellt von Dr. B Schwappach (Heidelberg)

2.1.6 Membranen, Grollenmarker, Saulenmaterial
Nitrozellulose-Membranen (Protran BA 83; 0.2 ym) wurden von Schleicher und

Schull (Dassel, Deutschland), PVDF-Membranen (Polyvinylfluorid; Hybond-PVDF)
von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) und Blotpapier von
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) bezogen. Das Molekulargewicht von in der
denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen wurde mit dem ,Low
Molekular Weight Marker (LMW) bestehend aus a-Lactalbumin (14 kDa), Tryp-
sinogen (24 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Glyceraldehyd-3-Dehydrogenase
(36 kDa), Huhnerei-Albumin (45 kDa) und Rinderserumalbumin (66 kDa) von
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bestimmt. Zu diesem Zweck wurde eben-
falls der ,Page Ruler Plus prestained Protein ladder von New England Biolabs
verwendet. Als GrolRenstandard fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit den
Restriktionsenzymen EcoRl und Hindlll geschnittene A-Phagen DNA von
Fermentas eingesetzt. Die in der GroRenausschlufichromatographie eingesetzten
Saulen Superdex 200 10/300 GL und Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare,
Freiburg, Deutschland), wurden mit folgenden GroRenstandards equilibriert:
Dextranblau (~2000 kDa), Aldolase (158 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa)
Ribonuclease A (13.7 kDa), Ferritin (440 kDa) Ovalbumin (43 kDa). Alle GroRen-
marker stammten aus dem ,Gel filtration calibration Kit* HMW /LMW von
GE Healthcare. Fur die Anbindungsversuche an das C-terminale Ende von Vipp1
wurde IgG-Sepharose verwendet, die ebenfalls von GE Healthcare bezogen wur-
de. Rekombinante Proteine mit 6x Histidin-Tag wurden iiber Ni**-NTA-Agarose

von Quiagen aufgereinigt.
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2.1.7 Antiseren
Die primaren polyklonalen Antikdrper a-Tic 32, a-Tic 55, a-Tic 110, a-FNR,

a-Hsp70 und a-Vipp1 wurden gegen heterolog in E. coli exprimiertes Volllangen-
Protein von A. thaliana in immunisierten Kaninchen erzeugt. Die sekundaren
Antikorper gekoppelt an Alkaline Phosphatase (Ziege-Anti-Kaninchen-lgG-AP)
oder Merettich-Peroxidase (HRP-Konjugat) wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) bezogen.

6x Histidin gekoppeltete Proteine konnten zudem mit den Merettich-Peroxidase
(HRP) und Alkaline Phosphatase (AP) -gekoppelten ,His Detector Ni2+—Konju-

gaten” von KPL (Gaithersburg, USA) nachgewiesen werden.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Allgemeine Molekularbiologische Methoden
Die in dieser Arbeit durchgeflihrten allgemeinen molekularbiologischen Methoden

wie die Anzucht von Bakterienkulturen, das Anlegen von Stammkulturen, die Phe-
nol/ Chloroform-Extraktion von DNA sowie deren Prazipitation mit Ethanol oder
Isopropanol und die Konzentrationsbestimmung von DNA wurden nach den
Protokollen von Sambrook und Russel (2001) durchgefihrt. Die Herstellung che-
misch-kompetenter E. coli -Zellen erfolgte nach Hanahan, (1983). Notwendige
Klonierungen, Restriktionsverdaus und Transformationen in E. coli wurden nach
den entsprechenden Herstellerangaben der verwendeten Enzyme und Kits durch-
gefuhrt. Die Isolation von plasmidarer DNA im kleinen Malstab erfolgte entweder
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Natriumsdodecylsulfat (SDS, Sambrook
und Russel, 2001) oder mit einem entsprechenden Kit nach Angaben des
Herstellers. Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurden ebenfalls die Hersteller-
angaben des verwendeten Kits befolgt. Die Transformation von Plasmid-DNA in
diverse Bakterienstamme erfolgte entweder nach Herstellerangaben des zur

Ligation verwendeten Kits oder wie beschrieben (Pope und Kent, 1996).

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Klonierungsstrategie
Die Polymerase-Kettenreaktion, PCR, wurde angewandt, um diverse DNA-

Sequenzen zu amplifizieren und wurde nach Sambrook und Russel (2001), sowie
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nach Angaben der Enzymhersteller durchgefiihrt. Zunachst wurde das Template,
in dieser Arbeit genomische DNA aus A. thaliana oder Plasmid-DNA, bei 96 °C fur
30 sec denaturiert. Im Anschluf} erfolgte ein Hybridisierungschritt bei 53 - 58 °C fur
30 sec, dessen Temperatur sich jeweils nach der Schmelztemperatur der
eingesetzten Oligonucleotide richtete, immer etwa 5 °C unter dieser lag. Den
Abschluss des Zyklus bildete ein Elongationsschritt bei 72 °C fir 1 min. Der sich
25 - 35mal wiederholende Zyklus wurde mit einer 2-minutigen Denaturierung bei
96°C eingeleitet und mit einer finalen Elongationsphase von 7 min bei 72 °C
abgeschlossen.

Das Amplifikat wurde anschlielend in einem Agarose-Gel aufgetrennt, aus diesem
extrahiert und direkt in die Ligation eingesetzt. Alle in dieser Arbeit verwendeten
Klone wurden durch Sequenzierung vom Sequenzierungsservice des Depart-
ments | Biologie der LMU Minchen (Munchen, Deutschland) auf ihre Richtigkeit

uberpruft. Alle fur diese Arbeit erzeugten Konstrukte sind im Anhang verzeichnet.

2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana
Zur DNA-Extraktion aus A. thaliana wurde jeweils ein Blatt pro Ansatz mit 410 ul

Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI, pH 7,5, 250 mM NaCl, 0,5 % SDS) versetzt,
in einer Kugelmuhle zerkleinert, bei RT fur 5 min inkubiert und anschlief3end bei
12000 g fir 5 min zentrifugiert. 300 ul des DNA enthaltenden Uberstandes wurden
in ein neues Gefall uUberfuhrt. Die DNA wurde mit 300 ul Isopropanol durch
anschlielRende Zentrifugation bei 18000 g fur 15 min prazipitiert. Das DNA-Pellet
wurde getrocknet und in 100 yl ddH,O resuspendiert. 3 yl davon wurden in der

PCR eingesetzt.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen in Polyacryl-
amid-Gelen wurde nach der Methode von Laemmli (1970) durchgefuhrt. Die Pro-
teine wurden dazu in SDS- Solubilisierungspuffer (125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10 %
(v/v) B-Mercaptoethanol, 20 % (v/v) Glycerin, 4 % (w/v) SDS und 0,01 % (w/v)

Bromphenol-Blau) aufgenommen, 2min bei 96 °C denaturiert und in
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10 - 15 % igen Trenngelen mit einem Acrylamid- zu N,N’-Methylen-Bisacrylamid-

Verhaltnis von 37,5 : 1 aufgetrennt.

2.3.2 Coomassie-Farbung
Zur Anfarbung der Proteinbanden mit Coomassie wurde das SDS-Gel 15 - 20 min

in  Coomassie-Farbelosung (50 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsaure und
0,18 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R250) auf einem Horizontalschuittler ge-
schwenkt und anschlieBend in Entfarber-Losung (40 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v)
Essigsaure, und 3 % (v/v) Glycerin) solange unter Schitteln entfarbt, bis der
Hintergrund farblos und die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

Anschlieend wurden die Gele mit ddH,O gewaschen.

2.3.3 Silberfarbung
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im denaturierenden Gel

wurden die SDS-Polyacrylamidgele zunachst fur mindestens 60 min in einer
Fixierldsung (40 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsaure, und 3 % (v/v) Glycerin)
unter Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurden die Proteinbanden im Gel nach
der Methode von Blum (1987) mit Silbernitrat angefarbt. Nach dem Protokoll
wurde das Gel zunachst 3 mal fur 20 min in 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und
anschlieBend fur eine Minute in Vorbehandlungslosung (0,02 % (w/v) NaxS;03)
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit ddH,O fir jeweils 20 sec wurde das Gel
fur 20 min mit der Farbelosung (0,2 % (w/v) AgNOs3, 0,028 % (v/v) Formaldehyd)
unter Schwenken inkubiert. Nach der Farbung wurde das Gel noch zweimal fur
20 sec mit ddH,O gewaschen, anschlielRend mit Entwicklerlésung (37,5 % (w/v)
NaCOs, 0,028 % (v/v) Formaldehyd und 0,0075 % (w/v) NaxS,03) behandelt und
die Reaktion bei der gewunschten Intensitat der Proteinbanden im Gel far 10 min
mit Fixierlosung gestoppt. Abschliellend wurde das Gel mit ddH,O gewaschen.

2.3.4 Western Blot und Immunodekoration von Proteinen
Der Tranfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Nitrozellulose- bzw.

Polyvinylidenfluorid (PVDF) -Membranen erfolgte nach der Semi-Dry-Blot Methode
von Kyhse-Andersen (1984). PVDF-Membranen wurden zunachst nach Hersteller-
angaben vorbehandelt und die Proteine fir eine Stunde bei 0,8 mA cm™ immobili-

siert. Nach dem Transfer auf die Membran erfolgte die spezifische Identifizierung
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des Antigens durch eine Reaktion des Proteins mit einem polyklonalen Antikorper.
Die Detektion der Proteine wurde durch einen enzymgekoppelten sekundaren
Antikorper gewahrleistet. In dieser Arbeit wurde an alkalische Phosphatase (AP)
und Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppeltes Anti-Kaninchen-IlgG verwendet.
Nitrozellulosemembranen wurden nach dem Transfer mit Ponceaul6sung (0,5 %
(w/v) Ponceau S, 1 % Essigsaure) behandelt, um die Banden des verwendeten
GroRenstandards identifizieren zu konnen, in Verbindung mit PVDF-Membranen
wurde immer ein Prestained-Marker verwendet. Nach Absattigung der Membran
fur 60 min in Magermilchpuffer (1 % (w/v) Magermilchpulver, 50 mM Tris-HCI
pH 7.6, 150 mM NacCl, 0,01 % (v/v) Tween 20) wurden die Membranen entweder
fur eine Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden spezifi-
schen Antikorper verdunnt in Magermilchpuffer (Verdinnung variierte je nach Anti-
korper) inkubiert. Nicht-gebundenes Antiserum wurde durch drei Waschschritte (je
10 min mit Magermilchpuffer) entfernt. AnschlieRend wurde die Membran flr
60 min bei RT mit dem sekundaren Antikérper (1:10000 Verdlinnung in Mager-
milchpuffer) behandelt und das Entfernen von nicht-gebundenem Phosphatase-
bzw, Peroxidase-Konjugat Antikérper durch eine dreiteilige Waschsequenz
(jeweils 10 min) mit Magermilchpuffer gewahrleistet. Die Detektion der Protein-
Antikorper-Bindung erfolgte im Falle der Nutzung des Alkaline Phosphatase
gekoppelten sekundaren Antikorpers durch eine Farbreaktion mit 0,003 % (w/v)
4-Nitrotetrazoliumchlorid Blauhydrat (NBT) und 0,017 % (w/v) 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolylphosphat (BCIP) in Entwicklerlésung (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl,). Die Reaktion wurde durch das Uberfiihren der Membranen in
5 mM EDTA gestoppt. Die Entwicklung der Reaktion mit dem HRP- gekoppelten
sekundaren Antikdrper wurde mit dem ,Enhanced chemiluminescence” (ECL) - Kit

von GE Healthcare nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.3.5 Proteinbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford

(1976) und wurde mit dem Protein Essay-Kit von Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
durchgefuhrt. Die zu bestimmende Proteinlosung wurde nach Herstellerangaben

gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde an-
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schlielend nach Messung der Extinktion bei 595 nm mithilfe einer zuvor erstellten

Eichkurve mit Rinder-Serumalbumin errechnet.

2.3.6 TCA-Fallung von Proteinen
Zur Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure (TCA) wurden die Proben mit

25 % TCA versetzt, gut gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Auf diese Weise
ausgefalltes Protein wurde pelletiert (15 min, 15000 g, 4 °C), der Uberstand voll-
standig entfernt und das Proteinpellet bei RT getrocknet. Anschlieend erfolgte die

Resuspension des Pellets in SDS-Solubilisierungspuffer.

2.3.7 Methanol-Chloroform-Fallung
Um Proteine mittels Methanol-Chloroform-Fallung zu prazipitieren (nach Wessel

und Fligge, 1984), wurde jeweils 100ul Probe zunachst mit 400ul Methanol, 100l
Chloroform und 300pl ddH20 gemischt und anschlieRend fir 1 min auf hochster
Stufe in einer Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Gefald Uberfuhrt, mit 300ul Methanol versetzt und erneut zentrifugiert. Das
prazipitierte Protein (im Pellet) wurde nun mit Aceton gewaschen und

anschlieend getrocknet.

2.3.8 Aufkonzentrieren und Umpuffern
Zur Aufkonzentrierung von Proteinen wurden in dieser Arbeit verschiedene Zentri-

fugenfilter eingesetzt, die je nach Volumen des Ansatzes variierten: Es wurden
Centriprep Ultracel YM-10-Zentrifugenfilter und Amicon Ultra Ultracel-3K (beide
10 kDa MWCO, Millipore, Schwalbach, Deutschland) eingesetzt, sowie Viva-
spin 500-Filter, 3 kDa MWCO (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland). Zur Entfer-
nung des Imidazols nach der nativen Aufreinigung mittels Ni**-NTA-Sepharose,
Entsalzung und Umpufferung wurde entweder eine GrofRenausschluss-Chromato-
graphie durchgefuhrt oder es wurden spezielle Entsalzer-Saulchen eingesetzt, wie
NAPTM 5 Saulen (Sephadex G-25 DNA Grade) von GE Healthcare.

17



MATERIAL UND METHODEN

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 lsolierung intakter Chloroplasten aus Erbse
Die Isolierung intakter Chloroplasten erfolgte aus 10 - 12 Tage alten Blattern von

P. sativum, (Standard-Langtagbedingungen) nach der Methode von Waegemann
and Soll (1991). Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Es wurden
200 g Erbsenblatter mit jeweils 300 ml Isolationsmedium (330 mM Sorbit, 20 mM
Mops, 13 mM Tris, 3 mM MgCl,, 0,1 % (w/v) BSA, pH 7,9) im Mixer homogenisiert
und anschlielend durch vier Lagen Mull und eine Lage Gaze filtriert. Die
Chloroplasten wurden durch Zentrifugation fur 1 min bei 1500 g und 4 °C pelletiert,
das Chloroplastenpellet in etwa 1 ml Waschmedium (50 mM Hepes-KOH pH 7,6,
330 mM Sorbit, 3 mM MgCl,) resuspendiert und auf einen Percollgradienten (40 %
und 80 % Percoll in 50 mM Hepes-KOH pH 7,6, 330 mM Sorbitol) geschichtet. Die
Gradienten wurden fur 5 min bei 8000 g und 4 °C zentrifugiert und die untere,
intakte Chloroplasten enthaltende Bande, wurde in einen Zentrifugenbecher
uberfuhrt. Die so isolierten, intakten Chloroplasten wurden nun noch zweimal in
Waschmedium resuspendiert und 1 min bei 1500 g und 4 °C zentrifugiert, um das
restliche Percoll zu entfernen. Die pelletierten Chloroplasten konnten an-
schlielend direkt verwendet oder in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zum
Gebrauch bei -80 °C gelagert werden. Die Chlorophyllkonzentration der isolierten

Chloroplasten wurde photometrisch nach der Methode von Arnon (1949) bestimmit.

2.4.2 lsolierung des Stromas aus Chloroplasten aus P. sativum
Zur Isolation des Stromas wurden intakte Chloroplasten (Siehe Abschnitt 2.4.1) in

20 mM Hepes-KOH, pH 7,6 resuspendiert, gevortext und 30 min auf Eis inkubiert.
Durch Zentrifugation (10 min, 2000 g, 4 °C) wurden zunachst die Thylakoide pelle-
tiert, der resultierende Uberstand wurde weitere 10 min bei 256000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation enthielt nun das reine Stroma

aus Erbse.

2.4.3 Isolierung von IE-Vesikeln aus Erbsenchloroplasten
Die Isolierung intakter Chloroplasten aus P. sativum erfolgte wie in Abschnitt 2.4.1

beschrieben. Alle Arbeitschritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Anschlieend wur-
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den Chloroplasten nach der Methode von Waegemann und Soll (1991) weiter
fraktioniert. Die inneren und aufieren Hillmembranen der Chloroplasten konnten

nun bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert werden.

2.4.4 lsolierung intakter Chloroplasten aus A. thaliana
Die Isolation von Chloroplasten aus A.thaliana erfolgte nach der Methode von

Seigneurin-Berny (2008), alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Hierzu
wurden zunachst Blatter 4 - 6 Wochen alter Pflanzen (Klimakammer, Kurztag, 8 h
Licht: 95 -100 uE) mit Aufschlussmedium (400 mM Sorbit, 20 mM Tricine-KOH
pH 8,4, 10 mM EDTA, 10 mM NaHCOs;, 0,1 % (w/v) BSA,) versetzt (1 Teil Pflan-
zenmaterial auf 4 Teile Aufschlussmedium) und anschlielRend im Mixer zerkleinert.
Nach Filtrierung des Homogenats durch vier Lagen Mull und eine Lage Gaze,
wurden die Chloroplasten in einer 2 - minitigen Zentrifugation bei 2070 g und 4 °C
pelletiert. Die Chloroplasten wurden nach Dekantieren des Uberstands vorsichtig
in einem geringen Volumen an Waschmedium (400 mM Sorbit, 20 mM Tricin-KOH
pH 7.6, 2.5 mM MgCly, 1.25 mM EDTA) resuspendiert und auf einen kontinuier-
lichen Percollgradienten (40 — 80 %) geschichtet. Fur die Percollgradienten wurde
zuvor eine 50 %-ige Percolllésung (in Waschmedium) fir 55 min bei 38700 g
und 4°C im Festwinkelrotor ohne Bremse zentrifugiert. Intakte Chloroplasten
wurden nun durch Zentrifugation der Gradienten (10 min, 13300 g, 4 °C) isoliert.
Die untere, intakte Chloroplasten enthaltende Bande wurde anschlie3end in einen
Zentrifugenbecher Uberfihrt und die Chloroplasten noch zweimal mit Wasch-
medium gewaschen, um das restliche Percoll zu entfernen. Die pelletierten Chlo-
roplasten konnten nun direkt verwendet oder bis zum Gebrauch in flussigen
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert werden.

Stroma aus Chloroplasten von A. thaliana wurde wie in Abschnitt 2.4.2 beschrie-

ben isoliert.

2.4.5 Heterologe Expression rekombinanter Proteine
Die heterologe Expression rekombinanter Proteine erfolgte in den E. coli —Stam-

men BL21 (DE3), JM 109 (DE3) und BL21 (DE3) LysS. Um die Selektion zu
gewahrleisten, wurde Ampicillin in einer Konzentration von 100 ug ml”’ eingesetzt.

Bei der Verwendung des Stammes BL21 (DE3) LysS, der eine Chloramphenicol-

19



MATERIAL UND METHODEN

Resistenz aufweist, wurde als Selektionsantibiotikum zusatzlich Chloramphenicol
in einer Konzentration von 34 pg ml™" hinzugefiigt. Die Bakterien wurden bei 37 °C
bis zu einer ODgpy = 0.4 - 0.8 angezogen und die Proteinsynthese mit 0.8 mM

IPTG induziert. Die Expression erfolgte anschliessend fur 4 h bei 37 °C.

2.4.6 Lyse von E. coli- Zellen unter nativen Bedingungen
Zur Herstellung von I6sliches Protein enthaltendem E. coli-Rohextrakt fur die

native Aufreinigung wurden die fur 5 min bei 6000 g zentrifugierten Bakterien-
pellets in Lysepuffer (50 mM NaH;PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels ,French Pressure Cell* und
durch Behandlung mit Ultraschall (3 mal 20 sec bei 40 % Intensitat). Unldsliche
Zellbestandteile wurden anschlieRend bei 12000 g, 10 min, 4 °C pelletiert. Der

Uberstand enthielt nun das I3sliche, Uberexprimierte Protein.

2.5 Chromatographische Methoden

2.5.1 Affinitdtschromatographie an Ni**-NTA-Agarose
Alle in dieser Arbeit verwendeten Vipp1-Konstrukte waren mit einem C-terminalen

Hexa-Histidin-Anhang versehen und konnten aus diesem Grund mittels Affinitats-
chromatographie an Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt werden. Im Fall von Hsp70
befand sich der Histidin-Tag am N-terminalen Ende des Proteins. Alle Proteine
wurden nach Angaben des Herstellers unter denaturierenden (8 M Harnstoff) oder
nativen Bedingungen mit dem Saulenmaterial von Quiagen (Hilden, Deutschland)
aufgereinigt. Unter denaturierenden Bedingungen erfolgte die Elution des an die
Matrix gebundenen Proteins durch Senkung des pH - Wertes, unter nativen Bedin-

gungen wurden die Proteine mit 250 mM Imidazol eluiert.

2.5.2 Affinitatschromatographie an IgG-Sepharose
Fir die Affinitats-Chromatographie an IgG-Sepharose wurde Saulenmaterial von

GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) verwendet. Das Saulenmaterial wurde vor
Gebrauch jeweils mit 2 - 3 Saulenvolumen HAc (0,5 M Essigsaure, pH 3,4 mit
Ammoniumacetat) und TST-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl und

0,05 % Tween 20) aquilibriert. Der mit einem Protein A-Tag versehene C-Termi-
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nus von Vipp1 wurde in E. coli exprimiert, die Bakterienzellen in TST-Puffer
resuspendiert und Uber die ,French Pressure Cell* aufgeschlossen. Nach der Zen-
trifugation (4 °C, 12000 x g, 10 min) wurde das aquilibrierte Saulenmaterial fur 1 h
bei 4 °C mit dem Bakterienlysat inkubiert, um Vc.ierm an das Saulenmaterial zu
binden. Das Saulenmaterial wurde anschlielfend mit TST-Puffer und 5 mM Ammo-
niumacetat, pH 5, gewaschen. Nun konnte der an die Saule gebundene C-Ter-
minus von Vipp1 zur ldentifikation von Interaktionspartnern entweder 1 h bei RT
mit Stroma aus P. sativum oder A. thaliana (zur Isolation siehe Abschnitt 2.4.2)
oder bei Bedarf mit rekombinantem Hsp70 (zuvor Uber Ni?*-NTA-Sepharose
aufgereinigt), inkubiert werden. Das Saulenmaterial wurde nun mehrmals mit TST-
Puffer gewaschen und Vc..erm sowie daran gebundene Proteine wurden mit 0,5 M
HAc eluiert. Zur ldentifikation stromaler Interaktionsproteine wurden die eluierten
Fraktionen gesammelt und in einer SDS-PAGE mittels Silberfarbung analysiert.
Rekombinantes und natives cpHsp70 wurde nach der SDS-PAGE Uber eine
Immunodekoration mit gegen cpHsp70 gerichteten Antikorpern nachgewiesen.
Wurde die Affinitatschromatographie in Anwesenheit von ATP durchgefihrt, so
wurden dem Ansatz 2,5 mM ATP zugesetzt. Um ATP aus dem Ansatz zu entfer-
nen, wurde das Enzym Apyrase in einer Konzentration von 10 U ml™" eingesetzt.
Die Elution von gebundenem Hsp70 mit ATP erfolgte mit 3 mM ATP in TST-Puffer.

2.5.3 GroRenausschluss-Chromatographie (GAC)
GroRenausschluss-Chromatographie wurde mit dem AKTA-FPLC-System von

Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland) durchgefuhrt. Es wurden die
Superdex-200 10/300 GL- sowie die Superdex 75 10/300 GL - Saule von Amer-
sham Biosciences verwendet. Beide Saulen wurden mit einem GroRenstandard
aquilibriert (siehe Abschnitt 2.1.5). Die Untersuchungen zur Oligomerisierung
diverser Vipp1-Konstrukte unter nativen Bedingungen wurden in einem Puffer
durchgefuhrt, der 50 mM NaH,POs pH 7,6 und 100 mM NaCl enthielt. In
Versuchen zur Stabilitat des Vipp1-Oligomers unter teilweise denaturierenden
Bedingungen wurden 4 M bzw. 6 M Harnstoff in 50 mM NaH,PO4 pH 7.6, 100 mM
NaCl, eingesetzt. Fur die Aufreinigung von Vipp1_1-219 zur Kristallisation wurde
die Grolenausschluss-Chromatographie mit 20 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl
durchgefuhrt.
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2.6 Proteolytischer Verdau rekombinanter Proteine

Der Verdau loslicher Vipp1-Konstrukte erfolgte nach ihrer Aufreinigung mit
50 ug ml”" Trypsin. Die Reaktion erfolgte auf Eis und wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten durch die Zugabe von SDS-Probenpuffer und sofortiges Erhitzen der
Proben fur 10 min bei 96 °C beendet. Der Trypsin-Verdau wurde ebenfalls bei
dem C-terminal verkurzten Vipp1-Konstrukt Vipp1_1-219, das in die Kristallisation
eingesetzt werden sollte, angewendet, um den C-terminalen Histidin-Tag abzu-
spalten und das Protein weiter aufzureinigen. Hierbei wurde der Verdau durch
eine 20 minditige Inkubation mit Trypsin-Inhibitor (0.5 mg mI™") auf Eis beendet.

Die verdauten Proben wurden anschlieRend mit einer 12,5 % SDS-PAGE aufge-
trennt, die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels Coomassie-Farbung und
Western Blot unter Verwendung von Vipp1-Antiserum sowie AP-gekoppelten His

Detector Ni**-Konjugaten.

2.7 Proteolytischer Verdau der IE-Vesikel aus P. sativum

Innere Hullmembran-Vesikel von Chloroplasten aus P. sativum (siehe Abschnitt
2.4.3) wurden zunachst durch Zentrifugation fur 10 min bei 256000 g, 4 °C pelle-
tiert und das Pellet dann in Puffer| (25 mM Hepes-KOH pH 7,6, 5 mM MgCl,,
0,5 mM CacCl,) vollstandig resuspendiert. Die Proteinkonzentration der Membra-
nen wurde auf 0,2 ug pl™' eingestellt, die Probe mit 0,2 pg plI”' Thermolysin versetzt
und der Ansatz 20 min auf Eis inkubiert. Nach Beenden des Verdaus mit 5 mM
EDTA wurde die innere Hillmembran 10 min bei 256000 g, 4 °C pelletiert und
anschlie3end in Puffer Il (20 mM Hepes-KOH pH 7,6, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA)
resuspendiert. Die Membranen wurden nun erneut zentrifugiert (10 min, 256000 g,
4 °C) und das Pellet in Puffer Il (ohne EDTA) geldst. Die verdaute innere Hull-
membran wurde aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert. Gleiche
Mengen unverdauter sowie verdauter innerer Hillmembran wurden mit SDS-
Probenpuffer versetzt und die Proteine in einer 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt.
Der Erfolg des Verdaus konnte nun mit Western Blot und anschlieRender Immuno-
dekoration mit den Antiseren a-Tic110, a-Tic55, a-Tic32, a-FNR und a-Vipp1 Gber-

pruft werden.
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2.8 Flotierungsversuche

Rekombinante Vipp1-Konstrukte wurden nach Aufreinigung tiber Ni?*-NTA-Affini-
tats- und Grdélenausschluss-Chromatographie in Flotierungsanalysen eingesetzt,
um ihre Anbindung an die innere Hillmembran von Chloroplasten zu untersuchen.
Hierzu wurde zuvor mit Thermolysin verdaute innere Hullmembran-Vesikel von
Chloroplasten aus P. sativum (siehe Abschnitt 2.7) pelletiert (10 min, 256000 g,
4 °C) und sorgfaltig in 50 mM NaH,PO4 pH 7.6, 100 mM NaCl resuspendiert. An-
schliellend wurde rekombinantes Protein zu einer Endkonzentration von 5 ug
100 pI" im Ansatz hinzugegeben und der Ansatz fur 10 min bei RT inkubiert.
Jeweils ein Ansatz enthielt zwar das jeweilige Vipp1-Konstrukt, allerdings keine
Membranvesikel. Beide Versuchsansatze wurden nun mit 1.6 M Saccharose (in
50 mM NaH,PO,4 pH 7.6, 100 mM NaCl) versetzt, in Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt
und mit jeweils 3 ml 1.3 M, 1.0 M und 0 M Saccharose (in 50 mM NaH,PO4 pH 7.6,
100 mM NaCl) Uberschichtet. Die Stufengradienten wurden nun fur etwa 16 h bei
34000 rpm, 4 °C zentrifugiert. Nach Beendigung der Zentrifugation wurden Frak-
tionen von jeweils 200 pyl gesammelt (die oberen 3 ml wurden dabei nicht be-
rucksichtigt) und diese dann auf einer SDS-PAGE analysiert. Die Detektion der
Proteinbanden erfolgte mit Western Blot und Immunodekoration mit Antiserum

gegen Vipp1.

2.9 Saccharose-Gradienten

Rekombinante Vipp1-Konstrukte (0,1 ug pul™') wurden nach Aufreinigung (ber
Ni?*-NTA-Affinitats- und GréRenausschluss-Chromatographie auf einen kontinuier-
lichen Saccharose-Gradienten (10 — 20 %) geladen und in einer Ultrazentrifuge
unter Verwendung eines Ausschwingrotors (RPS 40-T, Hitachi) fur 16 h bei
205600 g, 4 °C zentrifugiert. Nach Beendigung der Zentrifugation wurden Frak-
tionen von jeweils 200 pyl gesammelt, die Proteine mittels Methanol-Chloroform-
Fallung prazipitiert und anhand einer SDS-PAGE analysiert. Die Detektion der
Proteinbanden erfolgte mit Western Blot und Immunodekoration mit Antiserum

gegen Vipp1.
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2.10 Negativkontrastierung

In der Negativkontrastierung wurden rekombinante, Uber Ni**-NTA-Sepharose
aufgereinigte Proteine eingesetzt. Diese lagen in 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM
NaCl vor. Die Protein wurden zunachst auf eine Konzentration von etwa
1,5 ug mI™" bzw. 15 pg mI™mit Fixans (2,5 % Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer)
verdunnt und auf zuvor mit Collodium beschichteten, mit Kohle bedampften und
anschliellend beglimmten Netzchen fixiert. Als Kontrastmittel wurde in dieser
Arbeit Uracylacetat verwendet (1 % Uranylacetat, 0,05 % Glukose). Die TEM-
Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. G. Wanner (LMU, Mudnchen).

2.11 Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie (FTIR)

Die Infrarotspektroskopie wurde mit rekombinanten Vipp1-Proteinen durchgeflhrt,
die zuvor Gber Ni**-NTA-Sepharose aufgereinigt wurden. Aufgereinigtes Protein
mit einer Konzentration von etwa 2 - 4 mg ml”" wurde fiir diesen Versuch in 50 mM
NaH;PO,4, pH 7,6, 150 mM NaCl umgepuffert (siehe Abschnitt 2.3.8) und direkt in
die Infrarotmessungen eingesetzt und mit den gemessenen Daten ein Spektrum
erstellt. FUr den Verdau von Lipiden wurde der Ansatz zusatzlich fur 30 min bei RT
mit einer Lipasekonzentration von 20 U mlI”" unter Schiitteln inkubiert und die
Lipase Anschlieend Uber eine Grdélenausschluss-Chromatographie aus dem
Ansatz entfernt. Auf diese Weise behandeltes Protein wurde gegebenenfalls auf-
konzentriert (siehe Abschnitt 2.3.8). Die Infrarotmessungen wurden mit dem
Fourier Transform-Infrarot (FTIR) —Spektrometer ,Tensor 27“ der Firma Bruker
(Ettlingen, Deutschland) in Kooperation mit PD Dr. P. Braun (LMU, Munchen)
durchgefuhrt.

2.12 Proteinsequenzierung

Zur Sequenzierung von Proteinen wurden Proteinbanden aus SDS-Gelen ausge-
schnitten. Die Analyse dieser Proteine erfolgte anschlielend im Zentrallabor fir

Proteinanalytik der LMU Munchen.
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2.13 Yeast-Two-Hybrid

Die Yeast-Two-Hybrid-Screens wurden mit Vipp1-Volllangenprotein von der Firma

Hybrigenics (Paris, Frankreich) durchgefihrt.

2.14 Behandlung von Vippl mit zweiwertigen Kationen

Fur die Behandlung von Vipp1 mit zweiwertigen Kationen wurde das Bakterien-
lysat Vipp1 VI exprimierender E. coli-Zellen mit jeweils 2.5 mM CaCl,, MgCly,
Ni»SO4, CuCl, und Zn,S0O, fur eine halbe Stunde bei RT unter Rotieren inkubiert
und anschliefiend zentrifugiert (10 min, 12000 g, 4 °C). Als Kontrolle wurden alle
Ansatze unter Zusatz von 2.5 mM EDTA wiederholt. Die I6slichen und unldslichen

Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert.

2.15 Kristallisation

Fur die Kristallisationsversuche wurde das Vipp1-Konstrukt Vipp1_1-219 verwen-
det. Das rekombinante Protein wurde zunéchst tiber Ni**-NTA-Sepharose aufge-
reinigt und der C-terminale Histidin-Tag anschlieend mit 50 pg ml” Trypsin abge-
spalten (siehe Abschnitt 2.6). Nach Beendigung des Verdaus wurde das Protein
uber eine GAC (20 mM Tris, HCI, pH 7,6, 100 mM NaCl) von der Protease
getrennt und aufkonzentriert (5-10 mg ml™"). Die Kristallisierung des Proteins wur-
de nun in Kooperation mit Prof. Dr. M. Groll und Eva-Maria Huber (TUM,
Garching) unter verschiedenen Bedingungen getestet.

2.16 Computer-Analyse

Die Arabidopsis Datenbank MIPS (http://mips.helmholtz/muenchen.de/proj/-
plant/jsf/ athal/index.jsp) und Tair (http://www.arabidopsis.org/) wurden verwendet,
um die Sequenzen von Vipp1 sowie der Hsp70-Proteine zu identifizieren. Fir den
Abgleich  von  Proteinsequenzen wurde das Programm  Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ msa/clustalw2/) herangezogen (Jeanmougin et
al. 1998). Zur Identifizierung von a-Helices wurde das Programm JPred

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) benutzt (Cole et al. 2008).
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3 Ergebnisse

Vipp1 aus A. thaliana ist ein Protein, das an der inneren Hullmembran von
Chloroplasten lokalisiert ist (Aseeva et al., 2004). Das Protein ist in der Lage, ring-
formige Homooligomere zu bilden, die ein Molekulargewicht von ca. 2 MDa
aufweisen und aus etwa 64 Vipp1-Monomeren zusammengesetzt sind. Ziel der
Arbeit war es, Bereiche des Proteins zu ermitteln, die fur die Oligomerisierung des
Vipp1-Komplexes von Bedeutung sind. Des Weiteren sollten Domanen von Vipp1
identifiziert werden, die essenziell fur die Assoziation des Proteins mit der Inneren
Hullmembran der Chloroplasten sind. Es sollte auRerdem untersucht werden, ob
ein Zusammenhang zwischen der Assemblierung von Vipp1 zum hochmolekula-

ren Komplex und der Anbindung des Proteins an Membranlipide besteht.

3.1 Heterologe Expression von Vippl-Protein in l6slicher Form

Um Strukturanalysen an Proteinen vorzunehmen, ist es hilfreich, wenn das zu
charakterisierende Protein heterolog I6slich exprimierbar ist und die Mdoglichkeit
besteht, es mittels Affinitatschromatographie aufzureinigen, da auf diese Weise
grolde Mengen reinen Proteins erzeugt werden kénnen.

Heterolog exprimiertes Vipp1-Volllangenprotein aus A. thaliana wurde bislang
N-terminal mit einem 6x Histidin-Tag fusioniert (siehe Dissertation Asseva, 2007).
Der grofte Teil des von E. coli-Zellen exprimierten Vipp1 lag allerdings nach Zell-
aufschluss und Zentrifugation als Aggregat vor (Abb. 1, His-Tag N-terminal, P),
nur wenig Protein blieb in Lésung (Abb. 1, His-Tag N-terminal, Ub). Fiir viele
Untersuchungen waren diese Mengen nicht ausreichend und das Protein fiel wah-
rend der anschlieBenden Aufreinigung auch kontinuierlich weiter aus. Es wurden
daher zunachst verschiedene Mdoglichkeiten ausprobiert, um die Mengen |8slichen
Vipp1-Proteins zu steigern und so eine erhdhte Ausbeute an sauberem Endpro-
dukt zu erzielen. Dies beinhaltete gangige Methoden, wie die Erniedrigung der
Expressionstemperatur oder die Verwendung unterschiedlicher E. coli-Stamme fur
die Expression, allerdings lie} sich auf diese Weise die Ldslichkeit des Proteins

nicht signifikant erhdhen. Erfolgreich war letztendlich die Klonierung der Vipp1
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Gensequenz in den Vektor pTrcHis2, durch welche das exprimierte Protein am
C-terminalen Ende mit einem 6x Histidin-Tag fusioniert wurde.

Nach der Expression des Vipp1-Volllangenproteins (Vipp1 VI) in E. coli wurde das
Bakterienlysat nach Zellaufschluss und Zentrifugation in eine I6sliche (Ub) und
eine unlésliche (P) Fraktion unterteilt und beide Fraktionen wurden auf einer
12,5 % SDS-PAGE analysiert (Abb. 1, His-Tag N- und C-terminal). Das Protein
wurde anschliessend mittels Coomassie-Farbung sowie Uber Western Blot und
Immunodekoration mit einem Antikdrper gegen den 6x Histidin-Tag detektiert.
Durch die Verwendung des C-terminalen Histidin-Tags konnte die Expression von
I6slichem Vipp1 VI signifikant gesteigert werden. Des Weiteren blieb das Protein
fur langere Zeit und nach verschiedenen Aufreinigungsmethoden I6slich (s.u. und

Daten nicht gezeigt).

His-Tag His-Tag
N-terminal C-terminal
kDa | Vipp1VI Vipp1 VI
( Ub P Ub P
Q2
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£ —
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Abbildung 1: Heterologe Expression von Vipplin loslicher Form

Nach Expression des Vipp1-Proteins mit N- oder C-terminalem 6x Histidin-Tag (His-Tag) in E. coli,
wurde das Bakterienlysat in eine I8sliche (Ub) und eine unldsliche (P) Fraktion unterteilt. Die
Analyse erfolgte durch SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung (Coomassie) bzw. Western Blot mit
einem Antikdrper gegen den 6x Histidin-Tag (a-His).

In vorangegangenen Arbeiten konnte mit verschiedenen Methoden nachgewiesen
werden, dass rekombinantes Vipp1-Protein, das N-terminal mit einem 6x Histidin-
Tag fusioniert wurde, in der Lage ist, homooligomere Komplexe zu bilden, die eine

ringformige Struktur aufweisen (Aseeva et al., 2004). Darlber hinaus wurde fur
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den durch natives sowie rekombinantes Vipp1 gebildeten Komplex ein Molekular-
gewicht von etwa 2 MDa ermittelt, welches eine Topologie aus 64 Vipp1-Mole-
kilen pro Oligomer nahelegt.

Um zu Uberprifen, ob diese Eigenschaften fur das in pTrcHis2 klonierte Vipp1 mit
einem C-terminalen 6x Histidin-Tag ebenfalls zutreffen, wurden die GréRRenaus-
schluss-Chromatographie (GAC) sowie die Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM) mit diesem Konstrukt wiederholt. Dazu wurde zunachst rekombinantes
Protein (iber Ni**-NTA-Sepharose aufgereinigt und dessen Assemblierung an-
schlielend in der GAC unter Verwendung einer Superdex 200 10/300 GL-Saule
untersucht (Abb. 2A). Das Elutionsprofil zeigt, dass bei einem Volumen von etwa
7,6 ml ein Maximum der Proteinelution erreicht wurde, was etwa dem Ausschluss-
volumen der verwendeten Saule entspricht. Die Analyse der gesammelten Frak-
tionen auf einer SDS-PAGE mit anschlieliender Coomassie-Farbung bestatigte,
dass es sich hierbei um Vipp1 VI handelte. Die Ausschlussgrenze der verwen-
deten Saule fur globulare Proteine betragt 1,3 MDa. Somit ist das Molekular-
gewicht des eluierenden Proteinkomplexes grof3er, da dieser von der Saule nicht
mehr aufgetrennt werden kann. Folglich ist das analysierte Protein in der Lage, zu
einem hochmolekularen Komplex zu assemblieren.

Eine Negativkontrastierung, die mit dem aufgereinigten Protein durchgefuhrt wur-
de, zeigte des Weiteren die zuvor beschriebene ringférmige Struktur der Vipp1-
Komplexe (Abb. 2B). In der Abbildung sind die Gesamtlibersicht mehrerer Vipp1-
Oligomere sowie eine Detailaufnahme mit Aufsicht auf einen einzelnen Vipp1-
Komplex dargestellt. Mit einem C-terminalen 6x His-Tag fusioniertes Protein ist
demnach in der Lage, zu einem homooligomeren Komplex mit einer ringférmigen
Struktur zu assemblieren. Aus der Ubersichtsaufnahme wird deutlich, dass nicht
alle abgebildeten Komplexe gleich grof3 sind. Die in den TEM-Aufnahmen darge-
stellten Protein-Komplexe weisen vielmehr einen Durchmesser auf, der von 300
bis 350 A variiert, wahrend in vorangegangenen Untersuchungen flr heterolog
exprimierte Vipp1-Komplexe ein Durchmesser von 400 A ermittelt worden war
(Aseeva et al., 2004).

Fur Vipp1-Komplexe aus Synechocystis PCC 6803 konnte in frUheren Arbeiten
das Auftreten unterschiedlicher Symmetrien nachgewiesen werden (Fuhrmann

et al., 2009). Mittels Negativkontrastierung wurden sechs verschiedene Komplex-

28



ERGEBNISSE

Typen identifiziert, die sich jeweils aus einer unterschiedlichen Menge an Einzel-
molekllen zusammensetzen und dementsprechend verschiedene Molekularge-
wichte aufweisen, die in der GroRenordnung von 1,6 - 2 MDa rangieren. Ob dies
fur Vipp1 aus A. thaliana ebenfalls zutrifft, muss allerdings in weiteren Untersu-

chungen Uberpruft werden.

140, Vipp1-Oligomer
L 4

120+

I o © >
S 3 ) S

Extinktion280nm [mAu]

N
o
|

6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
Volumen [ml]

36 kDa —

———— Vipp1VI

Abbildung 2: Rekombinates His-Vipp1 VI bildet einen homooligomeren Komplex

(A) Die Oligomerisierung von rekombinantem, Uber Ni2+-NTA-Sepharose aufgereinigten Vipp1-
Protein wurde mittels GréRenausschluss-Chromatographie mit einer Superdex 200 10/300 GL-
Saule untersucht. Die gesammelten Fraktionen wurden auf einer SDS-PAGE analysiert und Vipp1
mittels Coomassie-Farbung nachgewiesen. (B) Die Komplexbildung des Proteins wurde mittels
Negativkontrastierung bestétigt (Ubersichts- und Detailaufnahme). Der schwarze Balken entspricht
jeweils etwa 200A
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Wie GAC- und TEM-Analysen belegen, wurden die wesentlichen bisher bekannten
Strukturmerkmale von Vipp1 durch die Umklonierung der Gensequenz in den Vek-
tor pTrcHis2 nicht beeintrachtigt. Somit stellt das in pTrcHis2 klonierte Vipp1 mit
C-terminalem Histidin-Tag aufgrund seiner Loslichkeit eine gute Alternative zum
bisher verwendeten 6x His-Vipp1 dar. Aus diesem Grund wurde dieses Konstrukt

nun fir weitere Untersuchungen eingesetzt.

3.2 Funktionsanalysen zur Vippl-Komplexbildung

Wie auch sein Homolog PspA wurde Vipp1 als ein Protein mit weitgehend a-heli-
kaler Struktur beschrieben (Li et al., 1994). Dieses Strukturmerkmal ist fur Proteine,
die hochmolekulare Komplexe bilden, durchaus Ublich. Eine Sekundarstrukturana-
lyse der Aminosauresequenz mit diversen Analyseprogrammen ergab, dass das
Vipp1-Volllangenprotein aus A. thaliana aus acht a-Helices aufgebaut ist, die
durch kurze unstrukturierte Bereiche (Random coils) getrennt sind (Abb. 3A, Dis-
sertation Aseeva, 2007). Die letzte a-Helix (H8) ist dabei am Ende der C-termi-
nalen, Vipp1-spezifischen Domane (C-Terminus) lokalisiert und steht Uber eine
langere Random coil-Sequenz mit dem N-terminalen, PspA-ahnlichen Teil des

Proteins in Verbindung.

3.2.1 Verwendete Vipp1-Konstrukte
Zur Untersuchung der Relevanz einzelner a-Helices von Vipp1 fir die Assemblie-

rung zum Homooligomer wurden verschiedene N- und C-terminal verkurzte Kon-
strukte von Vipp1 in den Vektor pTrcHis2 mit C-terminalem Histidin-Tag kloniert.
Es wurde darauf geachtet, ganze a-Helices zu entfernen, um die a-helikale Struk-
tur des Proteins im Wesentlichen aufrechtzuerhalten und so eine weitgehend
naturliche Faltung zu gewahrleisten.

Anhand des aufgefuhrten Modells (Abb. 3A) wurden C- und N-terminal verkurzte
Vipp1-Konstrukte erstellt (Abb. 3B), die in E. coli exprimiert und soweit moglich
iiber Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt wurden. AnschlieRend wur-

de die Komplexbildung der einzelnen Konstrukte mittels GAC untersucht.
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Vipp1_1-188 - C— o S——- 15 .
21 68 g2 156 187
1 26 71 85
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Vippl Volllangenproteins (Vippl VI) und der in
dieser Arbeit verwendeten N- und C-terminal verkirzten Vippl-Konstrukte

(A) Sekundarstrukturmodell von Vipp1 nach Asseva (Dissertation, 2007). Die einzelnen a-Helices
sind durch rote Balken gekennzeichnet und nummeriert (H1-H8) (B) Darstellung der in dieser
Arbeit verwendeten Vipp1-Konstrukte. Des Weiteren ist der Expressionserfolg im Hinblick auf 16sli-
ches Protein, das zur Aufreinigung genutzt werden konnte, angegeben (+++ = gute Expression,
Protein 16slich; + = mittelImaRige bis ungenligende Expression, Protein instabil).

Der Expressionserfolg der verschiedenen Vipp1-Konstrukte verlief unterschiedlich
(Abb. 3B, Expressionserfolg). Vipp1 Volllange (Vipp1 VI) und Vipp1 ohne die
C-terminale Domane (Vipp1_1-219) lieBen sich sehr gut 16slich exprimieren und
mit hoher Effizienz tiber Ni**-NTA-Sepharose aufreinigen. Auch ein Konstrukt, das
sich aus den ersten sechs a-Helices des Volllangenproteins zusammensetzte
(Vipp1_1-201), exprimierte problemlos in l6slicher Form. Wurde Vipp1 dartber
hinaus jedoch C-terminal verkurzt, so war das Protein entweder extrem instabil
(Vipp1_1-188) oder in den verwendeten Bakterienstdmmen nur in sehr geringen
Mengen exprimierbar (Vipp1_1-163). Offensichtlich ist eine zu starke Verkirzung

des Proteins fur dessen Expression in Bakterien problematisch. Es stellt sich nun
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die Frage, ob die naturliche Faltung des Proteins durch eine derartig rigorose Ver-
kUrzung beeintrachtigt wird und ob dieser Umstand die Expressionsrate negativ
beeinflusst.

Fast alle N-terminal verkurzten Vipp1-Konstrukte dagegen exprimierten problem-
frei in I6slicher Form. Ein sehr stark verkurztes Konstrukt, das sich ausschlief3lich
aus den letzten vier a-Helices zusammensetzte (Vipp1_163-259) war allerdings

ebenfalls nur in geringen Mengen I6slich exprimierbar.

3.2.2 Grolenausschluss-Chromatographie
Um Domanen von Vipp1 zu identifizieren, die fur die Assemblierung des Proteins

zu einem hochmolekularen Komplex eine essenzielle Rolle spielen, wurde in
dieser Arbeit die Methode der GroéRenausschluss-Chromatographie (GAC) einge-
setzt.

Fir die Untersuchung der Oligomerisierungsfahigkeit unterschiedlicher Vipp1-Kon-
strukte wurde eine Superdex 200 HR 10/30-Saule verwendet, deren Auftren-
nungskapazitiat Molekulargewichte von 1 x 10*—6 x 10° Da erfasst. Vipp1-Kom-
plexe, die mit einem Molekulargewicht von etwa 2 MDa das 1,3 MDa umfassende
Ausschlusslimit der Saule deutlich Uberschreiten, sollten in deren Aus-
schlussvolumen eluieren, kleinere Vipp1-Untereinheiten dagegen entsprechend
spater. Fur die GAC-Analysen wurden groldtenteils in E. coli 16slich exprimierte,
liber Ni?**-NTA-Sepharose aufgereinigte Proteine verwendet. Konstrukte, die nur in
geringer Menge in léslicher Form hergestellt werden konnten (siehe Abschnitt
3.2.1), wurden direkt als Bakterienlysat in der GAC eingesetzt.

Zunachst wurde die Komplexbildung C-terminal verkurzter Konstrukte von Vipp1
analysiert. In der Abbildung 4 sind Elutionsprofile von Chromatographien zu sehen,
die mit aufgereinigtem Protein durchgefihrt wurden. Eluierendes Vipp1 wurde in
diesen Fallen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung identifiziert. Das Chro-
matogramm zeigte bei der Analyse von Vipp1 VI, sowie auch fur zwei weitere
Konstrukte (Vipp1_1-219 und Vipp1_1-201), eine Zunahme der Extinktion bei
einem Elutionsvolumen von etwa 7 ml, was dem Ausschlussvolumen der ver-
wendeten Saule entspricht (Abb. 4A und B).

Allgemein stimmte die Extinktion bei 280 nm mit den mittels SDS-PAGE detektier-

ten Proteinbanden Uberein, wodurch sich bestatigen lie}, dass es sich bei dem
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Absorptionsmaximum im Chromatogramm um eluierendes Vipp1 handelte. Wah-
rend die Elution von Vipp1 VI ein Maximum bei einem Volumen von 7,67 ml auf-
wies, zeigte Vipp1_1-219 einen Hochstwert bei 7,77 ml. Vipp1_1-201 eluierte
schliel3lich mit einem Maximum bei 7,99 ml von der Saule. Die beiden C-terminal
verklrzten Vipp1-Konstrukte konnten in den GAC-Analysen so als hochmolekulare
Komplexe identifiziert werden. Die Verschiebung der Elutionsmaxima der verkiirz-
ten Konstrukte verglichen zum Volllangenprotein Iasst sich damit erklaren, dass
Vipp1-Konstrukte, denen Teile vom C-Terminus entfernt wurden, naturlich ein
niedrigeres Molekulargewicht aufweisen, welches sich in einem homooligomeren
Komplex entsprechend multipliziert. Eine genaue Molekulargewichtsbestimmung
ist allerdings nicht moglich, da die Gro3e der Komplexe uber die Auftrennungs-
kapazitat der verwendeten Saule hinausgeht.

Konstrukte, die sich nur aus den ersten vier bzw. funf Helices des Volllangenpro-
teins zusammensetzen, waren entweder instabil (Vipp1_1-188) oder wiesen sehr
geringe Expressionsraten auf (Vipp1_1-163, siehe dazu auch Abschnitt 3.2.1).
Deshalb wurden die Konstrukte Vipp1 1-188 und Vipp1 1-163 direkt als
Bakterienlysate in die GAC eingesetzt und das Protein nach SDS-PAGE und
Western Transfer mit einem Antikérper gegen Vipp1 nachgewiesen (Abb. 4C). Mit
den Westernblot-Analysen liel3 sich demonstrieren, dass sowohl Vipp1_1-188 als
auch Vipp1_1-163 im Ausschlussvolumen der Saule eluierten, was ein Molekular-
gewicht von mindestens 1,3 MDa impliziert. Demgemal} sind auch diese extrem
verkurzten Konstrukte noch in der Lage, einen hochmolekularen Komplex zu bil-
den. Die Auswertungen der mit C-terminal verkurzten Vipp1-Konstrukten durch-
gefuhrten GAC-Analysen lassen aus diesem Grund annehmen, dass vom C-Ter-
minus ausgehend groRe Bereiche des Proteins im Hinblick auf die Bildung des

Vipp1-Oligomers irrelevant sind.
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Abbildung 4: GréRenausschluss-Chromatographie (GAC) C-terminal verkirzter Vippl-Kon-
strukte mit einer Superdex 200 10/300 GL-Saule

GAC Uber eine Superdex 200 20/300 GL-Saule mit Vipp1-Volllange (Vipp1 VI) sowie diversen
C-terminal verkirzten Konstrukten. (A) Das Chromatogramm zeigt die Extinktion bei 280nm [mAu]
im Elutionsverlauf [ml]. Die gesammelten Fraktionen von je 250 pl wurden mittels SDS-PAGE
analysiert und das Protein mit (B) Coomassie angefarbt (Vipp1 VI, Vipp1_1-219 und Vipp1_1-201)
oder (C) nach Western Blot mit einem Antikdrper gegen Vipp1 nachgewiesen (Vipp1_1-188 und

Vipp1_1-163).
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Wurde dagegen am N-terminalen Ende von Vipp1 die erste a-Helix entfernt
(Vipp1_21-259), was den ersten 21 Aminosauren des Volllangenproteins ent-

spricht, anderte sich das Elutionsprofil erheblich (Abbildung 5).
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= ]
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= 60 — V.|pp1_21-259
L2 Vipp1_71-259
< — Vipp1_84-259
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o = : : =
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Volumen [ml]
B
———— Vipp1 VI
——-- Vipp1_21-259
—— Vipp1_71-259
— - Vipp1_84-259
o —— - Vipp1_163-259

Abbildung 5: GréRenausschluss-Chromatographie (GAC) N-terminal verkirzter Vippl-Kon-
strukte mit einer Superdex 200 10/300 GL-Saule

GAC uber eine Superdex 200 10/300 GL-Saule mit Vipp1-Volllange sowie diversen N-terminal
verkurzten Konstrukten. (A) Das Chromatogramm zeigt die Extinktion bei 280 nm [mAu] im
Elutionsverlauf [ml]. (B) Die gesammelten Fraktionen von je 250 ul wurden mittels SDS-PAGE
analysiert und das Protein mit Coomassie angefarbt. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
wurde eine Kalibrierungsgerade mit diversen Proteinstandards erstellt (K&stchen).
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Im Ausschlussvolumen, bei dem das Vipp1-Volllangenprotein gewohnlich als
Komplex von der Saule eluierte, war bei der mit Vipp1_ 21-259 durchgeflhrten
Chromatographie weder eine Extinktion bei 280 nm detektierbar, noch konnte tuber
SDS-PAGE-Analysen Protein nachgewiesen werden. Offensichtlich resultiert be-
reits diese geringflgige Verkurzung von Vipp1 in der Unfahigkeit des Proteins, zu
einem hochmolekularen Komplex zu assemblieren. Das N-terminal verkurzte
Vipp1-Konstrukt eluierte nun vielmehr bei einem Volumen von 13,3 ml von der
Saule, wie durch Analysen der gesammelten Fraktionen mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung bestatigt werden konnte. Anhand seines Elutionsprofils
konnte Vipp1_21-259 mit einer Kalibrierungsgerade die GroRRe eines Tetramers
zugeordnet werden.

Drei weitere Konstrukte, denen N-terminal zwei, drei oder vier Helices entfernt
wurden (Abb. 5, Vipp1_71-259, Vipp1_84-259, Vipp1 _163-259), eluierten mit
einem Maximum von 13,23 ml (Vipp1_71-259), 13,33 ml (Vipp1_84-259) und
15,06 ml (Vipp1_163-259) von der Saule, wie aus den Elutionsprofilen und SDS-
PAGE-Analysen deutlich hervorgeht. Mithilfe der Kalibrierungsgerade konnte
ermittelt werden, dass die Entfernung zusatzlicher N-terminaler a-Helices weiter-
hin in der Bildung tetramerer Strukturen resultiert. Dies kann jedoch unter Verwen-

dung der Superdex 200-Saule nicht eindeutig dargestellt werden.

Daher wurden die diversen N-terminal verklrzten Vipp1-Konstrukte zusatzlich mit
einer Superdex 75 HR 10/30-Saule analysiert, die sich von der zuvor in der GAC
verwendeten Superdex 200 10/300 GL-Saule durch einen wesentlich kleineren
Auftrennungsbereich von 3 x 10 = 7 x 10* Da und ein Ausschlusslimit von 1 x 10°
Da unterscheidet. Durch die Verwendung einer Saule mit kleinerer Auftrennungs-
kapazitat sollten die Ergebnisse hinsichtlich der Tetramerbildung vor allem des
stark verkurzten Vipp1-Konstrukts Vipp1_163-259 verifiziert werden (Abb. 6).

Dem Elutionsprofil der analysierten Konstrukte nach liel3 sich entnehmen, dass
Vipp1_71-259 bei einem Volumen von 9,11 ml eluierte, wahrend Vipp1_ 84-259 ein
Elutionsmaximum bei 9,06 ml aufwies. Vipp1_163-259 wiederum lief3 sich in Frak-
tionen detektieren, die einem Elutionsvolumen von 10,06 ml entsprachen. Die aus
der Kalibrierung der Superdex 75 10/300 GL-Saule mithilfe verschiedener

Proteinstandards ermittelten Molekulargewichte der analysierten Proteinkonstrukte
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belegen, dass Vipp1-Proteine, denen mehr als eine a-Helix fehlen, zu Tetrameren
assemblieren (Abb. 6A). Somit konnten die Ergebnisse der GAC-Analyse mit der
Superdex 200 10/300 GL-Saule anhand einer Saule mit kleinerem Auftrennungs-
bereich bestatigt werden. In keinem Fall war es durch eine N-terminale Verkur-
zung des Proteins moglich, kleinere Formen von Vipp1, wie Di- oder gar Mono-

mere zu erlangen.
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Abbildung 6: GréRenausschluss-Chromatographie (GAC) mit einer Superdex 75 10/300 GL-
Saule

GAC mit N- terminal verkirzten Vipp1- Konstrukten, die zuvor Uber Ni2+-Sepharose aufgereinigt
wurden. (A) Das Chromatogramm zeigt die Extinktion bei 280 nm [mAu] im Elutionsverlauf [ml].
(B) Die gesammelten Fraktionen von je 250 yl wurden auf einer 12.5 % SDS-PAGE analysiert und
das eluierte Protein mit Coomassie angefarbt. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde eine
Kalibrierungsgerade mit diversen Proteinstandards erstellt (Kastchen rechts oben).
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Die Analysen mittels GAC machen deutlich, dass der ersten a-Helix von Vipp1
eine wichtige Rolle in der Assemblierung des Proteins zum hochmolekularen
Komplex zukommt. Dagegen hat die Verkurzung des Proteins am C-terminalen
Ende um mindestens vier a-Helices keinen Einfluss auf die Komplexbildung, aller-
dings wird das Protein mit zunehmender Verklrzung wesentlich instabiler. Die
kleinste Struktur, die in den Analysen durch Verklirzung des Proteins um die vier
N-terminalen a-Helices erzielt werden konnte, ist ein Tetramer. Diese Bildung von
stabilen Tetrameren ist ein Indiz dafur, dass der Vipp1-Komplex tatsachlich aus
tetramerischen Untereinheiten aufgebaut ist, wie bislang haufig spekuliert wurde
(Bultema et al., 2010, Fuhrmann et al., 2009).

3.2.3 Saccharose-Gradienten
Mit linearen Saccharose-Gradienten lassen sich Proteine und Proteinkomplexe

ebenfalls in Abhangigkeit von ihrer Grol3e auftrennen. Diese Methode ist beson-
ders fur groRe Komplexe geeignet, bei denen die GAC an die Grenzen ihrer
Auflosungsfahigkeit gerat. Die Sedimentation der Proteine im Saccharose-
Gradienten wird im Wesentlichen durch die Dichte und Gestalt der Proteine beein-
flusst. Hochmolekulare Komplexe, die auf den Gradienten aufgetragen werden,
wandern tiefer in diesen ein, als niedermolekulare Strukturen. Dementsprechend
ware Vipp1 VI als Homooligomer mit einem Molekulargewicht von etwa 2 MDa
nach der Zentrifugation in Bereichen mit hoher Saccharose-Konzentration zu er-
warten, Vipp1-Tetramere sollten dagegen eher in einer Zone mit geringerer
Saccharose-Konzentration lokalisiert sein. GroRe Strukturen wie aggregierte Pro-
teine konnen nach der Zentrifugation als Pellet am Boden des Gradienten
detektiert werden. Die Methode ist also gut geeignet, um die Ergebnisse der GAC
mit einer anderen Technik zu bestatigen.

Deshalb wurden verschiedene N- und C-terminal verkurzte Vipp1-Konstrukte auf
kontinuierliche Saccharose-Gradienten geladen. Die Uber Nacht zentrifugierten
Gradienten wurden spater fraktioniert und die Proteine mit einer Methanol-Chloro-
form-Fallung prazipitiert. Die Analyse der einzelnen Fraktionen erfolgte Uber eine
12.5 % SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Transfer und Immunodekoration

mit einem Antikorper gegen das Vipp1-Volllangenprotein.
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Wie in der Abbildung 7 zu sehen ist, sind Vipp1-Konstrukte, die am N-Terminus
um eine (Vipp1_21-259) oder mehrere a-Helices (Vipp1_71-259 und Vipp1_ 84-
259) verkurzt wurden, ausschlie3lich im Anfangsbereich des Gradienten lokalisiert,
wo sich die Saccharose-Konzentration auf etwa 10 % belauft.

Zwischen den einzelnen Konstrukten ist hier kein wesentlicher GrélRenunterschied
feststellbar, was die Ungenauigkeit der Methode verdeutlicht. Dagegen wandern
Vipp1 VI sowie Vipp1_1-219 wahrend der Zentrifugation fast vollstandig durch den
Gradienten. Obwohl ein Teil des Proteins sich im Pellet (P) befindet, ist der grofite
Teil deutlich im Gradienten bei einer Saccharose-Konzentration von etwa
30 - 40 % zu detektieren (Abb. 7, Vipp1 VI, Vipp1_1-219).

Saccharosekonzentration
TR E!.—;g. Vipp1 VI
ey | Vipp1_1-219

m Vipp1_21-259

—— Vipp1_71-259

- Vipp1_84-259
H_/ N \ J 4
Tetramer Oligomer P

Abbildung 7: Saccharosegradienten mit Vippl VI und verkurzten Vippl-Konstrukten

N- und C-terminal verkirzte Vipp1-Konstrukte wurden auf einen kontinuierlichen Saccharose-Gra-
dienten (10 - 40 %) geladen. Nach der Zentrifugation wurden die Gradienten fraktioniert und die
einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert. Vipp1 wurde nach Western Transfer mit einem
Antikdrper gegen das Vipp1-Volllangenprotein detektiert.

Somit kann anhand der Saccharose-Gradienten belegt werden, dass sowohl
Vipp1-Volllange als auch das C-terminal verkirzte Konstrukt Vipp1_1-219 einen
hochmolekularen Komplex bilden. Im Gegensatz dazu weist die Verteilung der
N-terminal verkurzten Konstrukte auf die Bildung von wesentlich kleineren Struk-
turen hin.

Die Saccharose-Gradienten stltzen insofern die in der GAC erzielten Ergebnisse,

als dass sie deutlich herausstellen, dass N-terminal verkurzte Vipp1-Konstrukte
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ein wesentlich niedrigeres Molekulargewicht aufweisen als das Volllangenprotein
oder ein C-terminal verkurztes Konstrukt. Darlber hinaus legen sie nahe, dass
das im Ausschlussvolumen der GAC eluierende Proteine nicht auf Aggregation

zurlckzufihren ist.

3.2.4 Negativkontrastierung

Der Vipp1-Komplex kann aufgrund seines hohen Molekulargewichts mittels
Negativkontrastierung visuell erfasst werden. Diese Methode wurde bereits in
friheren Untersuchungen genutzt, um den homooligomeren Komplex des Volllan-
genproteins zu visualisieren (Aseeva et al., 2004). Auf diese Weise war es mdglich,
den Vipp1-Komplex als ringférmige Struktur zu identifizieren. Negativkontrastie-
rung wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die Ergebnisse der GAC hinsichtlich
der Komplexbildung C-terminal verkurzter Vipp1-Konstrukte zu verifizieren und zu
prufen, ob die Entfernung C-terminaler Domanen Einfluss auf die ringformige
Struktur der Proteinkomplexe nimmt.

Bereits anhand der Ubersichtsaufnahmen ist zu erkennen, dass Vipp1 Konstrukte,
denen bis zu drei C-terminale a-Helices fehlen (Vipp1_1-219; Vipp1_1-201 und
Vipp1_1-188), in der Lage sind, zu hochmolekulare Komplexen mit ringférmiger
Struktur zu assemblieren (Abb. 8), welche den durch Vipp1-Volllangenproteine
(Vipp1 VI) gebildeten Komplexen in Gréfde und Struktur dhneln. In jeder der Detail-
aufnahmen ist ein dunkler Bereich in der Mitte des Komplexes zu sehen, der die
Vipp1- typische Offnung im Komplex reprasentiert. Im Falle des Vipp1 1-188-
Konstruktes wird dies jedoch erst in der Betrachtung der Aufsichtsaufnahmen von
Komplexen im Detail deutlich.

In den von Vipp1 VI sowie auch von Vipp1_1-219 und Vipp1_1-201 angefertigten
Ubersichtsaufnahmen sind gréBtenteils einzelne Proteinkomplexe zu sehen. Wird
das Protein allerdings um eine weitere a-Helix verkurzt (Vipp1_1-188), sind in den
Aufnahmen keine einzelnen Komplexe mehr erkennbar, das Protein aggregiert
vielmehr, prazipitiert und bildet grol3e Komplexhaufen. Das Konstrukt zeigt aller-
dings trotz der Aggregatbildung deutlich die fur den Vipp1-Komplex typische ring-
formige Struktur (Abb. 8, Vipp1_1-188). Somit mag das Protein zwar instabil sein
und zur Aggregatbildung neigen, allerdings ist es in jedem Fall in der Lage, die

Grundstruktur des Komplexes auszubilden und aufrechtzuerhalten.
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Vipp1_1-219

Abbildung 8: Analyse der von C-terminal verkiirzten Vippl-Konstrukten gebildeten Komple-
xen mittels Negativkontrastierung

TEM-Aufnahmen von heterolog exprimierten Proteinen, die zuvor Uber __Ni2+-NTA-Sepharose
aufgereinigt wurden. Von den untersuchten Konstrukten sind jeweils eine Ubersichts- sowie die
Detailaufnahme eines Einzelkomplexes gezeigt. Der schwarze Balken entspricht jeweils 200 A.

Anhand der TEM-Aufnahmen lassen sich die Ergebnisse der GAC, nach denen
grol3e Bereiche des C-Terminus fur die Komplexbildung von Vipp1 unerheblich
sind, belegen. Zumindest die letzten drei a-Helices konnten in den durchgefuhrten
Analysen fur diese Eigenschaft von Vipp1 als deutlich nebensachlich identifiziert
werden. Eine andere Frage ist naturlich, ob die Funktionalitat eines so stark
verkurzten Proteins eingeschrankt ist, was sich anhand der instabilen Proteinstruk-

tur vermuten lasst. Aufgrund seiner geringen Expressionsrate war es nicht moglich,
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das Konstrukt Vipp1_1-163, das C-terminal um drei a-Helices verkurzt ist, mittels
TEM zu analysieren.

Des Weiteren ist in den Detailaufnahmen erkennbar, dass die Oberflache des
Vipp1-Komplexes nicht gleichmaliig ist, sondern Unebenheiten aufweist. Dies wird
vor allem bei Betrachtung der Ausschnittsaufnahme des Konstrukts Vipp1_1-219
deutlich (Abb. 8, Vipp1_1-219, Detailaufnahme). Es Iasst sich sogar eine Symme-
trie feststellen, die sich bei dem Vergleich mehrerer Komplexe auf etwa 12 fest-
legen lasst. Eine 12 - 17-fache Symmetrie von Vipp1-Proteinen wurde bereits fru-
her fir Vipp1-Komplexe aus Synechocystis PCC 6803 erortert (Fuhrmann
et al., 2009) und eine 9-fache Symmetrie ist schon flir das Vipp1-Homolog PspA
aus E. coli bekannt (Hankamer, et al., 2004).

Vipp1 VI sowie Konstrukte, denen die letzte oder die letzten beiden a-Helices
fehlen (Vipp1_1-219 und Vipp1_1-201) liegen meist als Einzelkomplexe vor, wie in
den Ubersichtsaufnahmen deutlich zu erkennen ist (Abb. 8). Dennoch lagern sich
in manchen Fallen auch hier zwei oder mehr Komplexe aneinander (Abb. 9) oder
bilden aus vier oder mehr Komplexen bestehende Rdéhren. Die Anlagerung von
Vipp1-Komplexen wurde schon zuvor beschrieben (Aseeva et al., 2004, Fuhrmann
et al., 2009) und auch bei PspA aus E. coli beobachtet (Standar et al., 2008). Ob
die Zusammenlagerung der Einzelkomplexe fur die Funktion des Proteins von

Bedeutung ist, geht aus diesen Versuchen allerdings nicht hervor.
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Abbildung 9: Aneinanderlagerung der von Vippl VI und C-terminal verkirzten Vippl-Kon-
strukten gebildeten Komplexe (Negativkontrastierung).

Die von Vipp1 VI sowie zwei C-terminal verkiirzten Konstrukten gebildeten Komplexe lagern sich in
einigen Fallen zu Dimeren und héheren Strukturen zusammen.

3.2.5 Trypsinbehandlung

Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass die Behandlung der Inneren Hull-
membran aus Erbsenchloroplasten mit der Protease Trypsin in der Bildung eines
25 kDa grofden Vipp1-Fragments resultiert, das offensichtlich vor weiterem proteo-
lytischen Verdau geschitzt ist (Aseeva et al., 2004). Dieses Fragment wird nach
SDS-PAGE und Western Transfer zwar von einem Antikdrper gegen das Volllan-
genprotein erkannt, nicht aber von einem Antikorper, der speziell gegen die letzten
42 C-terminalen Aminosauren von Vipp1 gerichtet ist (a-Vc.term). Daraus lasst sich

ableiten, dass es der C-terminale Bereich des Proteins ist, der von der Protease
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angegriffen wird. Eine BN-PAGE Analyse nach der Proteasebehandlung zeigte
bereits in vorangegangenen Versuchen, dass partiell verdautes natives Vipp1
weiterhin in Form eines hochmolekularen Komplexes vorliegt (Asseva, 2004). Es
lasst sich daher vermuten, dass ein groler Teil des Vipp1-Proteins aufgrund
seiner Integration in einen kompakten Kernkomplex vor dem Verdau geschutzt ist.
Weiter ist anzunehmen, dass der C-terminale Bereich des Proteins, der nicht zur
Komplexbildung bendtigt wird, ebenfalls keinen Bestandteil des Kernkomplexes
darstellt, sondern vielmehr auRerhalb des Oligomers lokalisiert und dadurch fir die
Protease zuganglich ist.

Die hier dargestellten Versuche zur Trypsinbehandlung wurden mit rekombinan-
tem Vipp1-Protein durchgefuhrt. Zum einen sollten im Rahmen dieser Arbeit die
mit nativem Protein gewonnenen Erkenntnisse bestatigt werden, zum anderen
sollte anhand des Verdaus verschiedener Vipp1-Konstrukte mit Trypsin geklart
werden, ob tatsachlich eine Korrelation zwischen Komplexbildung und partiellem
Schutz vor proteolytischem Abbau besteht. Zusatzlich sollte eine genaue Ildentifi-
zierung der Protease-sensitiven Bereiche des Proteins mittels Massen-Spektro-
metrie erfolgen.

Dazu wurde zuerst der Verdau des rekombinanten Vipp1-Volllangenproteins in
Abhangigkeit von der Zeit mit Hilfe von einem Coomassie-gefarbten SDS-Gel dar-
gestellt (Abb. 10A, links). Rekombinantes Vipp1 VI, dessen Monomer sich nach
SDS-PAGE bei 36 kDa detektieren lasst, war bereits nach 2-minutiger Protease-
behandlung vollstandig verschwunden, stattdessen erschien eine Proteinbande
mit einem Molekulargewicht von ca. 27 kDa, die auch nach fortlaufender Proteo-
lyse Uber einen langeren Zeitraum mit einer Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE
Analyse detektierbar war.

Ein gegen den C-terminalen Histidin-Tag gerichteter Antikdrper (a-His) dagegen
war nicht in der Lage, dieses 27 kDa Vipp1-Fragment nach Western Transfer
nachzuweisen (Abb. 10A, rechts). Dies zeigt deutlich, dass zumindest ein Bereich,
der durch Trypsin verdaut werden kann, am C-terminalen Ende des Proteins loka-

lisiert ist.
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Abbildung 10: Trypsinbehandlung von rekombinantem Vipp1 VI

(A) Rekombinantes Vipp1 VI wurde in einer Zeitreihe mit Trypsin verdaut. Die Analyse des Verdaus
erfolgte durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (links) bzw. Immunodetektion mit einem
Antikérper gegen den Histidin-Tag. Die Komplexbildung des durch Trypsin unverdauten und
verdauten Vipp1 (Vipp1 + /- Trypsin) wurde mittels (B) GréRenausschluss-Chromatographie und
(C) Negativkontrastierung untersucht.
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Wird mit Trypsin verdautes Vipp1-Volllangenprotein in der GroRenausschluss-
Chromatographie (GAC) mit einer Superdex 200-Saule analysiert, so eluiert das
Protein wie fur unbehandeltes Vipp1 VI typisch in deren Ausschlussvolumen
(Abb. 10B), was belegt, dass die Komplexbildung durch die Proteasebehandlung
nicht beeinflusst wird. Auch mittels Negativkontrastierung erstelite TEM-
Aufnahmen von verdautem Vipp1 zeigen die charakteristische ringformige Struktur
des Vipp1-Komplexes (Abb. 10C). Somit bestatigen diese Untersuchungen die
Stabilitat des Vipp1- Komplexes gegen proteolytischen Abbau und zeigen zum

ersten Mal, dass dabei auch die Tertiarstruktur des Komplexes erhalten bleibt.

Um zu ermitteln, ob der partielle Proteolyseschutz von Vipp1 tatsachlich mit der
Komplexbildung zusammenhangt, wurden die Protease-Experimente zunachst mit
zwei C-terminal verkurzten Vipp1-Konstrukten (Vipp1_1-219 und Vipp1_1-188),
die nachweislich zur Oligomerisierung befahigt sind und deshalb als hochmoleku-

larer Komples vorliegen sollten, wiederholt.

Vipp1 VI Vipp1_1-219 Vipp1_1-188 Vipp1_21-259

o 1 2 10 o 1 20 10 o 1 2" 0 o 1" 2 10

36- | m—' -
Coomassie
29- e (™ o o -
36- [e—- - - Vi
- * = e - - a-Vipp1
29 e < — - T - e -—
- |- 0200 |

36-| w— m—
29- S— - . s a-His

Abbildung 11: Trypsinbehandlung von Vipp1l VI, sowie verschiedenen N- und C-terminal ver-
klrzten Konstrukten

Zwei C-terminal verkirzte Vipp1-Proteine (Vipp1_1-219 und Vipp1_1-188) sowie ein Konstrukt, in
dem die erste a-Helix fehlt (Vipp1_21-259) wurden in einer Zeitreihe mit Trypsin verdaut. Nach der
Proteolyse wurden die Proteine mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (Coomassie) bzw.
nach Western Transfer mit einem Antikdrper gegen Vipp1 (a-Vipp1) oder den Histidin-Tag (a-His)
analysiert.
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Analysen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung zeigten, dass beide
Konstrukte im Verlauf der Trypsinbehandlung nur partiell zu einem Fragment von
27 kDa verdaut werden, das nach Western Transfer zwar von einem gegen Vipp1
gerichteten Antikorper detektiert werden konnen (Abb. 11, a-Vipp1), sich aber mit
einem Antikdrper gegen den C-terminalen Histidin-Tag nicht nachweisen lassen
(Abb. 11, a-His). Dies verdeutlicht, dass der geschiitzte Bereich des Volllangen-
proteins mit dem der verkurzten Konstrukte Ubereinstimmt. Es fallt auf, dass Kon-
strukt, welches sich aus den Aminosauren 1-188 zusammensetzt, wesentlich lang-
samer verdaut wird als das Volllangenprotein oder Vipp1_1-219. Dies lasst vermu-
ten, dass das Protein aufgrund seiner Instabilitat und dem Hang zur Aggregatbil-
dung schwerer fur die Protease zuganglich war und aus diesem Grund die Proteo-
lyse erheblich langsamer erfolgt.

Das N-terminal verkirztes Konstrukt Vipp1_21-259, das nicht mehr fahig ist, zu
einem hochmolekularen Komplex zu assemblieren, war dagegen nach der Zugabe
von Trypsin bereits in kurzester Zeit weder mit einer Coomassie-Farbung, noch
durch Immunodekoration mit gegen Vipp1 und den Histidin-Tag gerichtete Anti-
korper nachzuweisen (Abb. 11, Vipp1_21-259). Dies impliziert einen vollstandigen
Verdau dieses Konstrukts durch Trypsin. Auch die Trypsinbehandlung weiterer
Konstrukte, denen diverse N-terminale a-Helices entfernt wurden (Vipp1_71-259,
Vipp1_84-259) machte deutlich, dass Komplexbildung und Proteasestabilitat in
jedem Fall miteinander in Verbindung stehen, da auch diese Proteine der Proteo-

lyse nicht standhalten (Daten nicht gezeigt).

Um eine Vorstellung davon zu bekommen, welche Aminosauren von Vipp1
wahrend der Proteolyse abgespalten werden, wurde Vipp1 VI vor und nach der
Behandlung durch Trypsin mittels Massen-Spektrometrie (MS) analysiert. Auf
diese Weise sollte anhand der Differenz der ermittelbaren Peptidsequenzen fest-
gestellt werden, welche Teile des Proteins von der Proteolyse betroffen sind.

Die in der MS-Analyse erhaltenen Sequenzabdeckungen beliefen sich bei dem un-
verdauten Protein auf 93 %, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die
Daten aussagekraftig sind.

In der Abbildung 12 sind die durch MS-Analyse ermittelten Peptidsequenzen von
Vipp1 VI vor und nach Trypsinverdau im Vergleich dargestellt. Anhand der
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abgebildeten Sequenzen wird bestatigt, dass der Verdau ausschliel3lich vom
C-Terminus her erfolgt. Die ersten N-terminalen Aminosauren werden sowohl im
unverdauten als auch im verdauten Protein erkannt, was deutlich macht, dass im
Bereich des N-Terminus keine Abspaltung von Aminosauren durch die Protease
erfolgt. Nach der Trypsinbehandlung fehlen vom C-Terminus ausgehend 59 Ami-
nosauren in der Sequenz, die Uber MS nicht mehr identifiziert werden konnten,
wovon der C-terminale Histidin-Tag (mit Linker) allerdings allein 29 Aminosauren
ausmacht. Das entspricht einer Verklrzung des Proteins um ein Molekulargewicht
von etwa 7 kDa durch die Proteolyse. Das verklrzte Vipp1-Fragment besteht

demnach noch aus den Aminosauren 1 - 229 des Originalproteins.
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Abbildung 12: Vergleich der vor und nach Proteolyse tUber MS-Analysen ermittelten Peptid-
Sequenzen von Vippl VI

Rekombinantes Vipp1 VI wurde vor (unverdaut) und nach dem Verdau (verdaut) durch Trypsin mit-
tels MS-Spektroskopie analysiert. Die in der MS-Analyse identifizierten Peptidsequenzen sind in rot
dargestellt.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass ein grof3er Teil des Proteins unter nativen Be-
dingungen als kompakter Kernkomplex vorliegt, der bei einer Behandlung mit
Trypsin vor der Proteolyse geschutzt ist und nicht verdaut wird. Dieser Teil um-
fasst konkret die ersten 229 Aminosauren des Volllangenproteins, wie anhand der

Sequenzanalyse gezeigt werden konnte (Abb. 12). Alles was dartber hinausgeht,
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ist fir die Protease frei zuganglich und wird abgespalten. Dies scheint der Tatsa-
che zu widersprechen, dass auch C-terminal verkirzte Vipp1-Konstrukte, wie
Vipp1_1-219 und Vipp1_1-188, die deutlich kirzer als 229 Aminosauren sind, im
Verlauf des Verdaus kleiner werden. Das hangt allerdings mit dem relativ langen
C-terminalen Linker zusammen, an dessen Ende der Histidin-Tag lokalisiert ist
und der teilweise abgespalten wird, was im SDS-Gel verfolgt werden und auch
durch Sequenzanalysen bestatigt werden kann (Daten nicht gezeigt). Generell
kann festgehalten werden, dass nicht nur Bereiche des Proteins, die zur Komplex-
bildung bendtigt werden, vor einem Verdau durch Trypsin geschuitzt sind, sondern
auch manche Domanen, die in diesem Prozess keine Rolle spielen. N-terminal
verkurzte Konstrukte, die nicht in der Lage sind, zum Komplex zu assemblieren
und stattdessen Tetramere bilden, werden dagegen komplett verdaut. Dies legt
nahe, dass die Tetramer-Bildung flr den Schutz des Proteins nicht ausreicht, son-
dern erst die Assemblierung zu einem hochmolekularen Komplex diese Funktion
erfullt.

3.2.6 Untersuchung der Stabilitat in Anwesenheit von Harnstoff

Analysen des His-Vipp1 Komplexes hatten eine hohe Resistenz des Komplexes
gegen Denaturierung aufgezeigt (Dissertation Aseeva, 2007). Um die Stabilitat der
verschiedenen Vipp1-His-Komplexe zu testen, wurden nativ aufgereinigte, aus
Vipp1 VI bzw. Vipp1_1-219 zusammengesetzte Proteinkomplexe zunachst jeweils
ohne, sowie mit 4 M bzw. 6 M Harnstoff inkubiert. Anschlieend wurde das Protein
unter den jeweiligen Bedingungen durch GroéRRenausschluss-Chromatographie
(GAC) unter Verwendung einer Superdex 200 10/300 GL-Saule analysiert. Von
der Saule eluierendes Vipp1 wurde fraktioniert und mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung detektiert. Auf diese Weise konnte neben der Stabilitat des
Gesamtkomplexes auch ein mdglicher Zerfall in verschiedene Oligomer-Strukturen
untersucht werden, was gegebenenfalls Aufschluss Uber den Aufbau der Vipp1-
Komplexe gibt.

Zunachst wurde Vipp1 VI analysiert. Unter nativen Bedingungen eluiert das Voll-
langenprotein wie erwartet ab einem Volumen von 7 ml vollstandig als hoch-
molekularer Komplex im Ausschlussvolumen der Saule, wie anhand des Elutions-

profils und der SDS-PAGE-Analyse nachvollzogen werden konnte (Abb. 13A
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und B, Vipp1 VI nativ). Im Vergleich zeigte das Chromatogramm bei ansteigender
Harnstoffkonzentration eine deutliche Abnahme der optischen Dichte bei 280 nm
in diesem Bereich, was die Reduktion der Vipp1-Komplexe in den mit Harnstoff
behandelten Proben implizierte (Abb. 13A, 4 M und 6 M Harnstoff). Die Analyse
der gesammelten Fraktionen mittels SDS-PAGE und anschlieliender Coomassie-
Farbung bestatigte prinzipiell die Abnahme der im Ausschlussvolumen eluieren-
den Vipp1-Oligomere in Abhangigkeit von der Harnstoffkonzentration (Abb. 13B,
4 M und 6 M Harnstoff). So war in den durch SDS-PAGE analysierten Fraktionen
im Ausschlussvolumen schon bei 4 M Harnstoff eine deutliche Verminderung
eluierenden Proteins zu verzeichnen, das weniger als der Halfte dessen entsprach,
was unter nativen Bedingungen detektiert wurde. In Anwesenheit von 6 M Harn-
stoff konnte im Ausschlussvolumen der Saule mittels SDS-PAGE-Analyse nahezu
kein Protein mehr nachgewiesen werden. Das Chromatogramm zeigte an dieser
Stelle allerdings einen deutlichen Peak in Gegenwart von 6 M Harnstoff, der etwa
50 % der Extinktion ausmachte, die unter nativen Bedingungen gemessen wurde.
Diese Tatsache lasst sich damit erklaren, dass Vipp1 wahrscheinlich nicht allein
fur die im Ausschlussvolumen gemessene Extinktion verantwortlich ist, sondern
ein Teil der Absorption in diesem Bereich vermutlich auf hochmolekulare kontami-
nierende bakterielle Proteine oder Nukleinsauren zurickgeht, die ebenfalls im

Ausschlussvolumen eluieren.
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Abbildung 13: Komplexbildung von Vippl VI in Anwesenheit von Harnstoff

(A) Die Komplexbildung von Vipp1 VI wurden unter nativen Bedingungen, sowie in Anwesenheit
von 4 M und 6 M Harnstoff mittels GréRenausschluss-Chromatographie untersucht. (B) Eluiertes
Protein wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung detektiert. Zur Grélkenbestimmung wur-
de eine Kalibrierungsgeraden verwendet (Kastchen rechts oben).

Zusatzlich lie sich im Elutionsverlauf mit steigender Harnstoffkonzentration ein
Anstieg der Extinktion mit einem Maximum bei 11,15 ml verzeichnen, was Pro-
teine mit einem wesentlich niedrigeren Molekulargewicht als 2 MDa reprasentierte
(Abb. 13A) und sich in der SDS-PAGE deutlich als Vipp1 identifizieren lie
(Abb. 13B). Mithilfe der Kalibrierungsgeraden (Abb. 13A, Kastchen rechts oben)
konnte fur das an dieser Stelle eluierende Protein ein Molekulargewicht ermittelt

werden, das in etwa einem Vipp1-Oktamer entsprach.

Wurden native Vipp1-Proteinkomplexe eines C-terminal verklrzten Konstruktes
(Vipp1_1-219) in Anwesenheit von Harnstoff analysiert, so lieRen sich die ermittel-
ten Ergebnisse im Grof3en und Ganzen mit den mit Vipp1 VI erzielten Resultaten
vergleichen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Komplexbildung von Vipp1l_1-219 in Anwesenheit von Harnstoff

(A) Die Komplexbildung eines C-terminal verkirzten Vipp1-Konstrukts (Vipp1_1-219) wurde unter
nativen Bedingungen, sowie in Anwesenheit von 4 M und 6 M Harnstoff mittels GréRenausschluss-
Chromatographie untersucht. (B) Eluiertes Protein wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-Far-
bung detektiert. Zur GroRenbestimmung wurde eine Kalibrierungsgerade verwendet (Kastchen
rechts oben).

Im Ausschlussvolumen von der Saule eluierendes Protein nahm ebenfalls mit
zunehmender Harnstoffkonzentration ab (Abb. 14A und B) und die Analysen mit-
tels SDS-PAGE bestatigen auch fir dieses Konstrukt den vollstandigen Zerfall des
homo-oligomeren Komplexes in Gegenwart von 6 M Harnstoff (Abb. 14B). In den
im Ausschlussvolumen eluierenden Fraktionen lie sich hier in der SDS-PAGE-
Analyse nahezu kein Protein mehr nachweisen, stattdessen konnte auch hierbei
das Protein mittels Kalibrierungsgerade als oktamere Untereinheit identifiziert wer-
den (Abb. 14B, 6 M Harnstoff).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Vipp1-Komplex schon in Anwesenheit von 4 M
Harnstoff teilweise zu einem Oktamer zerfallt, das allerdings unter den gewahlten

Bedingungen stabil ist und nicht weiter deassembliert. In der Gegenwart von 6 M
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Harnstoff liegt der Vipp1-Komplex nahezu vollstandig als Oktamer vor. Dies gilt fur
Vipp1 VI, sowie das C-terminal verkurzte Konstrukt Vipp1_1-219.

In weiteren Versuchen wurde rekombinantes Vipp1 VI und Vipp1_1-219 in einer
Zeitreihe unter nativen Bedingungen sowie in Anwesenheit von 6 M Harnstoff mit
Trypsin verdaut und Uber eine SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Far-
bung analysiert (Abb. 15).

o“ 10" 20" 1* 2 5° 10" 20" 30 o* 10" 20" 1 2" 5 10" 20' 30 Zeit
36 kDa— |’ s
29kDa — [ = == Sy — — — Nativ
- = z = = — = -
36kDa—lh - — — —
29kDa— | - = — — 6M Harnstoff
Vipp1 VI Vipp1_1-219

Abbildung 15: Zeitreihe Trypsinverdau von Vippl VI und Vippl_1-219 unter nativen Bedin-
gungen sowie in Anwesenheit von 6 M Harnstoff

Vipp1 VI und Vipp1_1-219 wurden unter nativen Bedingungen oder nach Behandlung mit 6 M
Harnstoff mit Trypsin Uber verschiedene Zeitrdume verdaut. Die Analyse der verdauten Proben
erfolgte Uber SDS-PAGE und anschliefende Coomassie-Farbung.

Vipp1 VI sowie auch Vipp1_1-219 wurden unter nativen Bedingungen wie erwartet
nur teilweise durch Trypsin verdaut. Der Teil des Proteins, der in den Kernkomplex
integriert und deshalb vor der Proteolyse geschutzt war, konnte in der SDS-PAGE
wie bereits gezeigt, als 27 kDa-Fragment detektiert werden (Abb. 13, nativ). Im
Gegensatz dazu wurde Vipp1 in Anwesenheit von 6 M Harnstoff komplett verdaut
(Abb. 13, 6 M Harnstoff). Etwa 20 min nach der Protease-Zugabe konnte in dem
mit Harnstoff behandelten Ansatz keinerlei Protein mehr nachgewiesen werden.
Der Verdau des Proteins erfolgte in Gegenwart von Harnstoff wesentlich lang-
samer, da die Anwesenheit des Harnstoffs offensichtlich kein ideales Milieu fur die
Enzymaktivitat der Protease darstellte. Allerdings ist zu keinem Zeitpunkt ein
stabiles, 27 kDa grofR3es, Fragment detektierbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl Vipp1 VI als auch Vipp1_1-219
stabile hochmolekulare Komplexe bilden, die in Anwesenheit von 4 M Harnstoff
zumindest teilweise bestehen bleiben. In Gegenwart von 6 M Harnstoff deassem-

blieren die hochmolekularen Komplexe beider Proteine allerdings vollstandig zu
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Oktameren, die unter diesen Bedingungen stabil sind und nicht weiter zerfallen.
Werden die Vipp1-Oktamere einer Proteolyse mit Trypsin ausgesetzt, so werden
sie im Gegensatz zum Vipp1-Komplex allerdings komplett verdaut, was wiederum
bestatigt, dass erst die Bildung des hochmolekularen Komplexes das Protein vor

einer Zersetzung durch die Protease schutzt.

3.3 Interaktion von Vippl mit Lipiden

Vipp1 aus Arabidopsis und Erbse wurde in vorangegangenen Arbeiten als Protein
beschrieben, das mit der inneren Hullmembran von Chloroplasten assoziiert ist
(Aseeva et al., 2004). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass diese Membrananbindung
durch Entfernung der letzten 40 Aminosauren von Vipp1 nicht beeinflusst wird,
allerdings wird angenommen, dass die Komplexbildung des Proteins und dessen
Assoziation mit der inneren Chloroplastenmembran in Verbindung stehen. Diese

Vermutungen sollten in dieser Arbeit mit rekombinantem Protein Uberpruft werden.

3.3.1 Proteolytischer Verdau der |IE-Vesikel aus Erbsenchloroplasten

Um die Membrananbindung von Vipp1 zu untersuchen, wurde zunachst innere
Hullmembran von Chloroplasten (Inner Envelope, IE-Vesikel) aus Erbse nach der
Methode von Waegemann und Soll, (1995) isoliert und anschlieRend einem
proteolytischen Verdau unterzogen. Durch die Behandlung mit Proteasen, die
nicht in der Lage sind, die Innere Hullmembran zu durchdringen oder zu bescha-
digen, kann die korrekte Orientierung der IE-Vesikel ,Right side out‘ nachge-
wiesen werden. Bei einer korrekten Orientierung der Membran-Vesikel sollten von
der Proteolyse nur extrinsische Membranproteine des IE, die zum Intermembran-
raum ausgerichtet sind und Abschnitte von integrierten Membranproteinen, die in
den Intermembranraum hineinragen, betroffen sein. Intrinsische Proteinbereiche
sind durch ihre Integration in die Membran vor Proteolyse geschltzt und ebenfalls
dem Stroma zugewandte membranassoziierte Proteine werden nicht verdaut, da
sie sich aufRerhalb der Reichweite der Proteasen in den Vesikeln befinden.

FUr den Verdau der inneren Hullmembran wurde die Protease Thermolysin ver-
wendet, die auch in friheren Untersuchungen haufig eingesetzt wurde, um die

Orientierung von an den |IE gebundenen Proteinen zu untersuchen (Balsera
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et al., 2009, Caliebe et al., 1997, Hoérmann et al., 2004). Verdaute sowie unver-
daute |E-Vesikel wurden durch SDS-PAGE, Western Transfer und anschlieRende
Immunodekoration mit Antikorpern gegen diverse Markerproteine, deren Orien-

tierung bereits bekannt ist, analysiert (Abb. 16).

Thermolysin
- +
- a-Tic110
— .
- “cmms | a-Tic55
a-Tic 62
——— S| -Tic 32

——— | O-FNR

— a-Vipp1

Abbildung 16: Proteaseverdau von isolierten IE-Vesikeln der Chloroplasten aus Erbse

IE-Vesikel aus Erbse wurden mit Thermolysin (1 ug/ ug IE) verdaut und anschlieRend tber SDS-
PAGE und Western-Transfer anhand von Markerproteinen (Tic110, Tic62, Tic55, Tic32, FNR) ana-
lysiert. Es sind die IE-Vesikel vor (-) und nach (+) Thermolysinverdau dargestellit.

Tic110, ein integrales Membranprotein und die grof3te Untereinheit des Tic-Kom-
plexes, weist verschiedene Bereiche auf, die in den Intermembranraum hinein-
ragen. Das Protein wird durch die Behandlung mit Proteasen an diesen Stellen zu
kleineren Fragmenten hydrolysiert (Balsera et al., 2009). Tatsachlich konnte
Tic110 nach einer Behandlung des IE mit Thermolysin nicht mehr in seiner
Ursprungsgrofie nachgewiesen werden (Abb. 16, a-Tic110). Tic55, ebenfalls ein
Bestandteil des Tic-Translokons, besitzt zwei Membrandomanen, die Uber einen
dem Intermembranraum zuganglichen Bereich miteinander verbunden sind
(Caliebe et al., 1997). Die Behandlung von IE-Vesikeln mit Thermolysin resultierte

in der Degradation des Proteins unter Entstehung eines 47 kDa gro3en Fragments.
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Die in dieser Arbeit durchgeflihrte Proteolyse resultierte ebenfalls in der Bildung
eines verkirzten Abbauprodukts (Abb. 16, a-Tic55). Tic32, Tic62 und auch FNR
sind periphere Proteine der inneren Chloroplastenmembran und aufgrund ihrer
dem Stroma zugewandten Lokalisation vor einem Abbau durch Proteasen ge-
schitzt (Hormann et al., 2004, Kuchler et al., 2002). Sie dienten daher als Negativ-
kontrollen (Abb. 16, a-Tic32, a-Tic62, a-FNR). Ausgehend von den Ergebnissen
der Proteasebehandlung kann die Orientierung der isolierten IE-Vesikel ,Right

side out” durchaus als korrekt bezeichnet werden.

Vipp1 war nach der Behandlung mit Thermolysin nicht mit einem gegen Vipp1 ge-
richteten Antikorper nachzuweisen (Abb. 16, a-Vipp1). Dies impliziert eine nahezu
vollstandige Zersetzung des Proteins durch die verwendete Protease, obwohl der
Vipp1-Kernkomplex in vorangegangenen Versuchen als proteasestabil deklariert
wurde (siehe Abschnitt 3.2.5 und Aseeva et al., 2004). Der komplette Verdau von
Vipp1 lasst sich allerdings mit der in diesem Ansatz verwendeten deutlich hdhe-
ren Proteasemenge erklaren. Es scheint, als sei der Vipp1-Kernkomplex nur in ge-
wissem Malle widerstandsfahig und konne durch eine erhdhte Proteasekonzen-
tration durchaus gespalten werden. Wurden |IE-Vesikel allerdings mit Trypsinmen-
gen behandelt, die denen entsprachen, die in Protease-Experimenten mit rekom-
binantem Protein eingesetzt wurden, so erfolgte der Ubliche partielle Verdau des
Proteins, wie die Entstehung eines verklrzten Degradationsprodukts von Vipp1
verdeutlicht (Daten nicht gezeigt).

Natives Vipp1 reagiert also bei Verdau der inneren Hullmembran der Chloroplas-
ten sensibel auf die Protease, obwohl bislang von einer Lokalisation des Proteins
an der zum Stroma hingewandten Seite ausgegangen wurde (Aseeva et al., 2004).
Diese wiederum sollte allerdings mit einem Schutz des Proteins durch die Vesikel-
bildung des IE einhergehen, wie anhand diverser Markerproteine gezeigt werden
konnte (Abb. 14, a-Tic62, a-Tic32, a-FNR). Trotzdem wird Vipp1 von Thermolysin
verdaut.

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob das Protein wirklich auf der dem Stroma
zugewandten Seite der inneren Chloroplastenmembran lokalisiert ist, wie bislang

vermutet wurde, oder auf der zum Intermembranraum hingewandten.
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3.3.2 Lokalisation von Vipp1 am IE von Chloroplasten

Analysen der Proteinsequenz von Vipp1 aus Erbse, Arabidopsis und Synechocys-
tis lieferten keinerlei Hinweise auf Transmembrandoménen (Li et al., 1994,
Westphal et al., 2001b). Zusatzlich konnte gezeigt wurden, dass die Behandlung
der IE-Vesikel der Chloroplasten mit Proteasen zum Verdau von Vipp1 fihrt (siehe
Abschnitt 3.3.1, Aseeva et al., 2004). Daher wurde eine periphere Assoziation von
Vipp1 mit der inneren Hullmembran von Chloroplasten vermutet. Um dies zu
bestatigen, wurden IE-Vesikel mit 0,5 M NaCl oder 6 M Harnstoff inkubiert. Auf
diese Weise behandelte Membranen wurden nach Zentrifugation in I6sliche und
unlésliche Fraktionen aufgeteilt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analy-
siert (Abb. 17).

20 mM Hepes 0.5 M NaCl 6 M Harnstoff
Ub P Ub P Ub P

—— —— wemnn | 0-TIC62
g o — | a-FNR
— pr— a-Vipp1

Abbildung 17: Behandlung chloroplastidarer IE-Vesikeln mit Natriumchlorid und Harnstoff

IE-Vesikel aus Erbse wurde mit 0,5 M NaCl oder 6 M Harnstoff behandelt und anschlieBend in eine
I6sliche (Ub) und eine Membranfraktion (P) unterteilt. Beide Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE
analysiert und das Protein nach Western Transfer mit Antikdrpern gegen Tic62, FNR und Vipp1
detektiert.

Diese Methode wurde bereits des Ofteren eingesetzt, um die Lokalisation von
Membranproteinen zu identifizieren (Hormann et al., 2004, Kuchler, et al., 2002).
Harnstoff ist in der Lage, die Lipid-Doppelschicht der Membranvesikel zu Uber-

winden und kann so Proteine destabilisieren. Integrale Membranproteine wie
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Tic110 befinden sich trotz der Behandlung von IE-Vesikeln mit Harnstoff in der
Membranfraktion, wahrend viele membranassoziierte Proteine, wie die FNR, nicht
mehr an Lipide binden kdnnen und daher in die I6slichen Fraktion Ubergehen.

Da Vipp1 als peripheres Membranprotein gilt, wurden Tic62, ein Protein des Tic-
Translocons, das peripher an der inneren Hullmembran von Chloroplasten auf der
dem Stroma zugewandten Seite lokalisiert ist und FNR, die Uber Protein-Protein-
Interaktionen an diese Membran gekoppelt ist (Kuchler et al., 2002, Stengel et al.,
2007), in diesem Versuch zum Vergleich herangezogen. Wurden |E-Vesikel mit
0,5 M NaCl behandelt, so lieien sich Tic62, FNR und Vipp1 nach der Western
Blot-Analyse in den Membranfraktionen detektieren, so dass bei allen Proteinen
von einer starken Bindung an die Membranvesikel ausgegangen werden kann.
Erst die Anwesenheit von 6 M Harnstoff bewirkte, dass Vipp1 nahezu vollstandig
wie auch der Grofteil der FNR in die l6sliche Fraktion Uberging. Tic62 - obwohl
kein integrales Membranprotein - war unter diesen Bedingungen, wie in vorherigen
Arbeiten gezeigt wurde, hauptsachlich in den Membranfraktionen lokalisiert
(Kuchler et al., 2002). Durch diese Ergebnisse konnte bestatigt werden, dass
natives Vipp1 peripher mit der inneren Hullmembran des Chloroplasten assoziiert
ist.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Vipp1 in Anwesenheit von 6 M
Harnstoff zu einem Oktamer deassemblierte (siehe Abschnitt 3.2.6). Natives Vipp1
ist in Anwesenheit von 6 M Harnstoff nicht mehr mit der Membran assoziiert, was
nahelegt, dass die Komplexbildung flr die Membranassoziation essenziell ist, da
Vipp1 als Oktamer offensichtlich nicht mehr in der Lage ist, an Membranlipide zu

binden.

3.3.3 Interaktion von Vipp1 mit IE-Vesikeln aus Chloroplasten

Domanen, die fur die Interaktion von Vipp1 mit der inneren Hullmembran aus
Chloroplasten essenziell sind, wurden in Flotierungsversuchen ermittelt. Zu die-
sem Zweck wurden das Volllangenprotein, sowie N- und C-terminal verkurzte Kon-
strukte mit der zuvor mit Thermolysin behandelten inneren Chloroplastenmembran
inkubiert und anschlieRend mit einem Saccharose-Gradienten Uberschichtet. Nach
Zentrifugation wurde der Gradient von oben ausgehend fraktioniert und die einzel-

nen Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Vipp1 wurde mit
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einem gegen das Volllangenprotein gerichteten Antikorper nachgewiesen
(Abb. 19).

Die Behandlung der inneren Hullmembran mit Thermolysin erfolgte aus dem
Grund, potentielle proteinare Interaktionspartner von Vipp1 zu entfernen. In den
folgenden Versuchen sollte ausschlieRlich die Interaktion von Vipp1 mit der Lipid-
Doppelschicht untersucht werden.

Zunachst wurde als Kontrolle unverdauter sowie proteolytisch verdauter IE im
Saccharose-Gradienten flotiert (Abb. 18). In der mit unbehandelter Hullmembran
durchgefuhrten Flotierung zeigte sich ein deutliches Protein-Signal fur Vipp1 in der
Membranfraktion des Gradienten (Abb. 18, - Thermolysin, a-Vipp1, Pfeil), woge-
gen die mit Thermolysin verdaute Probe in dieser Fraktion lediglich sehr wenig
Vipp1-Protein aufwies (Abb. 18, + Thermolysin, a-Vipp1, Pfeil). Als Kontrolle wur-
de ein Antikdrper gegen Tic32 verwendet (a-Tic32). Der Versuch zeigt, dass die
innere Hullmembran bei Zentrifugation im Gradienten nach oben flotiert, gebunde-
nes natives Vipp1 also mit der Membran durch den Gradienten wandert und
spater in der Membranfraktion des Gradienten detektiert werden kann. Wird das
Protein verdaut, ist die Menge des detektierten Vipp1-Proteins in der Membran-
fraktion erheblich reduziert. Tic32, das von der Protease nicht verdaut wird, ist
dagegen sowohl in der unverdauten als auch in der verdauten Membranfraktion

vorhanden.

Saccharosekonzentration * Saccharosekonzentration *
a-Vipp1 - -

a-Tic 32 & -

- Thermolysin + Thermolysin

Abbildung 18: Flotierung von unverdauten und verdauten IE-Vesikeln aus Erbse

Verdaute (+ Thermolysin) sowie unverdaute (- Thermolysin) innere Hillmembran aus Erbse wurde
in einem Saccharose-Gradienten flotiert. Die Gradienten wurden anschlieRend fraktioniert und
mittels SDS-PAGE und Western Blot mit Antikérpern gegen Vipp1 und Tic32 analysiert. Der
schwarze Pfeil markiert die jeweilige Membranfraktion.
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In der Abbildung 19 sind die verschiedenen Fraktionen der mit rekombinantem
Protein durchgefiihrten Flotierungsversuche gezeigt. Die Flotierungen wurden so-
wohl mit als auch ohne IE-Vesikel, jedoch immer in Anwesenheit von rekom-
binantem Protein durchgefuhrt.

In Abwesenheit der Membranlipide sind alle in den Flotierungsversuchen einge-
setzten Proteine ausschlieRlich im untergeschichteten Auftragsbereich des Gra-
dienten lokalisiert (Abb. 19, - IE-Vesikel). Werden |IE-Vesikel hinzugegeben, flotie-
ren im Gradienten sowohl Vipp1-Volllange, als auch ein um die letzte C-terminale
a-Helix verklrztes Vipp1-Konstrukt (Abbildung 19, + IE-Vesikel, Vipp1 VI und
Vipp1_1-219). Dies ist deutlich durch ein Proteinsignal in der Membranfraktion
(schwarzer Pfeil) zu erkennen. Werden dagegen N-terminal verkurzte Vipp1-Kon-
strukte eingesetzt, ist kein Protein in der Membranfraktion (schwarzer Pfeil)
identifizierbar (Abb. 19, + IE-Vesikel, Vipp1_21-259 und Vipp1_84-259).

Saccharosekonzentration Saccharosekonzentration *

Vipp1 VI -y - .y -
Vipp1_1-219 m. ‘.. g -
Vipp1_21-259 | - "

A -
Vipp1_84-259 | {iliie— m

- |E-Vesikel + IE-Vesikel

Abbildung 19: Anbindung N- und C-terminal verkirzter Vippl-Konstrukte an IE-Vesikel

Flotierung von Vipp1 VI sowie diversen N- und C-terminal verkirzten Vipp1-Konstrukten mit und
ohne innere Hullmembran (IE-Vesikel). Analyse der gesammelten Fraktionen mittels SDS-PAGE
und Western Blot mit einem Antikérper gegen Vipp1. Der schwarze Pfeil markiert die Fraktion, in
der die Membranvesikel lokalisiert sind.

Da die Flotierungsversuche mit zuvor proteolytisch verdauten Membranvesikeln
durchgefuhrt wurden, lasst sich die Aussage treffen, dass in der Membran

lokalisierte Interaktionsproteine fur die Anbindung von Vipp1 an Membranlipide der
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inneren Huallmembran nicht nétig sind, sondern Vipp1 vielmehr fahig ist, direkt an
Lipide zu binden. Die Interaktion von Vipp1 mit Lipiden korreliert moglicherweise
mit der Assemblierung zu einem 2 MDa-Komplex, da N-terminal verklrzte
Proteine, die nicht in der Lage sind, diesen Komplex zu bilden, ebenfalls nicht an
die innere Membran des Chloroplasten binden kdnnen, C-terminal verkirzte Kon-
strukte dagegen schon. Aus den Flotierungsversuchen geht deutlich hervor, dass
die erste a-Helix fur die Anbindung des Proteins an Membranlipide essenziell ist.
Ob sie direkt fur die Interaktion verantwortlich ist oder nur indirekt GUber die Kom-

plexbildung eine Rolle spielt, soll durch weitere Untersuchungen belegt werden.

3.3.4 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie
Das Prinzip der Fourier-Transform Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie)

besteht darin, dass elektromagnetische Strahlung im infraroten Bereich in der
Lage ist, in Molekulen Vibrationsschwingungen anzuregen. Dabei kommt es an
den Stellen der Eigenfrequenz dieser Schwingungen zur Absorption der Energie
der elektromagnetischen Strahlung, was die Erstellung eines IR-Absorptions-
spektrums ermdglicht. Die Spanne des mittleren IR, in dem in der Regel die
Spektroskopie molekilspezifischer Schwingungsbanden erfolgt, reicht von 2,5 ym
bis 25 ym. Dabei wird die Energie der elektromagnetischen Strahlung Uber den
reziproken Wert der Wellenlange, die Wellenzahl (v) definiert. Im mittleren
Infrarotbereich werden so Schwingungs-Rotationstibergange zwischen 400 und
4000 cm™ erfasst. Viele der auftretenden Absorptionsbanden sind auf funktionelle
Gruppen in Molekulen zuruckzufuhren. Die auftretenden IR-Banden dieser Grup-
pen, die auch als Gruppenfrequenzen bezeichnet werden, ermoglichen die Identi-
fizierung der Substanzklassen von Molekulen. Da mit dieser Technik also eine
direkte Aussage Uber die Existenz infrarotaktiver funktioneller Gruppen von Mole-
kilen getroffen werden kann, eignet sich die Methode gut zur Analyse von Protein-

Lipid-Wechselwirkungen.

In E. coli exprimiertes Vipp1 sollte zunachst auf Interaktionen mit bakteriellen
Lipiden untersucht werden. Die Technik der FTIR-Spektroskopie wurde eingesetzt,
um Lipide, die aufgrund einer Wechselwirkung zusammen mit rekombinantem

Vipp1 aufgereinigt werden konnten, zu identifizieren.
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Mittels der Infrarotstrahlung werden unterschiedliche Schwingungen in Lipidmole-
kilen angeregt und damit erfasst. Die C-H Streckenschwingungen der Lipid-Acyl-
ketten treten beispielsweise im spektralen Bereich von 3000 - 2850 cm™ auf. Die-
se Schwingungen werden vorrangig durch Lipide verursacht, die aufgrund der
Kettenlange ihrer Fettsauren (vorwiegend C:16, C:18) hohe Absorptionen in die-
sem Abschnitt zeigen. Antisymmetrische Methylenschwingungen konnen in einem
Bereich bei 2916 -2936 cm™ beobachtet werden, symmetrische bei 2843 —
2863 cm™'. Charakteristisch fir Lipide ist ebenso die bei 1730 — 1740 cm™ auftre-
tende C=0 Schwingung der Estercarbonylgruppe.

In der FTIR-Spektroskopie wurde rekombinantes, zuvor tiber Ni**-NTA-Sepharose
aufgereinigtes Protein eingesetzt. In Abbildung 20 sind die IR-Spektren von
Vipp1 VI sowie eines N-terminal (Vipp1-21-259) und eines C-terminal
(Vipp1_1-219) verkirzten Konstrukts dargestellt. Es ist nicht das gesamte IR-
Spektrum gezeigt, sondern vielmehr zwei ausgewahlte Ausschnitte, die Bereiche
der Wellenzahlen 3100 -2650 cm™ (Abb. 20A), sowie 1780 — 1500 cm’
(Abb. 20B) erfassen. Diese Bereiche wurden bewusst ausgewahlt, weil sie
Abschnitte des Spektrums wiedergeben, die fir die Detektion der Lipide von
Bedeutung sind, da die funktionellen Gruppen der Lipide in diesen Bereichen
absorbieren. In dem von Vipp1 VI erstellten Spektrum treten zwei Banden auf, die
von Absorptionen elektromagnetischer Strahlung durch Acylketten zeugen
(Abb. 20A). Dabei weist eine Bande ein Absorptionsmaximum bei etwa 2925 cm’’
(antisymmetrische Methylenschwingung) auf, ein weiterer Hochstwert lasst sich
bei etwa 2855 cm™ (symmetrische Methylenschwingung) verzeichnen (gestrichelte
Linien). Beide Banden konnten ebenfalls in einem IR-Spektrum beobachtet
werden, das mit dem Konstrukt Vipp1_1-219 erstellt wurde, was auf die Anwesen-
heit von Lipiden in beiden Proben schlie3en lasst. Der Bereich des Spektrums, der
fur die Absorption der Estercarbonylgruppen von Lipiden charakteristisch ist
(Abb. 20B, 1730 — 1740 cm™), zeigte ebenfalls sowohl bei Vipp1 VI als auch bei
Vipp1_1-219 eine Absorption, was die Prasenz von Lipiden in diesen Proben

bestatigte.
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Wurden Vipp1 VI und Vipp1_1-219 vor den IR-Messungen zur Kontrolle mit dem
Enzym Lipase behandelt, das die Esterbindungen von Triglyceriden spaltet, ander-
te sich das Spektrum deutlich (Abb. 20A/B, + Lipase). So waren beispielsweise in
den Abschnitten des Spektrums, in denen mit unbehandeltem Volllangenprotein
die charakteristische Absorption der Acylketten erfolgte, (Abb. 20A, Vipp1 VI
+ Lipase) keine spezifischen Banden mehr zu detektieren. Bei dem mit Lipase
behandelten C-terminal verkurzten Vipp1-Konstrukt (Abb. 20, Vipp1_1-219 + Lipa-
se, 3000 - 2850 cm™) war die Absorption der beiden Maxima (2916 — 2936 cm™,
2843 - 2863 cm™) immerhin erheblich reduziert. Ein Riickgang der Absorption in
Abhangigkeit vom Lipidverdau zeigte sich ebenfalls im Absorptionsbereich der
Ester-Carbonylgruppe fur beide Proteine (Abb. 20B, Vipp1 VI + Lipase, Vipp1_1-
219 + Lipase). Die Minimierung der Absorption von Acylketten bzw. Ester-Car-
bonylgruppen im IR-Spektrum durch die Behandlung der Proteine mit Lipase
bestatigt die Spezifitat der mit unbehandelten Proteinen gemessenen Lipidsignale.
Im IR-Spektrum des Vipp1-Konstrukts mit einem verkirzten N-Terminus
(Vipp1_21-259) wurden dagegen weder Lipid-spezifische Banden im Absorptions-
bereich der Acylketten (Abb. 20A, Vipp1_21-259) noch der Ester-Carbonylgruppen
detektiert (Abb. 20B, Vipp1_21-259), was die These stitzt, dass dieser Bereich
von Vipp1 direkt oder indirekt mit der Lipidbindung in Verbindung steht (siehe auch
Abschnitt 3.3.3).

Proteine verursachen durch Schwingung der Peptidbindung zwei sehr prominente
Banden: die Amid | —Bande (zwischen 1700 und 1600 cm™), die auf C=0
Schwingungen zuriickgeht und die Amid Il -Bande (zwischen 1600 und 1500 cm™),
die hauptsachlich durch N-H und C - N Schwingungen erzeugt wird. Vor Allem
die Amid I-Bande wird haufig zur Analyse der Sekundarstruktur von Proteinen
herangezogen, da ihre Form und Lage im Spektrum sehr charakteristisch fur die
Struktur des untersuchten Proteins ist und damit die Bestimmung der prozentualen
Zusammensetzung seiner Sekundarstrukturelemente (a-Helix, B-Faltblatt, Ran-
dom Coil) und die Erkennung von Konformationsanderungen ermdglicht. Jegliche
Modifikation der Proteinstruktur zeigt sich als spezifisches Absorptionssignal in der
Amid |- Bande.
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Abbildung 20: Infrarot-Spektren von Vipp1 VI, sowie N-und C-terminal verkiirzten Konstruk-
ten mit und ohne Lipase

Vipp1 VI, sowie N- (Vipp1_21-259) und C-terminal (Vipp1_1-219) verkiirzte Konstrukte wurden mit-
tels FTIR-Spektroskopie analysiert. Vipp1 VI und Vipp1_1-219 wurden jeweils mit und ohne Lipase
in die Spektroskopie eingesetzt. (A) Spektraler Bereich von 3100 — 2650 cm™. (B) Spektraler Be-
reich von 1800 — 1500 cm™.
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Wie sein Homolog PspA weist auch Vipp1 eine vorwiegend a-helikale Struktur auf,
die typisch ist fur Proteine, die hochmolekulare Komplexe bilden (Li et al., 1994).
Mit dem IR-Absorptionsspektrum lasst sich von der Amid |I-Bande ausgehend die
weitgehend a-helikale Struktur aller in der FTIR-Spektroskopie analysierten Vipp1-
Proteinvarianten bestatigen. Die Amid |I-Bande im IR-Spektrum weist fur alle unter-
suchten Vipp1-Proteine ein Absorptionsmaximum von 1650 cm™ auf und zeigt
zudem eine gleichmalige Form (Abb. 20, Amid I-Bande, gestrichelte Linie), was
fur a-helikale Strukturen charakteristisch ist. Bei einem N-terminal verkurzten
Vipp1-Konstrukt (Vipp1_21-259) lasst sich allerdings feststellen, dass die Amid I-
Absorptionsbande mit zunehmender Wellenzahl eine Schulter aufweist, die in der
zweiten Ableitung des Spektrums (nicht gezeigt) auf einen deutlich ansteigenden
Anteil von unstrukturierten Bereichen mit zunehmender N-terminaler Verkirzung
des Proteins hindeutet. Dies ist wohl darauf zurickzufuhren, dass durch die Ent-
fernung von a-Helices in verkirzten Vipp1-Konstrukten deren Anteil im Protein
reduziert wird und andere Sekundarmerkmale des Proteins im Spektrum deutli-
cher in den Vordergrund treten. Eine C-terminale Verkurzung des Proteins schlagt
sich im Gegensatz dazu nicht im Absorptionsspektrum nieder, was damit erklart
werden kann, dass dem Konstrukt Vipp1_1-219 nicht nur die letzte a-Helix fehlt,
sondern ebenfalls ein langerer unstrukturierter-Bereich (Random Coil), der die
letzte a-Helix mit dem Rest des Proteins verbindet. Aus diesem Grund ist das
a-Helikale Verhaltnis vermutlich weiterhin ausgeglichen und lasst keine Veran-

derung im Spektrum erkennen.

Die Anbindungsversuche von Vipp1 an IE und die Analysen von Vipp1-Proteinen
mittels FTIR-Spektroskopie zeigen unabhangig voneinander, dass Vipp1 eindeutig
in der Lage ist, stabil Lipide zu binden. Vipp1 interagiert mit Lipiden des chloro-
plastidaren Inneren Envelops und ist darlber hinaus ebenfalls in der Lage, bak-
terielle Lipide zu binden und diese Assoziation Uber diverse Reinigungsschritte
hinweg aufrechtzuerhalten. Es konnte in diesem Versuchsteil belegt werden, dass
die letzten 40 C-terminalen Aminosauren des Proteins fur dessen Assoziation mit
Lipiden keine Rolle spielen. Des Weiteren zeigte sich sowohl in den Flotations-
versuchen mit IE-Vesikeln als auch in der IR-Spektroskopie, dass der ersten N-ter-

minalen a-Helix eine essenzielle Funktion in der Lipidinteraktion des Proteins zu-
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kommt. Es bleibt zu klaren, ob diese a-Helix direkt uber eine Bindestelle an der
Lipidbindung des Proteins beteiligt ist, oder ob sie Uber die Komplexbildung des
Proteins eine eher sekundare Rolle spielt. Zusatzlich konnte in den FTIR-Untersu-
chungen die weitgehend a-helikale Struktur von Vipp1 und seinen verkurzten Kon-

strukten bestatigt werden.

3.4 Funktion der C-terminalen Doméane von Vipp1l

Vipp1 und sein Homolog PspA zeigen eine ahnliche Sekundarstruktur, die haupt-
sachlich a-Helices aufweist (siehe Einleitung) und beide Proteine sind in der Lage,
zu hochmolekularen Homooligomeren zu assemblieren. Vipp1 unterscheidet sich
von PspA allerdings durch eine C-terminale Verlangerung von 30 - 40 Aminosau-
ren, die in allen Vipp1-Proteinen vorkommt, PspA aber fehlt. Dieser ,C-Termi-
nus“ des Proteins beinhaltet eine a-Helix, die Uber eine langere unstrukturierte
Doméane (Random Coil) mit dem N-terminalen, PspA-ahnlichen Bereich des
Proteins verbunden ist. Vipp1 hat sich aus PspA vermutlich durch Genduplikation
entwickelt (Westphal et al., 2001b). Wahrend in Cyanobakterien haufig sowohl
Vipp1 als auch PspA vorkommen, kann in Chloroplasten von héheren Pflanzen
allein Vipp1 detektiert werden, wo dem Protein bei der Ausbildung der Thylakoid-
membranen der Chloroplasten eine wichtige Bedeutung zukommt (Kroll et al.,
2001). Da die C-terminale Domane von Vipp1 einen offensichtlichen strukturellen
Unterschied zu PspA darstellt, lag die Vermutung nahe, dass dieser Bereich eine
mehr oder weniger essenzielle Rolle bei der neuen Funktion des Vipp1-Proteins in
den Chloroplasten hoherer Pflanzen spielt. Deshalb war auch fur diese Arbeit die
EntschllUsselung der Funktion des Vipp1 C-Terminus von grof3em Interesse. Aller-
dings konnte die Relevanz dieser Domane bei keiner Eigenschaft von Vipp1 nach-
gewiesen werden, die bislang bekannt und offensichtlich fur die Funktion des Pro-
teins von Bedeutung ist (Komplexbildung, Lipidanbindung). Dennoch stellt der
C-Terminus ein charakteristisches Strukturmerkmal von Vipp1-Proteinen dar, das

untersucht werden soll.
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3.4.1 Komplementation von Vipp1-Mutanten mit Vipp1_1-219
Eine Moglichkeit, die Funktion bestimmter Domanen von Proteinen zu analysieren

besteht darin, Proteinvarianten in einer ,knock-out’ Mutante zu exprimieren und
eventuelle phanetypische Veranderungen zu untersuchen. Viele bisherige Unter-
suchungen zur Funktion von Vipp1 wurden allerdings bisher mit einer Mutante
durchgefuhrt, die durch eine Unterbrechung in der Promotorregion des Vipp1-
Gens zwar einen drastisch reduzierten Vipp1-Anteil aufweist, jedoch noch etwa
20 % des Wildtyp-Gehaltes von Vipp1 exprimieren kann. Eine erst seit kurzem zur
Verfugung stehende, vollstandige Vipp1-Knockout-Mutante (Avipp7), die durch
eine  TDNA-Insertion im dritten Exon des Vipp1-Genes charakterisiert ist
(Abb. 21A), stellt hingegen eine gute Moglichkeit dar, um solche Funktionsanaly-
sen durchzufuhren. Dazu sollte im genetischen Hintergrund dieser Mutante ein
C-terminal verkirztes Vipp1-Konstrukt (Vipp1_1-219) exprimiert werden, um auf-
grund eines moglichen Phanotyps die Aufgabe der C-terminalen, Vipp1-spezi-
fischen Verlangerung ableiten zu kdnnen.

Zunachst wurden PCR-Analysen mit diversen Primerkombinationen durchgefuhrt,
um sowohl die Insertion der TDNA als auch des S35::Vipp1_1-219-Konstrukts in
den untersuchten Pflanzen zu bestatigen. Es wurde zu diesem Zweck drei
verschiedene Primerpaare verwendet, mit denen das Wildtypallel, die das Vipp1
Gen unterbrechende TDNA und das 35S::Vipp1_1-219-Konstrukt (soweit vorhan-
den) nachgewiesen werden konnten. Mit von Wildtyp-Pflanzen isolierter DNA
konnte in der PCR wie erwartet nur das Vipp1-Wildtyp-Allel amplifiziert werden
(Abb. 21B, Wt 1-3). Im Gegensatz dazu lieR sich bei der Vipp1-Mutante die Homo-
zygotie fur die TDNA-Insertion dadurch bestatigen, dass zwar Bereiche der TDNA
amplifiziert werden konnten, nicht aber das Wildtyp-Allel (Abb. 21B, Avipp1, 1 + 2).
In der PCR einer Vipp1-Knockout-Mutante, die zusatzlich das C-terminal verkurzte
Vipp1-Konstrukt aufwies (Avipp1 + Vipp1_1-219), lie} sich ebenfalls kein Wildtyp-
Allel amplifizieren (Abb. 21B, Avipp1 + Vipp1_1-219), was beweist, dass die
Mutante homozygot ist flr die TDNA-Insertion. Hingegen konnte die Insertion von
35S::Vipp1_1-219 nachgewiesen werden (Abb21B, Avipp1 + Vipp1_1-219), was

nahe legt, dass es sich hierbei um den gewunschten Pflanzentyp handelt.
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Abbildung 21: Expression von Vippl_1-219 im Hintergrund der homozygoten Vippl-Knock
Out-Mutanten A vipp1

(A) Lage der TDNA-Insertion im Vipp1-Gen (At1965260.1) (B) PCR-Analyse der Vipp1-Knock-Out-
Mutanten (Avipp1), sowie der mit Vipp1_1-219 komplementierten Mutanten (Avipp1 + Vipp1_1-
219) und dem Wildtyp (Wt); Die PCR wurde mit drei Primern durchgeflhrt, mit denen folgende Be-
reiche (soweit vorhanden) amplifiziert werden konnten: 1: Wildtyp-Allel, 2: TDNA-Insertion,
3: 35S::Vipp1_1-219-Insertion (C) SDS-PAGE-Analyse  mit  Pflanzenextrakten.  Wt: Wildtyp,
Wt + Vipp1_1-219: Wildtyp, in dessen Hintergrund das Konstrukt Vipp1_1-219 exprimiert wurde,
Re: mit dem Konstrukt Vipp1_1-219 komplementierte Vipp1-Mutante, Avipp1: homozygote Vipp1-
Mutante. Vipp1 mit einem gegen Vipp1 gerichteten Antikdrper nachgewiesen (a-Vipp1). Als Lade-
kontrolle wurde Tic110 verwendet (a-Tic110). (D) Vergleich der homozygoten Vipp1-Knockout-
Mutanten (Avipp1), einer mit dem Konstrukt Vipp1_1-219 komplementierten Vipp1-Knockout-
Mutante (Avipp1 + Vipp1_1-219) und dem Wildtyp (Wt).

Vipp1-Mutanten, die keinerlei Vipp1 exprimieren kdnnen, zeigen einen albinoti-
schen Phanotyp (Abb. 21D, Avipp1). Dieser ahnelt dem fur die Promotormutante
beschriebenen Phanotyp (Kroll et al., 2001), welcher hier nur entsprechend starker
ausgepragt ist. Die Pflanzen sind unter autotrophen Bedingungen nicht lebens-
fahig und auch auf zuckerhaltigen Medien erreichen sie nur das in Abb. 21 darge-

stellte Stadium. Wurde das um den C-Terminus von Vipp1 verkurzte Konstrukt in
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diesen Mutanten exprimiert, so konnte kein offensichtlicher Unterschied zwischen
dem Wildtyp und den mit Vipp1_1-219 komplementierten Vipp1-Mutanten detek-
tiert werden (Abb. 21D, Avipp1 + Vipp1_1-219). Die Pflanzen, welche Vipp1_1-219
exprimieren, unterschieden sich weder in der Grof3e, noch in Form oder der Far-
bung von den Wildtyppflanzen (Wt). Dies lasst vermuten, dass Vipp1 auch ohne
die C-terminale Domane im Wesentlichen seine Funktion flr die Thylakoidbio-
genese erfullen kann. Eventuell gibt eine detaillierte Untersuchung auf zellularer
Ebene mittels TEM-Analyse Aufschluss tiber Anderungen z.B. der Thylakoidstruk-
tur. Moglicherweise lasst sich auch durch die Veranderung der Umgebungsver-
haltnisse ein Phanotyp erzielen, allerdings konnte unter den in diesem Versuch
verwendeten Bedingungen kein Hinweis auf eine essenzielle Funktion der C-termi-

nalen Domane ermittelt werden.

3.4.2 |Interaktion des Vipp1 C-Terminus mit cpHsp70
Pull down-Assays werden haufig eingesetzt, um Interaktionen zwischen Proteinen

nachzuweisen. Da die ldentifikation von Interaktionspartnern oft hilfreich ist, um
die Funktion eines Proteins zu entschlisseln, sollten in diesem Arbeitsteil mithilfe
eines Pull down-Assays Interaktionspartner von Vipp1 aufgereinigt und analysiert
werden. Die C-terminale Domane von Vipp1, die nicht zur Oligomerisierung beno-
tigt wird und daruber hinaus offensichtlich nicht in den Protein-Kernkomplex inte-
griert ist (siehe Abschnitt 3.2.5 und Aseeva et al., 2004) sondern sich aufRerhalb
des Oligomers befindet, stellt aufgrund ihrer Lokalisation eine potentielle Binde-
stelle fur Interaktionsproteine dar. Da es bislang keine Anhaltspunkte dafur gibt,
welche Rolle diesem Bereich des Proteins in der Vipp1-Funktion zukommt, ware
die Identifikation von Proteinen, die mit der C-terminalen Vipp1-Domane assoziiert
sind, sehr hilfreich fir die Aufklarung dieser Fragestellung.

Interaktionspartner von Vipp1, die an den C-Terminus (Vc.em) des Proteins binden,
sollten mit einem Pull down-Assay identifiziert werden. Die Gensequenz von
Vcierm Wurde zu diesem Zweck in einen Vektor kloniert, der das Protein bei
Expression uber einen Polylinker mit Protein A fusionierte. Das in E. coli exprimier-
te Fusionsprotein konnte nun an die Saulenmatrix, in diesem Fall IgG-Sepharose,
gekoppelt und mit potentiellen Interaktionspartnern inkubiert werden. Die Pull

down-Experimente wurden zunachst mit stromalen Proteinen aus Arabidopsis
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durchgefihrt, da die Lokalisation von Vipp1 an der inneren Hullmembran des
Chloroplasten nachgewiesen werden konnte (Aseeva et al., 2004) und eine dem
Stroma zugewandte Ausrichtung des Proteins als logisch galt. Spezifisch an Vc.term
gebundenes Protein wurde mit 0,3 M Essigsaure (pH 3,4) von der Saule eluiert
und nach SDS-PAGE durch eine Silberfarbung detektiert (Abb. 22).

pH3.4
kDa w E1 E2 E3
- wme S| % cpHsc70.1/2
66— —
36— v
3 )
29—

Abbildung 22: Pull down-Assay mit Vcem an 1lgG-Sepharose

Der Pull down-Assay wurde mit stromalen Proteinen aus A. thaliana durchgefiihrt. Nach der Elution
mit 0,3 M HAc, pH 3.4 erfolgte die Analyse der eluierten Proteine mittels SDS-PAGE und Silber-
farbung. (A: Auftrag, D: Durchlauf, W: Wasch, E1 - 3: Eluate)

Auf diese Weise konnte eine spezifische Proteinbande mit einer GroRe von etwa
70 kDa identifiziert werden (Sternchen). Massen-Spektrometrische (MS) Analysen
ergaben, dass es sich bei diesem Protein um zwei im Stroma von Chloroplasten
lokalisierte Hsp70-Homologe, cpHsc70.1 und cpHsc70.2 aus A. thaliana handelte.
Mitglieder der ,Heat Shock Protein“ (Hsp) -Familie erfullen wichtige Funktionen in
der Proteinfaltung, Proteintranslokation und Stressantwort von nahezu allen Orga-
nismen und sind dartber hinaus in fast allen subzelluldren Kompartimenten vertre-

ten.
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cpHsc70-1 MASSAAQIHVLGG IGFAS S--SSSKRNLNGKGGTFMPRSAFFGTRTGPFSTPTSAFLRMG 58
cpHsc70-2 MASSAAQIHILGG I GFPNSFCSSSTKNLDNKTN S—1PRSVFFGNRTSPFSTPTSAFLRMG 59
R : E . * EE . : Kk : . * . : : Kkk . Kkk . E . Rk o
cpHsc70-1 TRNGGGASRYAVGPVRVVNEKVVG IDLGTTNSAVAAMEGGKPT IVTNAEGQ RTTPSVVAY 118
cpHsc70-2 RRNNN-ASRYTVGPVRVVNEKVVG IDLGTTNSAVAANEGGKPT IVTNAEGQ RTTPSVVAY 118
** ****
cpHsc70-1 TKSGDRLVGQ I AKRQAVVNPENTFFSVKRF 1 G RKMNEVDEESKQVSYRVVRDENNNVKLE 178
cpHsc70-2 TKSKDRLVGQ I AKRQAVVNPENTFFSVKRF | GRRMNEVAEESKQVSYRVIKDENGNVKLD 178
cpHsc70-1 CPAINKQFAAEE I SAQVLRKLVDDAS RFLNDKVTKAV I TVPAYFNDSQRTATKDAGRIAG 238
cpHsc70-2 CPAIGKQFAAEE I SAQVLRKLVDDASRFLNDK\TKAVITVPAYFNDSQRTATKDAGRIAC 238
****
cpHsc70-1 LEVLR I INEPTAASLAYGFDRKANET I LVFDLGGGTFDVSVLEVGDGVFEVLSTSGDTHL 29 8
cpHsc70-2 LEVLRI INEPTAASLAYGFE RKSNET ILVFDLGGGTFDVSVLEVGDGVFEVLSTSG DTHL 298
-kk - *
cpHsc70-1 GGDDFDKRVVDWLAAEFK KDEG I DLLKDKQALQRLTEAAEKAK IELSSLTQTNMSLPFIT 358
cpHsc70-2 GGDDFDKRVVDWLASTFK KDEG I DLLKDKQALQRLTEAAEKAK IELSSLTQTNMSLPFIT 358
- *
cpHsc70-1 ATADGPKH IETTLTRAKFEELCSDLLDRVRTPVENSLRDAKLSFKDIDEVILVGGSTRIP 418
cpHsc70-2 ATADGPKH I ETTL TRGKFEELCSDLLDRVRTPVENSL RDAKFSFKD IDEVILVGGSTRIP 418
- *
cpHsc70-1 AVQELVRKVTGKEPNVTVNPDEVVALGAAVQAGVLAGDVSDIVLLDVTPLSIGLETLGGV 47 8
cpHsc70-2 AVQDLVRKLTGKEPNVSVNPDEVVALGAAVQAGVLSGDVSDIVLLDVTPLSLGLETLGGV 47 8
*** **** *
cpHsc70-1 MTKIIPRNTTLPTSKSEVFSTAADGQTSVE INVLQGE REFVRDNKSLGSFRLDGIPPAPR 538
cpHsc70-2 MTKIIPRNTTLPTSKSEVFSTAADGQTSVE INVLQGE REFVRDNKS 1 GSFRLDG IPPAPR 538
- *
cpHsc70-1 GVPQIEVKFDIDANG I LSVSAVDKGTGKKQD I TI TGASTLPKDEVDQMVQEAERFAKDDK 59 8
cpHsc70-2 GVPO1EVKFDIDANG ILSVSASDQGTGKKQDI TITGASTLPKDEVDTHVQEAERFAKEDK 59 8
** *x
cpHsc70-1 EKRDAIDTKNQADSVVYQTEKQLKELGE K IPGEVKEKVEAKLQELKDK IGSGSTQEIKDA 658
cpHsc70-2 EKRDAIDTKNOADSVVYOTEKQLKEL GE K IPGPVKEKVEAKLQELKEKIASGSTQE IKDT 658
**
cpHsc70-1 MAALNQEVMQIGQSLYNQPGAGGPGAGPSPGGEGASSG D-SSSSKGGD-GDDVIDADFTD 716
cpHsc70-2 MAALNQEVMQIGQSLYNQPQPGG——ADSPPGGEASSSSDTSSSAKGGDNGGDVIDADFTD 716
* .. **** ** * *** *hkk * ******** *
cpHsc70-1 sQ 718
cpHsc70-2 SN 718
.-

Abbildung 23: Sequenzvergleich der beiden mittels Massen-Spektrometrie identifizierten
Hsp70-Homologe aus A. thaliana

Alignment der beiden mittels MS-Analyse identifizierten Hsp70-Homologe aus A. thaliana. Farbig
markierte Bereiche stellen die jeweiligen durch MS identifizierten Peptide dar (cpHsc70.1: grin,
cpHsc70.2: rot).

Ein mit dem Programm Clustal W (Jeanmougin et al., 1998) erstelltes Alignment
zeigt den Sequenzvergleich der beiden in den MS-Analysen identifizierten Hsp70-
Homologe (Abb. 23). Die ermittelten Peptidsequenzen sind dabei farbig markiert.
CpHsc70.1 und cpHsc70.2 weisen eine hohe Homologie auf, trotzdem konnten in
den MS-Analysen eindeutig beide Proteine nachgewiesen werden. Sowohl flr

Hsc70.1 als auch flr Hsc70.2 wurden Peptidsequenzen von Bereichen identifiziert,
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in denen sich die beiden Chaperone unterscheiden (Hsc70.2: AS 177 - 184, AS
244 - 259; Hsc70.1: AS 374 - 386, AS 417 - 426).

Um zu Uberprifen, ob es sich zwischen den beiden stromalen Chaperonen und
Vecterm tatsachlich um eine spezifische Interaktion handelt, wurden die Pull down-
Assays mit rekombinantem Hsc70 wiederholt. Hierzu wurde cpHsc70.2 zunachst
in E. coli exprimiert, Uber Ni**-NTA-Sepharose aufgereinigt und anschlieRend in
den Pull down-Assay eingesetzt. Da bekannt ist, dass Hsp70-Chaperone ihre Sub-
strate abhangig vom Nukleotidstatus binden (Gassler et al., 2001, Mayer und
Bukau, 2005, McCarty et al., 1995), wurden die Pull down-Assays sowohl in An-,
als auch in Abwesenheit von 2.5mM ATP durchgefuhrt (Abb. 24). Um das ATP
zuverlassig aus dem Ansatz zu entfernen, wurde Apyrase verwendet, ein Enzym,
das ATP und ADP zu AMP und anorganischem Phosphat hydrolysieren kann.
Spezifisch gebundenes Protein wurde wie zuvor beschrieben eluiert und an-
schlieBend nach SDS-PAGE und Western-Transfer mit einem gegen cpHsc70.2
gerichteten Antikorper nachgewiesen (Abb. 24A).

pH 3.4

A D wW E1 E2 E3 E4

_ATP h — - - RN e e——

TATP |ty o——

3mM ATP
A D W E1 E2 E3 E4

Abbildung 24:Pull down-Assay mit rekombinantem cpHsc70.2

Der Pulldown-Assay mit rekombinantem cpHsc70.2 aus A. thaliana und Vcerm an 1gG-Sepharose
wurde sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 2.5 mM ATP durchgefthrt (+/- ATP). Die Elution
des spezifisch gebundenen Proteins erfolgte mit (A) 0.3M HAc, pH 3,4 oder (B) 3.0mM ATP. Das
Protein wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodekoration mit einem Antikdrper ge-
gen cpHsc70.2 detektiert. A: Auftrag, D: Durchlauf, W: Wasch, E1-4: Eluate.
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Rekombinantes cpHsc70.2 wurde nur in den Eluaten des Ansatzes nachgewiesen,
der zuvor mit Apyrase behandelt wurde, also keinerlei ATP aufwies
(Abb. 24A,- ATP). In dem Assay, der 2,5 mM ATP enthielt (+ ATP), konnte kein
Protein in den Fraktionen nach Elution detektiert werden, was bedeutet, dass
cpHsc70.2 unter diesen Bedingungen nicht in der Lage war, an Vc.erm zuU binden.
Die Interaktion von cpHsp70.2 und Vcerm erfolgt also durchaus nukleotidabhangig,
wie es fur Hsp70-Chaperone ublich ist.

In einem weiteren Ansatz wurde nun getestet, ob die in Abwesenheit von ATP an
Vcierm gebundenen Chaperone mit ATP von der Saule eluiert werden kénnen
(Abb. 24B). In dem Ansatz, in dem zuvor mit Apyrase samtliches ATP entfernt
worden war, liel} sich das gebundene cpHsp70 unter Einsatz von 3 mM ATP von

der Saule I6sen, was die Spezifitdat der Anbindung bestatigt.

Weitere Pull down-Assays wurden mit stromalen Proteinen aus Erbse und Vi term
an lgG-Sepharose unter den zuvor beschriebenen Bedingungen durchgefuhrt. Die
Elution des spezifisch gebundenen Proteins erfolgte dabei wie zuvor beschrieben.
Von der Saule eluiertes Protein wurde wieder durch SDS-PAGE aufgetrennt und
nach Western Transfer mit einem Antikdrper gegen cpHsc70.2 nachgewiesen
(Abb. 25).

In Abwesenheit von ATP war auch in diesem Ansatz eine deutliche Anbindung von
Hsp70 aus Erbse mit Vc.erm auszumachen, die nicht stattfand, wenn dem Assay
2,5 mM ATP zugesetzt wurde (Abb. 25A). An Vcierm gebundenes Hsp70 konnte
ebenfalls mit 3 mM ATP von der Saule eluiert werden.
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Abbildung 25: Pull down-Assay mit stromalen Proteinen aus Erbse

Der Pull down-Assay mit stromalen Proteinen aus Erbse und V¢ an IgG-Sepharose wurde in An-
und Abwesenheit von 2.5 mM ATP durchgefihrt (+ /- ATP). Die Elution des gebundenen Proteins
erfolgte mit (A) 0.3 M HAc, pH 3,4 oder (B) 3.0 mM ATP. Eluiertes Protein wurde mittels SDS-
PAGE, Western Blot und Immunodekoration mit einem Antikdrper gegen cpHsc70B.2 detektiert.
A: Auftrag, D: Durchlauf, W: Wasch, E1 - 4: Eluate.

Zusammenfassend lasst sich erlautern, dass der C-Terminus von Vipp1 aus
A. thaliana mit stromalen Hsc70-Chaperonen interagiert. Dies wurde mit der MS-
Analyse von eluierenden Proteinen aus Pull down-Assays, die mit Stroma aus
A. thaliana durchgefuhrt wurden, ermittelt und zusatzlich mit Pull down-Assays, in
die rekombinantes Protein eingesetzt wurde, bestatigt. Offensichtlich ist Vipp1
auch in der Lage, neben den cpHsc70-Homologen aus A. thaliana auch Hsp70-
Homologe aus Erbse zu binden. Die Interaktion der Proteine erfolgte abhangig
vom Nucleotidstatus ausschlief3lich in der Abwesenheit von ATP. An Vc.erm gebun-
denes Protein konnte dariber hinaus mit 3 mM ATP von der Saule eluiert werden.
Diese Untersuchungen legen eine spezifische Interaktion der C-terminalen Doma-
ne von Vipp1 mit Hsp70-Chaperonen nahe. Ob es sich dabei in vivo tatsachlich
um stromale Chaperone handelt, muss im Zusammenhang mit Versuchen zur

Lokalisierung von Vipp1 (siehe Abschnitt 3.3.2) bestatigt werden.
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3.5 Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung von Vippl

3.5.1 Behandlung von Vipp1 mit zweiwertigen lonen
Um die Reaktion von Vipp1 auf zweiwertige lonen zu untersuchen, wurde Vipp1 VI

enthaltendes Bakterienlysat in Anwesenheit von jeweils 2,5 mM Calcium- (CaCly),
Magnesium- (MgCly,), Nickel- (Ni2SO4), Kupfer- (CuCly) oder Zink- (Zn,SO4) lonen
inkubiert. Wurde der Ansatz anschlieBend in eine I8sliche und eine unldsliche
Fraktion aufgeteilt und auf einem SDS-Gel mit anschlieRender Coomassie-Far-
bung analysiert, so lie} sich feststellen, dass Vipp1 in Anwesenheit einiger zwei-
wertiger Metallionen ausfallt (Abb. 26). Dies galt nicht fur Calcium oder Magne-
sium-lonen. Wurde dem Ansatz zusatzlich zu den lonen 2.5 mM EDTA hinzuge-
fugt, so fiel das Protein nicht aus, sondern verblieb in jedem Ansatz I6slich im

Uberstand (Daten nicht gezeigt).

Ca2+ Mgz+ Ni 2+ Cu2+ Zn2+
b P Ub P Ub P Ub P Ub P
— — = O Tee—
— ot —_ <Vipp1 VI
Bl BB |
— — -
“. - -
Bl -
™ —

A

5

Abbildung 26: Behandlung von Vippl mit zweiwertigen Kationen

Das Bakterienlysat Vipp1 VlI-exprimierender E. coli —Zellen wurde mit verschiedenen zweiwerigen
lonen behandelt und nach Zentrifugation in eine I8sliche (Ub) und eine unlésliche (P) Fraktion
aufgeteilt. Die Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE mit Coomassie angefarbt.
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3.5.2 Kristallisierung von Vipp1
Bislang existiert weder fur Vipp1 noch fur sein Homolog PspA eine Kristallstruktur.

Da diese allerdings Aufschluss Uber den raumlichen Aufbau des Vipp1-Komplexes
geben und zur Aufklarung von dessen Wirkweise beitragen wurde, wurde der
Versuch unternommen, einen Proteinkristall von Vipp1 aus A. thaliana herzu-
stellen, der anschlieRend einer Kristallstrukturanalyse unterzogen werden sollte.

Um Proteinkristalle zu erhalten, sind gro3e Mengen hochreinen Proteins not-
wendig. Da sich Kristalle von Proteinen mit gleichmaRiger, kompakter Struktur we-
sentlich besser analysieren lassen, wurde fur die Kristallisation das Vipp1-Kon-
strukt Vipp1_1-219 ausgewahlt, das um die Vipp1-spezifische, C-terminale Do-
mane verkiirzt ist. Das in E. coli heterolog exprimierte und iber Ni**NTA-Sepha-
rose aufgereinigte Protein wurde mit Trypsin verdaut, um den C-terminalen
Histidin-Tag zu entfernen und verunreinigende Proteine zu eliminieren. Anschlies-
send wurde Vipp1 Uber eine GroRenausschluss-Chromatographie von der Protea-
se getrennt, entsalzt und aufkonzentriert. Von Vipp1 gebundene, bakterielle Lipide
wurden in einem zweiten Ansatz mit einer Lipasebehandlung entfernt. Uber TEM-
Analyse wurde weiterhin sichergestellt, dass solchermalien behandelte Proteine
noch in hochmolekularer Struktur vorliegen. AnschlieRend wurden sie in einer
Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Groll (TUM, Minchen) diver-
sen Puffern ausgesetzt, um eine Kristallisation zu provozieren. Bislang konnten
allerdings unter den getesteten Bedingungen keine Proteinkristalle erzeugt werden.
Dies konnte u.a. daran liegen, dass hochmolekulare Komplexe im Allgemeinen
schwerer kristallisieren als monomere Proteine. Andererseits mussen noch wie-

tere Bedingungen getestet und die Methode optimiert werden.

3.5.3 Yeast Two Hybrid-Screens
Mithilfe eines Yeast-2-Hybrid-Screens sollten Interaktionspartner des Vipp1-Voll-

langenproteins identifiziert werden. Es wurden dazu zwei kommerzielle Screens
(Hybrigenics, Paris) mit zwei unterschiedlichen Fusionsgenen (LexA und GAL4)
durchgefuhrt. Allerdings konnten auf diese Weise nur insgesamt acht mogliche
Interaktionspartner identifiziert werden, von denen bei Vieren eine Wechselwir-
kung mit Vipp1 ausgeschlossen wurde (sogenannte Falschpositive, die immer

wieder in den Screens auftauchen). Die anderen Ergebnisse wurden nur mit einer

76



ERGEBNISSE

,moderaten“ Wahrscheinlichkeit der spezifischen Interaktion bewertet, was bedeu-
tet, dass sie einer Gruppe zugeordnet wurden, die sowohl Falschpositive als auch
aus verschiedenen Grinden schwer zu detektierende Assoziationen umfasst.
Deshalb mussen diese Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden. Die in den
Screens nachgewiesenen potentiellen Interaktionspartner von Vipp1 sind in der

Tabelle 2 aufgelistet. Ein Interaktionsprotein stellt Vipp1 dabei selbst dar.

Tabelle 2: Im Yeast Two Hybrid Screen ermittelte Interaktionspartner von Vipp1. Es ist der Name,
die Lokalisation und die Funktion der Interaktionsproteine soweit bekannt angegeben.

Protein Lokalisation Funktion
Vipp1 Chloroplast Thylakoidbiogenese
At1g31150 Zellkern Transkriptionsfaktor
At2g27980 unbekannt Bindung von Zink-lonen
JmjC Zellkern Transkriptionsfaktor

Probleme treten bei der Yeast Two Hybrid-Methode dann auf, wenn sich das
Protein, welches auf Interaktionen gepruft werden soll, in dem verwendeten
System nicht richtig faltet. Da Vipp1 einen homooligomeren Komplex bildet, ist die
detektierte Interaktion mit Vipp1-Molekullen ein Hinweis darauf, dass das Protein in
dem verwendeten System seine naturliche Struktur aufweist. Allerdings bendtigt
die Vipp1-Vipp1-Interaktion das Protein per se erstmal nur in seiner Monomeren
Form. Fur die Interaktion mit weiteren Partnern ist jedoch ggf. eine Komplexbil-
dung von Vipp1 Vorraussetzung, welche in diesem Screen mdoglicherweise nicht
gewahrleistet war.

Zwei der vier aufgelisteten Proteine sind Transkriptionsfaktoren (At1g31150 und
JmjC) und im Zellkern lokalisiert. Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisationen ist
eine spezifische Interaktion mit Vipp1 eher unwahrscheinlich. Vom dritten Protein
(At2g27980) ist die Lokalisation nicht bekannt. Die in vorangegangenen Versu-
chen ermittelte Interaktion von Vipp1 mit stromalem Hsp70 (siehe 3.4.2) konnte

mit diesem Yeast Two Hybrid-System noch nicht bestatigt werden. Es wurden
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auch keine anderen Proteine des Chaperonsystems Uber diese Methode identifi-
Ziert.

Um eine Interaktion der Proteine mittels Yeast Two Hybrid zu ermitteln, muss die-
se im Zellkern stattfinden, da die Transkription des Fusionsgens nur dort ablaufen
kann. Es ist allerdings durchaus maoglich, dass der Vipp1-Komplex aufgrund seiner
Grole nicht in der Lage ist, die Poren des Zellkerns zu Uberwinden und nur
monomere Vipp1-Molekule in den Zellkern gelangen. Dies wurde sowohl das
positive Resultat (Vipp1) als auch die fehlende Erkennung andere Interaktions-
partner erklaren. Andere Methoden, wie etwa Split-Ubiquitin kdénnten in diesem

Falle bessere Ergebnisse liefern.
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4 Diskussion

Trotz der Relevanz des Thylakoidsystems im Prozess der oxygenen Photosyn-
these von Chloroplasten ist noch sehr wenig bekannt tber Faktoren, die am Auf-
bau dieser Membranstrukturen beteiligt sind. Das 1994 von Li und Mitarbeitern be-
schriebene chloroplastidare Protein Vipp1 (Vesicle inducing protein in plastids 1)
wurde aufgrund des Phanotyps von Mutanten, die eine TDNA-Insertion in der
Promoterregion des Vipp1-Genes aufweisen und deshalb nur etwa 20 % des
Vipp1-Wildtypgehalts exprimieren konnen, mit diesem Prozess in Verbindung
gebracht (Kroll, et al., 2001). Pflanzen, deren Vipp1-Gehalt drastisch reduziert ist,
zeigen ein albinotisches Erscheinungsbild und sind nicht mehr in der Lage, oxy-
gene Photosynthese zu betreiben. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Chloroplasten dieser Mutanten zeigen ein ungenugend entwickeltes Thylakoid-
membran-System, was auf eine essenzielle Funktion des Proteins in der Thyla-

koidbiogenese hinweist.

4.1 Sekundarstruktur

Vipp1 aus Cyanobakterien und héheren Pflanzen wurde in Form eines hochmole-
kularen Komplexes identifiziert, der 48 - 64 Vipp1-Monomere umfasst und ein
Molekulargewicht von 1.5-2 MDa aufweist (Aseeva et al., 2004, Fuhrmann
et al., 2009, Liu et al., 2005). Auch fur das Vipp1-Homolog PspA aus E. coli wur-
den Oligomere von >1 MDa beschrieben, die aus mindestens 36 Einzelmolekulen
zusammengesetzt sind (Hankamer et al., 2004, Standar et al., 2008). Aul3erdem
konnte mittels Elektronen-Mikroskopie eine ringférmige Struktur der sowohl von
PspA als auch von Vipp1 gebildeten Komplexe eruiert werden (Aseeva et al., 2004,
Fuhrmann et al., 2009, Hankamer et al., 2004). Da die Assemblierung von Vipp1
zu einem hochmolekularen Komplex in verschiedenen Organismengruppen
(Cyanobakterien, Grunalgen, hohere Pflanzen) konserviert ist, war anzunehmen,
dass die Oligomerisierung des Proteins eine wichtige Rolle fur dessen Funktio-
nalitat spielt. Tatsachlich konnte indirekt eine Verbindung zwischen der Assemblie-
rung des Proteins zum homooligomeren Komplex und dessen Aufgabe in der

Thylakoidbiogenese nahegelegt werden (Aseeva et al., 2007). Obwohl Vipp1
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offensichtlich als Komplex fungiert, ist bislang nicht ganz klar, welche Bereiche
des Proteins fir die Komplexbildung essenziell sind.

Vipp1 besitzt eine weitgehend a-helikale Struktur, die in A. thaliana nach einer
Analyse mit dem Strukturvorhersageprogramm JPred aus acht a-Helices aufge-
baut ist, welche durch kurze unstrukturierte Bereiche (Random coils) voneinander
getrennt sind (Abb. , Asseva, 2007). Dieses Strukturmerkmal ist flr Proteine, die
hochmolekulare Komplexe bilden, durchaus Ublich. Die Zuordnung der a-helikalen
Bereiche in einzelne Helices ist allerdings nicht ganz eindeutig. So identifizierten
sowohl Elderkin et al., (2005) als auch Joly et al. (2009) lediglich vier a-helikale
Domanen flr PspA aus E. coli (Abb. 27). Dabei ist die Gesamtstruktur im Ver-
gleich zu Vipp1 aus A. thaliana trotzdem konserviert, es wurden im Strukturmodell
von PspA lediglich einige in Vipp1 getrennt definierte Helices zu einer einzelnen
Helix zusammengefugt, so dass sich die Gesamtstrukturen der Proteine etwas
unterscheiden (Abb. 27, PspA, Helix 1 und 4). Zum Teil sind die Bereiche der
Helices 2 und 3 des PspA- Proteins im Vergleich zu Vipp1 leicht verschoben
(Abb. 27).

prediction (%)

structure  coiled-cail

prediction

} Joly et al. (2009)

helix

PspA

J
N
A 26 71 ,84 163 190,206 243
vieprvi 7% 72250725
21 68 80 156 188 201 216 257 > Aseeva (2007)
LIl | ) [ | [ | LI
H1a H1b H2a H2b/ 3a H3b Hd4a H4b H5

Abbildung 27: Vergleich der fur PspA und Vippl ermittelten Sekundarstruktur

In der Abbildung sind die fiir Vipp1 und sein Homolog PspA anhand von diversen Analysepro-
grammen erstellten Strukturmodelle dargestellt. Die jeweiligen Quellen sind angegeben und die
entsprechenden a-Helices (H) sind nummeriert.
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Zum besseren Verstandnis ist in der Abbildung 27 ein Vergleich der Strukturen
von PspA nach Joly et al. (2009) und von Vipp1 nach Aseeva et al. (2007)
dargestellt. Es ist allerdings zu beachten, dass es sich bei beiden Darstellungen
zunachst um theoretische Strukturanalysen handelt, deren Definition nicht eindeu-

tig ist und unterschiedlich ausgelegt werden kann.

4.2 Oligomerisierung

Um herauszufinden, welche a-Helices von Vipp1 zur Oligomerisierung bendétigt
werden, wurde die Assemblierung von rekombinantem Vipp1-Volllangenprotein
sowie diversen C- und N-terminal verkurzten Konstrukten mittels GroRenaus-
schluss-Chromatographie (GAC), Saccharose-Dichte-Zentrifugation und Negativ-
kontrastierung analysiert (Abschnitte 3.2.2, 3.2.3,3.2.4). Dabei stellte sich heraus,
dass bereits die Entfernung der ersten N-terminalen a-Helix des Proteins in der
Bildung tetramerer Strukturen anstelle des 2 MDa-Oligomers resultiert, wahrend
das Protein am C-terminalen Ende um bis zu drei a-Helices verkurzt werden kann,
ohne das dies Einfluss auf die Oligomerisierung des Proteins zum 64 mer nimmt.
Die in diesen Experimenten ermittelten Ergebnisse bestatigen somit zuvor erzielte
Resultate, nach denen Teile der N-terminalen, PspA- ahnlichen Domane von
Vipp1 fur die Komplexbildung bendtigt werden, die Vipp1-spezifische C-terminale
Verlangerung allerdings fur dieses Charakteristikum ohne Bedeutung ist (Aseeva
et al., 2004). Strukturanalysen von verkurzten PspA-Konstrukten mittels GAC zeig-
ten allerdings, dass alle a-Helices des Vipp1-Homologs aus E. coli fir dessen
Oligomerisierung zum 36 mer notwendig sind (Joly et al., 2009). Diesen Analysen
zufolge war allein das PspA-Volllangenprotein in der Lage, zu einem hochmo-
lekularen Komplex zu assemblieren, nicht aber N- oder C-terminal verkirzte Kon-
strukte. Es muss naturlich beachtet werden, dass das Vipp1-Volllangenprotein im
Gegensatz zu PspA am C-terminalen Ende um etwa 30 Aminosauren verlangert
ist. Diese Extension entspricht der Vipp1-spezifischen C-terminalen Domane, die
in PspA-Proteinen nicht vorkommt. Ein PspA- Konstrukt, das lediglich aus den
Aminosauren 1 -186 des Volllangenproteins zusammengesetzt ist, bildet nach
Joly et al. (2009) keinen hochmolekularen Komplex mehr, sondern kann in GAC-

Analysen vielmehr als Homodimer identifiziert werden. Im Gegensatz dazu zeigen
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die in dieser Arbeit mit einem vergleichbaren Vipp1-Konstrukt (Vipp14.1gs) durch-
gefuhrten Analysen, dass ein derart verklrztes Vipp1-Protein zu einem hochmole-
kularen Komplex assemblieren kann, was einen strukturellen Unterschied zu PspA
darstellt (Abschnitt, 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Trotz seinem Hang zur Aggregatbildung
kann Vipp11.1ss vor allem in TEM-Aufnahmen eindeutig als Komplex identifiziert
werden. Ein um vier a-Helices verkurztes Vipp1-Konstrukt (Vipp14.163) wurde in
GAC-Analysen ebenfalls als hochmolekulare Struktur identifiziert. Dies ist naturlich
ein Hinweis auf eine mogliche Assemblierung zu einem 64-mer und ware im
Zusammenhang damit eine weitere Einschrankung der fur die Komplexbildung
essenziellen Domane. Die Oligomerisierung des Konstrukts konnte allerdings
aufgrund sehr geringer Expressionsraten nicht mit anderen Methoden verifiziert
werden und ist deshalb unter Vorbehalt zu diskutieren.

Joly et al. (2009) erzielten in ihren Arbeiten zur Strukturanalyse von PspA aus
E. coli des weiteren Ergebnisse die belegen, dass die Verkurzung des PspA-
Volllangenproteins um die ersten 68 Aminosduren zur Bildung eines Hexamers
anstelle eines 36 mers fuhrt. Das von Joly et al. verwendete Konstrukt setzte sich
aus den Aminosauren 68-222 des PspA-Volllangenproteins zusammen und Iasst
sich in etwa mit dem in dieser Arbeit verwendeten Konstrukt Vipp171-259 verglei-
chen. Dabei ist zu beachten, dass alle N-terminal verkurzten Vipp1- Konstrukte
zusatzlich die Vipp1-spezifische C-terminale Verlangerung aufweisen, die aller-
dings die Komplexbildung nachweislich nicht beeinflusst (Asseva et al. 2004, Ab-
schnitte 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Somit wurde bereits flur PspA gezeigt, dass die ersten
68 Aminosauren des Proteins fur dessen Assemblierung zum hochmolekularen
Komplex von Bedeutung sind. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Aussage fur
das Vipp1-Protein aus A. thaliana bestatigt werden. Es wurde zusatzlich nachge-
wiesen, dass schon eine N-terminale Verklirzung um 21 Aminosauren die Assem-
blierung des Proteins zum 64 mer verhindert. In der Annotierung durch Aseeva
et al. stellt dieser Bereich eine separate a-Helix dar (Abb. 27). Da das N-terminal
verklrzte Protein in FTIR-Analysen das charakteristische Spektrum eines vorwie-
gend a-helikalen Proteins zeigte (Abschnitt 3.3.4), konnte ein Effekt aufgrund
unkorrekter Faltung durch die Verklrzung des Proteins ausgeschlossen werden.
Die erste a-Helix von Vipp1 ist allerdings wahrscheinlich nicht allein fur dessen

Komplexbildung verantwortlich. In vorangegangenen Strukturanalysen konnte
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schon der zentralen a-Helix (Abb. 27 Vipp1, H4, AS 85-156) von Vipp1 aus
A. thaliana eine Rolle in der Oligomerisierung des Proteins zum 2 MDa-Komplex
zugesprochen werden (Aseeva et al., 2004). Aufgrund dieser Ergebnisse kann
nun zusatzlich die erste a-Helix von Vipp1 als essenziell fur die Komplexbildung
deklariert werden. Die Tatsache, dass Vipp1 trotz stringenter N-terminaler Verkur-
zung als Tetramer auftritt, Iasst sich mit einer gro3flachigen Interaktion der einzel-
nen Monomere erklaren, die letztendlich die vier N-terminalen a-Helices des Pro-
teins in die Tetramerbildung integriert. Die Assemblierung N-terminal verkirzter
Vipp1-Konstrukte zu stabilen Tetrameren ist ebenfalls ein Indiz flr eine derartige
Struktur als Untereinheit des Vipp1-Komplexes. Tatsachlich wurde bereits ein
Tetramer als kleinste funktionale Untereinheit von Vipp1-Komplexen aus Synecho-
cystis PCC 6803 thematisiert und experimentell bestatigt (Fuhrmann et al., 2009,
Bultema et al., 2010).

Der Vipp1-Komplex deassembliert in Anwesenheit von 6 M Harnstoff zu stabilen
Oktameren (Abschnitt 3.2.6). In vorangegangenen Versuchen wurde gezeigt, dass
das hochmolekulare Vipp1-Oligomer unter Einsatz von 4 mM SDS ebenfalls in
Oktamere, aber auch in Tetra- und Dimere zerlegt werden kann (Fuhrmann
et al., 2009). Die Bildung von stabilen Oktameren in Anwesenheit von Harnstoff
und SDS deutet auf eine starke Bindung der Molekule in diesen Strukturen hin.
Fraglich ist nun, ob das Vipp1-Oktamer eine funktionelle Untereinheit des Vipp1-
Komplexes darstellt und wie ein aus Oktameren gebildetes 64 mer mit 12-fach-
Symmetrie aufgebaut ist. Aus den durchgefuhrten Untersuchungen geht klar her-
vor, dass die erste a-Helix bereits fur die Assemblierung zu Oktameren essenziell
ist, wahrend diese zur Bildung von Tetrameren nicht bendtigt wird. Die Identifi-
zierung der Kristallstruktur des Vipp1-Oligomers wurde in diesem Fall hilfreich sein,
um den Aufbau des Proteinkomplexes besser zu verstehen.

Vipp1 und sein Vorlaufer PspA zeigen zwar eine eher niedrige Homologie in ihrer
Primarsequenz, allerdings ist die Sekundarstruktur beider Proteine hoch konser-
viert (Bultema et al., 2010). Sowohl Vipp1 als auch PspA weisen weitgehend
a-helikale Strukturen auf, die durch eine hohe Neigung zur Bildung von Coiled
Coil-Domanen gekennzeichnet sind (Li et al., 1994, Fuhrmann et al., 2009,

Bultema et al., 2010). Das Coiled Coil-Strukturmotiv ist oft an der Interaktion von
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Molekulen beteiligt und charakteristisch flr Proteine, die zu hochmolekularen
Oligomeren assemblieren. Die von Vipp1 und PspA gebildeten Komplexe sind
allerdings strukturell sehr unterschiedlich aufgebaut. Wahrend der PspA-Komplex
aus E. coli ausschlieBlich in einer neunfachen Symmetrie angeordnet ist (Han-
kamer et al., 2004), konnte bei Vipp1-Oligomeren aus Synechocystis PCC 6803
mittlerweile von Fuhrmann et al., eine 12-17-fache Rotationssymmetrie ermittelt
werden. Eine 12-fach rotationssymmetrische Struktur wurde auch in dieser Arbeit
fur rekombinantes Vipp1 aus A. thaliana beobachtet (Abschnitt 3.2.4). Aufgrund
der variierenden GroRen der mittels Negativkontrastierung dargestellten Protein-
komplexe ist eine Mehrfach-Symmetrie bei Vipp1 aus héheren Pflanzen aber
ebenfalls nicht auszuschlieen.

Ein PspA-Oligomer ist aus 36 PspA-Molekulen aufgebaut, welches neun Tetra-
meren entspricht. Bei einer gleichmaligen 12-fachen Symmetrie mussten Vipp1
Komplexe aus 48 bzw. 96 Vipp1-Monomeren aufgebaut sein, um eine tetramere
bzw. oktamere Substruktur zu gewahrleisten. Unabhangig von der Substruktur,
wirkt sich dies entsprechend auf die Grolken der Komplexe aus, die sich bei PspA
auf etwa 1 MDa belaufen und bei Vipp1 zwischen 1,6 MDa und 2 MDa betragen
(Hankamer et al., 2004, Aseeva et al., 2004, Bultema et al., 2009). Zusatzlich
wurde fur das PspA 36-mer aus E. coli ein Durchmesser von 20 nm und eine
Hoéhe von 8,5 nm ermittelt. Hochmolekulare Vipp1-Oligomere weisen allerdings
Durchmesser von 25 - 40 nm und Hohen zwischen 14 und 22 nm auf (Hankamer
et al., 2004, Aseeva et al., 2004, Bultema et al., 2009). Die Analyse der Vipp1-
Sequenz aus Synechocystis PCC6803 mit einem 3D-Strukturvorhersagepro-
gramm bestatigte ebenfalls, dass sich Vipp1- und PspA-Komplexe im grundsatz-
lichen Aufbau signifikant unterscheiden mussen (Bultema et al., 2010). Die
strukturell unterschiedliche Anordnung der Monomere erklart die Differenzen, die
bei N- und C-terminaler Verkirzung von Vipp1 und PspA auftreten und lasst
abweichende Wirkwiesen vermuten. Trotzdem scheint Vipp1 durchaus in man-
chen Situationen die Funktionen von PspA Ubernehmen zu kénnen. So belegten
DelLisa et al. (2004), dass in E. coli exprimiertes Vipp1 aus Synechocystis
PCC 6803 in der Lage war, die Blockierung des Tat-Wegs in Abwesenheit von
PspA abzubauen. Allerdings zeigte die Mutation des Vipp1-Gens in Synechocystis

PCC 6803 trotz der Anwesenheit von PspA einen drastischen Phanotyp, was
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darauf schlieBen lasst, dass das Homolog die Funktion von Vipp1 in diesen

Organismen nicht komplementieren kann (Westphal et al., 2001).

4.3 Membranassoziation

Vipp1 wurde in vorangegangenen Versuchen in Synechocystis sowie auch in
Chloroplasten hoherer Pflanzen als membranassoziiert beschrieben (Li et al.,
1994, Kroll et al., 2001, Westphal et al., 2001, Aseeva et al., 2004, Fuhrmann et
al., 2009). Auch das Vipp1-Homolog PspA aus E. coli ist in Bakterienzellen an der
Plasmamembran lokalisiert (Brissette et al., 1990). PspA interagiert dazu mit zwei
integralen Membranproteinen, PspB und PspC, die ebenfalls durch das psp-
Operon kodiert werden (Adams et al., 2003). DarUber hinaus ist das Protein durch-
aus in der Lage, direkt mit Membranlipiden zu wechselwirken (Kobayashi et al.,
2007). Es bindet dabei bevorzugt die Phospholipide Phosphatidylserin und Phos-
phatidylglycerol, wie durch Flotationsversuche mit rekombinantem Protein ermittelt
werden konnte (Kobayashi et al., 2007). Die bakterielle Plasmamembran besteht
hauptsachlich aus Phospholipiden. Phosphatidylglycerol ist in der bakteriellen
Plasmamembran zu 17,3 % enthalten, Phosphatidylserin dagegen macht in bakte-
riellen Membranen nur einen sehr kleinen Anteil (<1 %) aus (White et al., 1971).
Eine unmittelbare Assoziation mit Lipiden konnte nun auch fur das Vipp1-Protein
aus A. thaliana nachgewiesen werden (Abschnitt 3.3.3, 3.3.4). Vipp1 bindet an
Lipide der inneren Chloroplastenmembran und ist auRerdem in der Lage, mit bak-
teriellen Lipiden zu interagieren. Da die bakterielle Plasmamembran fast aus-
schliel3lich aus Phospholipiden zusammengesetzt ist (White et al., 1971), ist die-
ses Ergebnis ein Hinweis darauf, dass Vipp1 wie auch sein Homolog PspA an
Phospholipide binden kann. Ob die Interaktion von Vipp1 spezifisch mit Phospho-
lipiden erfolgt oder ob im Laufe der Evolution eine Anpassung an die Lipide der
inneren Hullmembran der Chloroplasten erfolgte, muss in weiteren Versuchen ge-
klart werden. Die innere Hullmembran von Chloroplasten ist grofdtenteils aus
Galaktolipiden (~84 %) aufgebaut, allerdings sind auch Phospholipide (~10 %) und
Sulfolipide (~4 %) vorhanden (Douce und Joyard, 1990). Eine detaillierte Analyse
der mit Vipp1 assoziierten Lipide wurde hieriber Aufschluss geben.
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Die in Flotationsexperimenten und FTIR-Analysen mit rekombinantem Protein
ermittelten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Membrananbindung des
Proteins und dessen Oligomerisierung zu einem hochmolekularen Komplex
miteinander korrelieren. So zeigte das N-terminal verkilrzte Vipp1-Konstrukt
(Vipp121-259), das in GAC-Analysen lediglich als Tetramer identifiziert wurde, weder
in Flotationsversuchen noch in IR-Analysen eine Lipidinteraktion (Abschnitt 3.3.3,
3.3.4). Bei einem C-terminal verkurzten Konstrukt (Vipp11-219) konnte dagegen mit
beiden Methoden eine Assoziation mit Lipiden nachgewiesen werden. Zumindest
die N-terminale erste a-Helix scheint fur die Interaktion von Vipp1 mit Membran-
lipiden essenziell zu sein, was eine Parallele zu der Komplexbildung des Proteins
darstellt. Ob dieser Bereich direkt mit Lipiden interagieren kann oder nur sekundar
uber die Komplexbildung des Proteins von Bedeutung ist, geht aus den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Versuchen allerdings nicht hervor. Dennoch kann ein
Zusammenhang von Komplexbildung und Lipidbindung ernsthaft in Betracht gezo-
gen werden, da ebenfalls der vierten a-Helix von Vipp1 (Vipp1ass-1s6) eine
essenzielle Rolle in beiden Prozessen zugesprochen werden konnte (Aseeva et
al., 2004). Die Bereiche, die einem dieser Konstrukte fehlen, sind jeweils im
anderen vorhanden, womit als wesentliche Korrelationspunkte beider Konstrukte
deren Defizite in der Komplexbildung hervorgehoben werden konnen. In dieser
Arbeit wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die Behandlung rekombinanten Pro-
teins mit Harnstoff in einem Abbau der 2 MDa Vipp1-Komplexe zu Oktameren re-
sultiert (Abschnitt 3.2.6). Wird innere Chloroplastenmembran aus Erbse mit 6 M
Harnstoff inkubiert, so 10st sich der Vipp1-Komplex von der Membran und ist in der
I6slichen Fraktion zu detektieren (siehe Abschnitt 3.3.2). Ein Zusammenhang
zwischen der Deassemblierung des Vipp1-Komplexes in Anwesenheit von Harn-
stoff und der Ablésung des Proteins von den Membranlipiden kann allerdings nur
vermutet werden, da aus den Ergebnissen nicht klar hervorgeht, ob Vipp1 sich
tatsachlich ausschlieRlich aufgrund der Deassemblierung des Proteinkomplexes
von der Membran I6st, oder das salzhaltige Milieu der Grund dafur ist. Auch wenn
bisher der endglltige experimentelle Beweis fehlt, kann die fehlende Komplex-
bildung aufgrund der bislang erzielten Ergebnisse als Ursache flr eine verhinderte

Bindung an Membranen bzw. Lipide als wahrscheinlich erachtet werden.
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Funktion der Vipp1-spezifischen C-termi-
nalen Domane naher untersucht. Als charakterisierendes Merkmal der Vipp1-
Proteine wurde diesem Bereich eine mehr oder weniger wichtige Rolle bei der
Thylakoidbiogenese zugesprochen (Westphal et al., 2001, Aseeva et al., 2004).
Obwohl die Aminosauresequenz dieser Domane zwischen Vipp1-Proteinen unter-
schiedlicher Organismen wenig konserviert ist, stellt sie doch in allen analysierten
Vipp1-Proteinen eine kurze a-Helix dar, die Uber eine Random coil-Sequenz mit
dem PspA-ahnlichen Bereich des Proteins in Verbindung steht. Da die C-terminale
Verlangerung nicht in den Vipp1-Kernkomplexes integriert ist, sondern mehr oder
weniger frei zuganglich aus dem Oligomer heraussteht (Aseeva et al., 2004,
Abschnitt 3.2.5), kann dieser Bereich des Proteins als potentielle Anlaufstelle fur

Interaktionspartner fungieren.

4.4 Interaktionspartner

Ein Pull Down-Assay, der mit dem an IgG-Sepharose gekoppelten Vipp1c.-term und
Stroma aus Arabidopsis-Chloroplasten durchgeflhrt wurde, resultierte in der Iden-
tifikation der beiden stromalen Chaperone cpHsp70.1 und cpHsp70.2 als Inter-
aktionspartner von Vipp1 (Abschnitt 3.4.2). Die Anbindung an Vc.erm erfolgte dabei
ausschlielich in Abwesenheit von ATP und die mit Vipp1 assoziierten Chaperone
konnten durch die Zugabe von 3 mM ATP von der Saule eluiert werden, was die
Spezifitat dieser Interaktion unterstreicht. Eine Wechselwirkung von Vipp1 mit
stromalen Hsp70-Homologen aus Erbse und A. thaliana wurde schon zuvor mit
dem Vipp1-Volllangenprotein nachgewiesen (Aseeva et al., 2007). In dieser Arbeit
konnte zusatzlich ermittelt werden, dass diese Interaktion, wie fur Chaperone
ublich, in einer nukleotidabhangigen Art und Weise erfolgt und direkt an der
C-terminalen Verlangerung von Vipp1 stattfindet. Die Substratbindung von Hsp70-
Chaperonen erfolgt in einem Zyklus, der zwischen einem ATP-gebundenen
Ausgangsstatus mit niedriger Substrataffinitat und einem ADP-gebundenen Status
mit hoher Substrataffinitat wechselt (Reviews: Mayer und Bukau, 2005, Young,
2010). Deshalb ist die Bindung von ATP, sowie dessen Hydrolyse essenziell fr
die Funktion des Proteins. Der ATPase-Zyklus wird von Co-Chaperonen aus der

Familie der J-Domane-Proteine kontrolliert. Hsp70-Proteine werden mithilfe der
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J-Doméane-Co-Chaperone zu ihren Substraten geleitet, wo die ATP-Hydrolyse in
Gang gesetzt wird. Durch die Hydrolyse von ATP wird die Substrat-Bindehohle
geschlossen und das Substrat fest an Hsp70 gekoppelt. Zum Chaperonsystem
gehoren des Weiteren sogenannte Nukleotid-Austauschfaktoren, die Hsp70 wie-
der in den ATP-gebundenen Ausgangszustand zurlckversetzen und somit die
Freisetzung des Substrates gewahrleisten. Da Hsp70-Chaperone eng mit ihren
Co-Chaperonen zusammenarbeiten, ware es zu erwarten, weitere Bestandteile
des Chaperonsystems in Verbindung mit Vipp1 zu identifizieren.

In Chlamydomonas konnte bereits die Interaktion des Vipp1-Volllangenproteins
mit dem aus Hsp70B, CDJ1 und CGE1 bestehenden stromalen Chaperon-System
nachgewiesen werden (Liu et al., 2005, Liu et al., 2007). In dieser Arbeit konnten
jedoch aufer den Hsp70-Homologen keine weiteren Mitglieder des stromalen
Chaperonsystems aus Erbse und Arabidopsis als Interaktionspartner von
Vipp1c-term identifiziert werden. Mit der C-terminalen Domane wurde allerdings ein
relativ kurzer Bereich des Proteins analysiert. Bindestellen von Hsp70-Chape-
ronen und J-Domane Proteinen sind allerdings oft an unterschiedlichen Bereichen
des Proteins lokalisiert (Han und Christen, 2003). Moglicherweise bindet
Vipp1c-term ausschliel3lich Hsp70 und die Bindestellen fir die Co-Chaperone liegen
in anderen Abschnitten des Proteins. In diesem Fall missten weitere Pull down-
Assays mit Vipp1 VI durchgefuhrt werden, um ebenfalls die Co-Chaperone zu
identifizieren. Des Weiteren wurde ermittelt, dass das Verhaltnis des an Vipp1
bindenden CDJ2 zumindest in Chlamydomonas generell um etwa den Faktor 10
kleiner ist als bei Hsp70 (Liu et al., 2007), so dass ein mit Vc..rm interagierendes
stromales Co-Chaperon in den in dieser Arbeit durchgefuhrten Pull down-Assays
aufgrund der geringen Menge womdglich einfach nicht im Silbergel detektiert
werden konnte.

Daruber hinaus lasst sich auch nicht ganzlich ausschliel3en, dass die Bindung von
stromalem Hsp70 zu Vipp1 nicht spezifisch ist. Generell ist die Substratbinde-
domane von Hsp70-Proteinen sehr konserviert (Rudiger et al., 1997, Mayer und
Bukau, 2005). Die Spezifikation der Interaktion zwischen Hsp70 und seinen
Substraten wird deshalb durch J-Domane Proteine gewahrleistet, die das Substrat
zu Hsp70 leiten und die ATP-Hydrolyse in Gang setzen. Die Tatsache, dass

Hsp70-Proteine eine sehr konservierten Substratbindedomane besitzen, bestatigte
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sich in den in dieser Arbeit durchgefihrten Pull down-Assays dahingehend, dass
ebenfalls Hsp70-Homologe aus E. coli mithilfe eines gegen cpHsp70.2 gerichteten
Antikorpers in den Elutionen detektiert werden konnten, also offensichtlich in der
Lage waren, an Vcierm zu binden (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls in den mit
|6slichen Proteinen des Zellextrakts aus Chlamydomonas durchgeflihrten Pull-
down-Assays wurde ein mitochondrielles Hsp70-Homolog (Hsp70C) in den
Elutionsfraktionen identifiziert, was eine unspezifische Bindung an Vipp1 impliziert
(Liu et al., 2005). Der Pull Down-Assay wurde aufgrund der Annahme, Vipp1 sei in
Chloroplasten auf der stromalen Seite der inneren Hullmembran lokalisiert, mit
Stroma aus A. thaliana durchgefihrt. Es ist allerdings durchaus méglich, dass die
als Substrat von Vipp1 identifizierten Chaperone aufgrund ihrer konservierten
Substratbindedomane zwar an den C-Terminus von Vipp1 binden konnten, Vipp1
allerdings kein echtes Substrat dieser Proteine darstellt. Diese These wird durch
die Tatsache unterstutzt, dass bislang noch kein weiterer Bestandteil des
Chaperonsystems, wie ein chloroplastidares DnaJ-Homolog oder ein Nukleotid-
austauschfaktor, als Interaktionspartner von Vipp1 identifiziert werden konnte.
Wenn dies der Fall ware, missten die Pull down-Assays mit Gesamtchloroplasten
wiederholt werden, um das mit Vipp1 interagierende Chaperonsystem in seiner
Vollstandigkeit zu ermitteln.

Um einen Hinweis auf die Funktion der C-terminalen Domane im Hinblick auf die
Thylakoidbiogenese zu erhalten, wurde ein C-terminal verklrztes Vipp1-Konstrukt,
dem die Vipp1-Spezifische Domane fehlte (Vipp14.219) im Hintergrund einer voll-
standigen Vipp1-Mutante exprimiert. Vor diesem Hintergrund sollte die Funktion
der C-terminalen Vipp1-Domane eruiert werden. Allerdings zeigten die mit
Vipp11-219 komplementierten Vipp1-Mutanten unter den verwendeten Bedingungen
im Erscheinungsbild keinen offensichtlichen Unterschied zum Wildtyp (Abschnitt
3.4.1). Somit bleibt bislang die Funktion der C-terminalen Domane von Vipp1 eine
noch zu beantwortende Frage. Allerdings kdnnte mdglicherweise eine nahere
Untersuchung der Chloroplasten mittels TEM oder die Behandlung der Pflanzen
mit verschiedenen Stressoren einen Phanotyp identifizieren, der Uber eine beson-

dere Funktion der C-terminalen Domane Aufschluss gibt.
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4.5 Orientierung

Letztendlich warfen die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche zu Vipp1 unter
Verwendung innerer Hullmembranen auch eine unerwartete Frage auf. Vesikel der
inneren Chloroplastenmembran aus Erbse, die nach dem Protokoll von Waege-
mann und Soll (1995) isoliert wurden, weisen hauptsachlich eine korrekte ,inside
out“-Orientierung auf (Cline et al., 1985, Lubeck et al., 1996). Dies konnte anhand
eines Proteolyseverdaus ebenfalls fur die in dieser Arbeit separierten Membran-
vesikel bestatigt werden (Abschnitt 3.3.1). Dazu wurden diverse Markerproteine
ausgewahlt, die vor und nach dem Verdau der Membranvesikel mittels SDS-
PAGE verglichen wurden. Wie erwartet waren Tic 62, Tic 32 und FNR aufgrund
ihrer Lokalisation an der dem Stroma zugewandten Seite der inneren Chloro-
plastenmembran vor einem Verdau durch Thermolysin geschutzt, da die Protease
nicht ins Innere der Vesikel vordringen kann (Kuchler et al., 2002, Hoérmann et al.,
2004). Im Gegensatz dazu zeigte Vipp1 sich bei der Behandlung der Membranve-
sikel mit Thermolysin proteasesensitiv (Abschnitt 3.3.1). Daraus musste man
schlielen, dass Vipp1 an der dem Intermembranraum zugewandten Seite der
inneren Hullmembran lokalisiert ist und deshalb fur die Protease zuganglich war.
Dies widerspricht jedoch den bisherigen Literaturangaben:

Uber die Lokalisation von Vipp1 gibt es verschiedene Theorien. Vipp1 wurde zu-
nachst in Erbse als Protein beschrieben, welches in den Chloroplasten transloziert
wird und dort sowohl an der Inneren Envelopmembran lokalisiert ist, als auch an
den Thylakoiden (Li et al., 1994). Diese Lokalisation wurde fur Vipp1 aus A. tha-
liana bestatigt (Kroll et al., 2001). Fraktionierungsexperimente sowie EM-Aufnah-
men von immunomarkierten Synechocystis PCC 6803-Zellen zeigten eine aus-
schliel3liche Assoziation von Vipp1 mit der inneren Cytoplasmamembran
(Westphal et al, 2001b). Fuhrmann et al. (2009) beobachteten allerdings im glei-
chen Organismus die Lokalisation von Vipp1 an der inneren Cytoplasmamembran,
den Thylakoiden und dem Cytoplasma. Liu et al. (2005) identifizierten Vipp1 in der
inneren Membran, sowie dem Stroma und den Thylakoiden von Chlamydomonas-
Chloroplasten. Auch das Vipp1-Homolog PspA wurde als membranassoziiertes
Protein beschrieben, das ebenfalls frei im Cytoplasma vorkommt, allerdings nicht

im Periplasma (Brissette et al., 1990).
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Aufnahmen von mit GFP-fusionierten Vipp1-Protein transformierte Protoplasten
zeigten eine ausnahmslose Lokalisation des Proteins an der inneren Envelop-
membran von Tabak-Chloroplasten (Aseeva et al., 2004). Aus den Aufnahmen
geht nicht hervor, von welcher Seite das Protein an die Membran bindet. Eine dem
Intermembranraum zugewandte Lokalisation ist von diesen Ergebnissen ausge-
hend prinzipiell moglich. Allerdings gibt es dann keine Erklarung dafir, wie das
Vipp1-Konstrukt nach Entfernung der zentralen a-Helix ins Stroma des Chloro-
plasten gelangt und dort ein GFP-Signal erzeugt (Aseeva et al., 2004).

Werden alle diese Thesen bertcksichtigt, so ist die Lokalisation von Vipp1 bislang
alles andere als eindeutig. Aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse
lasst sich nun die neue Theorie einer Assoziation von Vipp1 mit der dem Inter-
membranraum zugewandten Seite der inneren Hullmembran anschliefen, was
allerdings mit eindeutigen Experimenten verifiziert werden muss. Eine solche Mdg-
lichkeit wird seit Kurzem auch von anderen Gruppen in Betracht gezogen (Saka-
moto, personliche Kommunikation). Um Aufschluss Uber die Funktion von Vipp1
zu erhalten, ist die ldentifikation der genauen Lokalisation von Vipp1 von grofRer

Wichtigkeit und sollte daher mit hoher Prioritat geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Das Protein Vipp1 ist ein essenzieller Faktor der Biogenese und Instandhaltung
von Thylakoidmembranen in Cyanobakterien und Pflanzen. Eine starke Reduktion
des Vipp1-Gehalts fuhrt sowohl in Synechocystis als auch in Arabidopsis zu einer
Unfahigkeit der Zelle, ein funktionales Thylakoidmembransystem aufzubauen. In
Arabidopsis resultiert eine drastische Verminderung der Vipp1-Menge zudem im
Verlust des chloroplastidaren Vesikeltransfers, was vermuten lasst, dass beide
Prozesse miteinander in Verbindung stehen und auf3erdem von Vipp1 abhangig
sind. Vipp1 bildet hochmolekulare Komplexe, die 2 MDa umfassen und aus etwa
64 Vipp1-Molekllen zusammengesetzt sind. Da die Oligomerisierung fur die Funk-
tion des Proteins als essenziell beschrieben wurde, beschaftigt sich die vorliegen-
de Arbeit damit, Domanen des Proteins, die fur die Komplexbildung von Bedeu-
tung sind, zu identifizieren. Strukturelle Analysen verkurzter Vipp1-Konstrukte
identifizierten die erste a-Helix von Vipp1 als essenziell fur die Assemblierung des
Proteins zum 64 mer, da die Entfernung dieser Doméane in der Bildung von Tetra-
meren anstelle hochmolekularer Komplexe resultiert. Die Tetramerisierung beno-
tigt dabei offensichtlich nur einen kurzen zentralen Bereich des Proteins, da erheb-
liche N- und C-terminale Verkurzungen die Bildung tetramerer Strukturen nicht be-
einflussen. Vipp1 ist in Chloroplasten und Cyanobakterien mit der inneren Hull-
bzw. Plasmamembran assoziiert. Interessanterweise inhibiert die Entfernung der
ersten a-Helix von Vipp1 ebenfalls dessen Anbindung an Membranlipide, was
einen Zusammenhang zwischen beiden Prozessen vermuten lasst. Dagegen ist
die C-terminale Verlangerung von Vipp1, die das Protein von seinem prokaryoti-
schen Vorganger PspA unterscheidet, weder fur die Oligomerisierung noch fur
dessen Assoziation an Membranlipide von Bedeutung, was die Frage nach der
Aufgabe dieser Domane aufwirft. Die Expression eines C-terminal verkurzten
Vipp1-Konstruktes im genetischen Avipp7-Hintergrund konnte diese Frage auf-
grund eines fehlenden Phanotyps nicht beantworten. Mithilfe von Pulldown-Assays
wurde allerdings eine nukleotidabhangige Interaktion mit der C-terminalen Verlan-
gerung von Vipp1 und dem stromalen Chaperon cpHsp70 in Arabidopsis nachge-
wiesen. Moglicherweise dient dieser Teil des Proteins als Anlaufstelle fur Inter-

aktionspartner, da der Rest von Vipp1 in einem kompakten Komplex verborgen ist.
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6 Abstract

The vesicle inducing protein in plastids 1 (Vipp1) plays an essential role in the
biogenesis and maintenance of thylakoid membranes. A loss of Vipp1 content in
both Arabidopsis and Synechocystis leads to an inability of the cell to build up a
functional thylakoid membrane system. In Arabidopsis the depletion of Vipp1 re-
sults further in the abolishment of the chloroplast vesicle transport. This indicates
that both processes, vesicle transport and thylakoid biogenesis, are somehow lin-
ked and depend on the presence of Vipp1. The protein is comprised of a predomi-
nantly alpha-helical structure and there is evidence that oligomerization of Vipp1 to
a high molecular mass complex of 2 MDa comprising about 64 Vipp1 molecules is
important for the functionality of the protein. Therefore, the aim of this work was to
identify domains of Vipp1 essential for complex formation. In this context, the first
20 amino acid long a-helix of Vipp1 could be directly related to oligomerization.
Removal of this domain resulted in the formation of tetramers instead of the large
oligomer. Tetramer formation only requires a small central part of the protein since
removal of several N- and C-terminal alpha-helices did not affect tetramerization.
Vipp1 furthermore associates with the inner envelop membrane of the chloroplast
and areas of the protein essential for this trait have been elucidated. Interestingly,
the first a-helix that plays a role in complex formation, also affects membrane
association. No binding to inner envelope lipids took place if this part of the protein
was removed, indicating a correlation between complex formation and lipid binding.
Interrestingly, a Vipp1-specific, C-terminal domain, which distinguishes this protein
from its prokaryotic ancestor PspA, plays no role in membrane association or
oligomerization raising the question of the function of this particular domain. To
gain inside into the function of the Vipp1-specific C-terminal domain, a construct
lacking this region was expressed in the background of a complete Vipp1 knockout
mutant. However, no visible phenotype was observed in those plants under the
chosen conditions. Thus, the role of the C-terminal extension so far remains elu-
sive. Nevertheless, a nucleotide dependent interaction with the C-terminal domain
of Vipp1 and the stromal chaperone cpHsp70 could be demonstrated, indicating
that since the rest of the protein is part of a very compact complex, this part of

Vipp1 might serve as a contact point for interacting proteins.
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