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1  Ausfuhrliche Zusammenfassung

Die wohl auffalligsten Bestandteile pflanzlicherllga sind die Chloroplasten, die als Orte
der Photosynthese die Energieversorgung griinenZ&ftain Form von ATP und reduzierten
NADs sicherstellen und somit fir deren photoaufdtes Wachstum unentbehrlich sind.
Entwicklungsgeschichtlich lassen sich diese semrmmen Zellorganellen auf ein
endosymbiontisches Ereignis zurlckfihren, in wealtleene (proto)eukaryotische Zelle einen
primitiven, photosynthetischen Prokaryoten, einasrfshren der heutigen Cyanobakterien,
.verschlungen® hat (Margulis, 1970; Reumann et 4l1999; McFadden, 2001). Beide
Organismen entwickelten daraufhin eine symbiongscBeziehung, in welcher der
photosynthetisch-aktive Prokaryot den Wirt, als@ d@iukaryotische Zelle, mit Energie
versorgte und im Gegenzug essentielle Nahrstoffieelerbzw. sich in einer geschitzten
Umgebung befand. Im Verlauf der weiteren Evolutivansferierte der prokaryotische
Endosymbiont einen Grof3teil seiner Gene auf dadeduk Genom der eukaryotischen
Wirtszelle (Timmis et al., 2004), was untrennbart minem Verlust seiner Autonomie
verbunden war. Wahrend experimentell eine relatbheh Gentransferrate nachgewiesen
werden konnte (Huang et al., 2003), ist der eigehel Mechanismus der Ubertragung der
plastidaren DNA auf den Nukleus weitgehend unbekaHeute sind mehr als 90 % der
Chloroplasten-Proteine nuklear codiert (Leister030 so dass Prozesse wie Plastiden-
Teilung, -Differenzierung und -Ausreifung weitestgad unter der Kontrolle des
pflanzlichen Zellkerns stattfinden. Die Ubrigenrapiastidar benétigten Proteine werden im
Gegensatz dazu von plastiddrer DNA (Sugiura, 19929, in Form eines zirkularen
Chromosoms (= Plastom) vorliegt (Kung 1977), cddiend gebildete Transkripte im
Anschluss von plastideneigenen Ribosomen tranglafullet, 1988; Reinbothe und
Parthier, 1990; Reinbothe et al., 1993). Hierzuer@.a. auch photosynthetische Gene, deren
Expression sowohl durch transkriptionelle (Pfannsichh et al., 1999; Pfannschmidt und
Liere, 2005), post-transkriptionelle (Deng und Gsa@m, 1987; Rochaix, 2001) als auch durch
translationale (Danon, 1997; Choquet und Wollma2®02) Mechanismen reguliert wird.
Daneben existiert eine retrograde Signalkette aweiscPlastid und Nukleus, so dass die
Expression nukledrer Gene auf die aktuellen Bedig#nder Plastiden hin angepasst werden
kann (Leister, 2005).

Uber den sog. C5-Stoffwechselweg konnen Chloroptasauf diese Weise neben
Tetrapyrollkomponenten, die in verschiedenen Pmetei als prosthetische Gruppe am
Elektronentransport teilnehmen und als Redox-Seagigren (Mock et al., 1998), auch
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Chlorophyll (Bogoard, 1967; von Wettstein et al971; 1995) synthetisieren. Als erstes
Zwischenprodukt dieses Biosynthesewegs ist die €fividung 5-Aminolavulinsaure

(5-ALA; von Wettstein et al., 1995) zu nennen, dies Glutamat durch Umsetzung mit den
Enzymen Glutamyl-tRNA-Synthetase, Glutamyl-tRNA-Bkthse und Glutamat-1-
Semialdehyd-Aminomutase hervorgeht (siehe Abb. 1).

Glutamat
v Glutamyl-tRNA-Synthetase
Glutamyl-tRNA“"
# Glutamyl-tRNA-Reduktase
Glutamat-1-Semialdehyd
¥ Glutamat-1-Semialdehyd-Aminomutase
5-Aminolavulinsdure (ALA)
v ALA-Dehydratase
Porphobilinogen (PBG)
# PBG-Deaminase
Hydroxymethylbilan
v Uroporphyrinogen 111 - Cosynthase
Uroporphyrinogen III
& Uroporphyrinogen III - Decarboxylase
Coproporphyrinogen III
¥ Coproporphyrinogen 111 - Oxidase
Protoporphyrinogen IX
¥ Protoporpyhrinogen IX - Oxidase
Protoporphyrin IX
¥ Mg-Chelatase
Mg-Protoporphyrin IX
& Mg-Protoporphyrin-Methyl-Transferase

‘v Cyclase-System
Divinyl-Protochlorophyllid a
8-Vinyl-Reduktase

7-Formyl-Reduktase/

: PICS2 ;
Monovinyl- = b Monovinyl-
Protochlorophyllid a * Protochlorophyllid b
Protochlorophyllid- Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase B & Chlorophyll(id)a 0.\'.1’gena.s‘c" Oxidoreduktase A
Chlorophyllid a 4 = Chlorophyllid »

Chlorophyll-Synthetase Chlorophyll-Synthetase

Chlorophyll(id)a O.\'ygenu.\'ek
Chlorophyll a 4 = Chlorophyll b

Abb. 1: Biosyntheseweg von Chlorophyll in Pflanzen

Enzyme der einzelnen Reaktionen sind kursiv daefieddie Aktivitat von PTC52 als Protochlorophdia
Oxygenase wurde experimentell bewiesen (siehe Maipt2).

Nach von Wettstein et al. 1995.
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Der Tetrapyrrolmetabolismus ist strikt reguliert, 0 s dass unter normalen
Wachstumsbedingungen keine freien Intermediate odendprodukte vorliegen.
Ungebundenes, d.h. nicht an Proteine gebundenesraphlyll und freie, akkumulierende
Chlorophyll-Vorstufen kdnnen leicht photooxidieresden und sind als Photosensitizer beim
Einsatz von Diphenyl-Ether-Herbiziden bekannt (Rebet al., 1984). lhre schadigende
Wirkung lasst sich darauf zuriickfihren, dass sersithissige Lichtenergie absorbieren und
auf Sauerstoff Ubertragen (Matringe et al., 198%)ck et al., 1998), was zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (= ROS), u.a. Singdatterstoff {0,), fiihrt (Arakane et al.,
1996). ROS konnen verschiedene zellulare Reaktjomenz.B. vorzeitige Alterung, Nekrose
und programmierten Zelltod (= Apoptose) auslosendiet al., 1998; op den Camp et al.,
2003), jedoch gleichzeitig auch protektive Mechar@s induzieren, an denen sowohl
enzymatische als auch nicht-enzymatische Komponegeiligt sind (Foyer et al., 1994;
Asada, 1996).

Keimen Angiospermen im Dunkeln (= etioliert), soradvidie Bildung des Pigments auf der
Stufe von Protochlorophyllid (= Pchlid) angehaltehh. ist eine bestimmte Menge dieser
Vorstufe vorhanden, verhindert ein regulatoriscReedback-Mechanismus, der durch das
FLU-Protein ausgelbt wird, die weitere Synthese 5gR_A. Sobald angereichertes Pchlid
im Verlauf der Belichtung zu Chlorophyllid (Chlid)nd weiter zu Chlorophyll umgesetzt
wird, wird diese Blockade wieder aufgehoben (Reihbaind Reinbothe, 1996).

Das Enzym NADPH:Protochlorophyllid Oxidoreduktase POR)

In etiolierten Keimlingen von Angiospermen, in dendchlid in spektroskopisch
nachweisbaren Mengen akkumuliert, liegt dieses @&waaprodukt der Chlorophyll-
Biosynthese mit dem Enzym NADPPtotochlorophyllid Oxidoreduktase (POR) assoziiert
vor und bildet gemeinsam mit dem Co-Substrat NAD#eN ternaren Komplex (Griffiths,
1978; Apel et al., 1980). Das nuklear codierte, @ytosol als grof3eres Prakursor-Protein
synthetisierte POR-Enzym wird dabei posttranslatiam den Plastiden importiert, wo es als
sog. Schlisselenzym des lichtinduzierten Ergrur(@helsen, 1974Griffiths, 1975; 1978;
Apel et al.,, 1980) den einzigen direkt vom Lichthabgigen Schritt der Chlorophyll-
Biosynthese hoherer Pflanzen, die Reduktion voridPeh Chlorophyllid (Chlid), katalysiert
(Griffiths, 1975; 1991; Forreiter et al., 1990). kvénd dieser Aktivitat, die in etiolierten
Pflanzen am grof3ten ist (Maplestone und Griffit830; Santel und Apel, 1981), wird POR
sehr schnell inaktiviert und im Folgenden abgel{&aty und Griffiths, 1983; Hauser et al.,
1984; Forreiter et al., 1990).
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Im Prolamellarkérper von Etioplasten verschiedemergiospermen, z.B. Gerste und
Arabidopsis thaliana konnten mit PORA und PORB zwei eng verwandte FO&eine
nachgewiesen werden (Armstrong et al., 1995; Hokbml., 1995), die beide zwar sowohl
von Licht als auch von NADPH abhangig sind, sichdogh hinsichtlich ihres
Expressionsmusters im Verlauf der pflanzlichen Hekiung stark voneinander
unterscheiden (Benli et al., 1991; Reinbothe etl@95a; 1995b; 1995c). Wahrend PORA nur
transient in etiolierten Keimlingen akkumuliert,rdiiPORB konstitutiv sowohl in etiolierten,
belichteten als auch in Licht-adaptierten Pflanegprimiert (Holtorf et al., 1995). Dieses
beobachtete partielle Uberlappen der Expressiateb&OR-Enzyme suggeriert, dass sowohl
PORA als auch PORB fir eine effiziente De-Etiolreguder Keimlinge unerlasslich ist
(Reinbothe et al., 2003a). Aber auch hinsichtliels thevorzugten Substrats fallen deutliche
Unterschiede zwischen beiden Isoenzymen auf. WdhrdPORA eine hohere
Bindungsaffinitat zu Pchlid zeigt, bevorzugt PORB Pchlalals Substrat (Reinbothe et al.,
1999).

Sobald Keimlinge die Erdoberflache durchbrechennd sisie sofort der direkten
Sonneneinstrahlung ausgesetzt, jedoch noch nichti da der Lage, Photosynthese zu
betreiben, so dass eine schnell einsetzende Pbte&pon und Chlorophyllbiosynthese fir
das Uberleben der Pflanze essentiell sind. Rea&aerstoffradikale, deren Bildung — wie
bereits erwahnt — durch freie Pchlid-Molekule inguzwerden kénnte (op den Camp et al.,
2003), sind dabei der entscheidende Faktor, dae di#ésmbranlipide durch Peroxidation
massiv schadigen wirden (Tripathy und Chakrabd891; Chakraborty und Tripathy, 1992)
und somit enormen Einfluss auf die Membranintegriée plastidare Ultrastruktur und die
pflanzliche Entwicklung beséfRen. Der Zelltod ists dFolge solcher Schaden meist
unausweichlich (op den Camp et al., 2003).

Um zum einen die Absorption geringer Lichtmengem whe Chlorophyllbiosynthese zu
ermoglichen und zum anderen eine photoprotektivekMidg auszutiben, bilden beide POR-
Isoenzyme im Prolamellarkorper von Etioplasten gasan mit ihren Pigment-Substraten,
Pchlid a bzw. Pchlidb (Shedbalkar et al., 1991), und NADPH eine hdheleindare
Struktur, den sog.light-harvesting- POR-Pchlid- (LHPP) Komplex, dessen Existeimzvitro
undin vivo bestatigt werden konnte (Reinbothe et al., 19993B). Innerhalb dieser Struktur
interagieren (zumindest im Gewebe) jeweils funf RGRhlid b:NADPH — Ternarkomplexe
mit einem PORB:PchlidiNADPH — Komplex und bilden dabei einen Suprakompider
zusatzlich mit Galakto- und Sulfolipiden des Prodédlarkorpers assoziiert ist (Reinbothe et
al., 1999; 2003b). In den oberen Erdschichten magh Durchbrechen des Keimlings durch
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die Erdoberflache absorbieren PORA-gebundene, piadiive Pchlid b — Molekile
auftreffende Lichtquanten und Ubertragen diese dt@erauf den zentral gelegenen
PORB:Pchlida:NADPH — Ternarkomplex. PORB wird als Enzym aktidueduziert

Pchlid a zu Chlida. Daraufhin zerfallt der LHPP-Komplex (Reinbotheagt 2003b), was
vermutlich die Licht-induzierte Desintegration desolamellarkdrpers auslost (Kahn, 1968;
Kahn et al., 1970). Erst jetzt wird PORA als Pclidid reduzierendes Enzym aktiv. Wie von
Reinbothe und Mitarbeitern (2004a) fur Gerste ggizeierden konnte, binden auf diese
Weise gebildete Chlid-Molekiile an wasserloslichdo@iphyll-Bindungsproteine, die sie zu
den Thylakoiden transportieren, wo dann der weitérgbau der photosynthetischen
Membran stattfindet (Sundqvist und Dahlin, 1997).

Die Plastidenhiille

Neben einem regulierten Austausch von Metaboliteischen Stroma und Cytosol kommt
der Plastidenhille auch als Ort der Biosynthese Riitsauren und verschiedenen Lipiden,
beispielsweise von Galaktolipiden, den vorherrsdeenBestandteilen der Hullmembranen
(Douce und Joyard, 1990), eine essentielle BedgutunDoch auch Teile des C5-Wegs der
Tetrapyrrolbiosynthese (siehe S. 1 f.), z.B. diédlig von Pchlid (von Wettstein et al.,
1995), sind in der Plastidenhulle lokalisiert (Jalyat al., 1990; Pineau et al., 1993; Joyard et
al., 1998).

Um eine zielgerichtete Translokation der vom GerdmnWirtszelle codierten, intraplastidar
bendtigten Proteine zuriick in die semiautonomemiqdynthetisch-aktiven Organellen zu
gewahrleisten, mussen diese zunachst im CytosoFdmm grof3erer Vorstufenproteine
(Keegstra et al., 1989; Archer und Keegstra, 198®)einem abspaltbaren, N-terminalen, ca.
20-120 Aminosauren umfassenden Transit-Peptid @Gru2001; Vojta et al.,, 2004)
synthetisiert werden (Reumann et al., 1999). Diefft tauch auf die beiden an der
Chlorophyll-Biosynthese beteiligten Isoenzyme PORAd PORB zu, die als groRRere
Prakursor-Proteine entsprechend der plastidarewiédting importiert werden (Beale und
Weinstein, 1990; Reinbothe et al.,, 1995a; 1995k d#nwie zuvor geschildert — fur die
Pflanze eine essentielle Bedeutung beim Wechsel #@en Skotomorphogenese zur
Photomorphogenese besitzen. Neueren Proteomicygemalzu Folge ergibt sich ein
komplexeres Bild beziglich des Proteinimportesuaspriinglich angenommen. So gelangte
beispielsweise die Arbeitsgruppe um Kleffmann (20@4 dem Ergebnis, dass von den
insgesamt 604 identifizierten Chloroplasten-PrarimArabidopsis thalianawur 376
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( 62 %) Uber eine solche ,klassische* Transit-Segueerfigten. 37 Proteine zeigten
stattdessen ein mitochondriales Targeting-Sigrialkeia Transit-Peptid zur Translokation ins
Endoplasmatische Retikulum und 142 wiesen keinalepaltbares Signalpeptid auf.

Der eigentliche Translokationsprozess durch die Rioteine impermeable, doppelte
Chloroplasten-Hullmembran gestaltet sich demzufatge dulRerst vielschichtig, wobei mit
hoher Wahrscheinlichkeit verschiedenste komplexgetdute Protein-Import-Maschinerien
(Bédard und Jarvis, 2005; Martin und Mdller, 1988rtin et al., 1998) existieren, die sich
nicht nur hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, somdmich ihrer Spezifitat und Aktivitat
voneinander unterscheiden (Miras et al., 2002; 206ata und Soll, 2004, Villajero et al.,
2005).

Der Standard-Protein-Import-Apparat: Tic/Toc-Komple x

Als Standard-Protein-Import-Apparat der Plastiddh der sog. Tic/Toc-Komplex, der sich
aus hetero-oligomeren Multiproteinkomplexen derdbei Hillmembranen zusammensetzt.
Gemal3 Schnell et al. (1997) werden dabei die Bdstda der Import-Maschinerie der
aulReren Hille alsToc-Komponenten t(anslocon at theouter envelope membrane of
chloroplastg, diejenigen der inneren Hillmembran &is-Komponententfanslocon at the
inner envelope membrane afloroplasty bezeichnet und deren jeweilige molekulare Masse
als Suffix angefugt. Fur den eigentlichen Transpwmdang missen beide Plastidenhullen
miteinander kooperieren (Fuks und Schnell, 1997hdck et al.,, 1997), was deren
topologische Annaherung voraussetzt (Jarvis unt Zal1).

Die Proteintranslokation selbst ist ein energiealgiger Prozess, der sich laut Reumann et al.

(1999) in vier Phasen unterteilen lasst:
a.) Energieunabhangige Interaktion des Prakursor-P®tait Membranlipiden.

b.) Reversible Bindung des Vorstufenproteins an Rezppiteine der Plastiden-
oberflache, d.h. des Toc-Apparates (Archer und Kieag 1990; Cline und Henry,
1996), in Anwesenheit geringer ATP-Konzentrationevgdurch das eigentliche
Transportgeschehen initiiert wird (Perry und Keeyst994).

c.) Bildung friher Translokationsintermediateafly intermediate stagebestehend aus
den Multiproteinkomplexen der &uf3eren und innerast®lenhille in Anwesenheit
von GTP und geringen Mengen an ATR1Q0 pM) (Olsen und Keegstra, 1992;
Young et al., 1999). In dieser Phase hat das Tir&egtid die duRere Hullmembran
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bereits durchquert und Kontakt zu Komponenten desK@émplexes aufgenommen
(Wu et al., 1994; Ma et al., 1996).

d.) Komplette Translokation des Prakursor-Proteins hidreide Hillmembranen, wobei
hohere ATP-Konzentrationen (>100 pM) im Stroma dbelnrlich sind (Theg et al.,
1989). Im Stroma selbst findet schlie3lich die Rssterung, d.h. das Abspalten des

Transit-Peptids, und mdglicherweise ein intraptises Targeting statt.

Komponenten des Toc-Komplexes und deren Funktionsuse

Entsprechend friherer Untersuchungen, die mit ©blasten aus Erbse durchgefihrt
wurden, setzt sich der Toc-Komplex, der neben d&erfhung und der Bindung auch die
Translokation des zu importierenden Prékursor-Rrstelurch die aullere Plastidenhille
vermittelt (Bédard und Jarvis, 2005; Hofmann uned,hi2005; Kessler und Schnell, 2006),
aus den drei Core-Komponenten Toc159, Toc75 un@4d aasammen (Perry und Keegstra,
1994; Hirsch et al., 1994; Kessler et al., 1994 rfadl et al., 1994; Tranel et al., 1995; Ma et
al., 1996; Kouranov und Schnell, 1997; Boélter ef 8098; Chen et al., 2000; Jelic et al.,
2002). Wie neuere Forschungsergebnisse mit Chlastgrt aug\rabidopsis thalianaeigten,
werden nicht alle Prakursor-Proteine, die ein Mateales Transit-Peptid besitzen, tber
denselben Toc-Komplex importiert. So fanden siakr Imnit Toc120 bzw. Tocl30 zwei zu
Tocl59-verwandte Proteine, die ebenfalls sowohlr idee konservierte GTP-Bindungs-
domaéne als auch Uber einen Membran-Anker verfigjeh,jedoch von Toc159 hinsichtlich
der Lange ihrer N-terminalen, zum Cytosol geriddneDomane unterscheiden (Bauer et al.,
2000; Ivanova et al., 2004). lhre Beteiligung amn Badung der Vorstufenproteine bedingt
das beobachtete differentielle Importverhaltenatgsprechenden Toc-Proteine. Wéahrend die
Translokation von photosynthetisch relevanten PsikuProteinen, wie z.B. pPORB, uUber
Toc159 verlauft, scheinen Toc120 bzw. Toc130 depoianderer, nicht-photosynthetisch
aktiver Vorstufenproteine zu vermitteln (Smith bt 2004).

Darlber hinaus zeigte sich, dass fur das regusatoei GTP-Bindungsprotein rabidopsis
thaliana die Zwillingsproteine Toc33 und Toc34 existierahie sich sowohl durch ihre
Prakursor-Spezifitat als auch ihre Expression wéthreler pflanzlichen Entwicklung
voneinander unterscheiden (Jarvis et al., 1998ei&ahn et al., 2000; Jelic et al., 2003;
Kubis et al., 2004).

Schlie3lich wird auch die dritte Komponente des -Tare-Komplexes, Toc75, in

Arabidopsis thalianavon drei verschiedenen Genen codiert, von denesdemum zwei
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unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen (Baleval., 2005). Toc75, das eine hohe
Sequenzahnlichkeit zu loslichen Kanalen in der tad®@embran von Cyano- bzw. Gram-
negativen Bakterien zeigt (Bolter et al., 1998; Rauon et al., 1999), bildet dabei den
zentralen hydrophilen Translokationskanal der deid3&fiastidenhuille (Schnell et al., 1994),
bestehend aus einer Porin-ahnlictiBarrel-Struktur mit insgesamt 16 Transmemban-
Faltblattern (Hinnah et al., 1997; Sveshnikova, ®@00durch den der Grofiteil der
cytosolischen Prakursor-Proteine ins Plastidensramportiert wird (May und Soll, 1999;
Hinnah et al., 2002).

Komponenten des Tic-Komplexes und deren Funktionsvige

Wahrend des sog.early intermediate stagehat das Prakursor-Protein die &ul3ere
Plastidenhtlle durchquert und trifft auf die Kompaten des Tic-Komplexes (Kouranov und
Schnell, 1997), Gber deren Bedeutung bzw. Funktisrzum jetzigen Zeitpunkt weniger als
Uber die Komponenten des Toc-Komplexes bekannindt die immer wieder Gegenstand
kontroverser Diskussionen sind (Kessler und Bloh@B6; Caliebe et al., 1997; Hidalgo et
al., 1997; Gray et al., 1997; Pfannschmidt et1l&99; Oswald et al., 2001; Bédard und Jarvis,
2005).

Als zentrale Core-Komponente dieses Multiproteinpteres gilt das integrale
Membranprotein Ticl110 (Kessler und Blobel, 1996)elches mit seinerp-Barrel-
Konformation ein charakteristisches strukturellesrkial von Proteinen aufweist, die an der
Bildung von Poren (Bainbridge et al., 1998) beggilsind. Dieses Protein kénnte daher
mindestens einen Teil des Protein-Import-Kanals ieeren Chloroplastenhille bilden
(Heins et al., 2002), wobei seine grof3e C-termiDaen&dne zum Stroma hin gerichtet ist, wo
sie wahrscheinlich Faktoren rekrutiert, die aktm &nportprozess teilnehmen (Kessler und
Blobel, 1996; Nielsen et al., 1997; Jackson et H)98; Inaba et al., 2003). Als Beispiel
hierfir ist das molekulare Chaperon Hsp93, eintjplases Homolog des bakteriellen ClpC
(caseinolytisches Protein der C-Klasse) zu nendas,ebenfalls zu den Core-Komponenten
des Tic-Komplexes gezahlt wird (Akita et al., 19Niglsen et al., 1997; Constan et al.,
2004).

Beim dritten, noch fehlenden Bestandteil des Coneaflexes handelt es sich mit Tic40 um
ein ca. 40 kDa schweres, integrales Membranpr@®in et al., 1994), dessen weitestgehend
hydrophiler C-terminaler Bereich ebenfalls ins 8teoragt (Chou et al., 2003). Da Tic110
und Tic40 eine ahnliche Topologie aufweisen unceuokidativen Bedingungen durch eine

Disulfidbriicke verbunden sind (Stahl et al.,, 1998gt die Vermutung nahe, dass beide
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Proteine miteinander interagieren, um so den ImgertPrakursor-Proteine zu ermdglichen
(Chou et al., 2006; Bédard et al., 2007; Chiu un@Q08).

Dartber hinaus finden sich mit Tic22 bzw. Tic20 zweeitere Proteine, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit der Transit-Sequenz des Wdesnproteins in Wechselwirkung treten
(Kouranov und Schnell, 1997; Kouranov et al., 199899; Chen et al., 2002). Es wird
vermutet, dass zusatzliche identifizierte Protemgonenten mit einem Molekulargewicht
von ca. 62 kDa (Tic62), 55 kDa (Tic55) und 32 kDacB2) dazu in der Lage sind, auf
unterschiedliche Redox-Zustande innerhalb des Gplasten zu reagieren und so den
Protein-Import entsprechend den herrschenden \tarbg¢ anzupassen (Caliebe et al., 1997;
Kuchler et al., 2002). Wie phylogenetische Analygeigten, gehort Tic55 zu einer Familie
von non-Ham Oxygenasen, die in Pflanzen und Bakiaiber hoch-konservierte Rieske- und
mononukleare Eisen-Bindungsdomanen verfigen (Galebal., 1997; Gray et al., 2004;
Gross und Bhattacharya, 2008). Uber die exakte ttamklieses Proteins innerhalb des Tic-

Komplexes existieren bis zum heutigen Zeitpunldrdihgs nur Vermutungen.

Unterschiedliche Importwege von pPORA & pPORB

Die Voraussetzung zur Bildung der bereits besckrniebh LHPP-Komplexe (siehe S. 4 f), die
beim Wechsel von der Skotomorphogenese zur Phopirmogenese eine essentielle
Bedeutung fur die Pflanze besitzen, ist ein effadtiposttranslationaler Import der nukleér
codierten, im Cytosol synthetisierten Prakursort&ine pPORA und pPORB. Urspriingliche
Annahmen gingen davon aus, dass dieser fur beidgeiRe — wie flr andere
Vorstufenproteine — energieabhangig (Pfistererl.etl@82; Cline et al., 1985; Olsen et al.,
1989; Olsen und Keegstra, 1992; Fligge und Hin8619heg et al., 1989; Schnell und
Blobel, 1993) Uber den Tic/Toc-Komplex erfolgt (Beet al., 1991; Schnell et al., 1991,
Oblong und Lamppa, 1992; Theg und Geske, 1992g@tral., 1993; Jarvis und Soll, 2001).
Erst die genauere Analyse des Importwegs von pPORApPPORB in Gerste (Reinbothe et
al., 1995a; 1995c) zeigte Unterschiede im Importraacsmus auf.

Im Vergleich zu Plastiden etiolierter Keimlinge, denen maximale Gesamtmengen an POR
(3. PORA und PORB) nachweisbar sind, zeigen im Lickegnmte Pflanzen nur Spuren der
prozessierten Enzyme (Apel, 1981; Batschauer unél,Ap984; Griffiths et al., 1985;
Mosinger et al., 1985; Forreiter et al., 1990; Beetl al., 1991). Wahrend PORA in
Etioplasten akkumuliert und bei Belichtung mengeflim&tark abnimmt, ist die Menge an
PORB sowohl in Etioplasten als auch in Chloroplagteetwa konstant.
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Wie In-Vitro-Protein-Import-Studien mit aus Gerste isoliertelasBden zeigten, ist die
Translokation von pPORA von intraplastidar vorhareta Pchlid, das in etiolierten
Keimlingen ebenfalls in spektroskopisch nachweisbaKonzentrationen akkumuliert,
abhangig und wird durch die herrschenden Lichtlmdigen reguliert (Reinbothe et al.,
1995a-c; 1996; 1997; 2000). Reicht in Etioplastenahdogene Pchlid-Menge aus, um den
Translokationsprozess zu initieren, nimmt diese Nerlauf der lichtinduzierten
Chloroplastendifferenzierung dramatisch ab, was dein Verlust des Importvermbgens
einhergeht. Werden die intraplastidaren Pchlid-Korationen jedoch durch Inkubation der
Organellen mit dem Pchlid-Prakursor 5-ALA erhélatkemmt es zur Pchlid-Bildung und der
Translokationsprozess kann erneut in Gang gesetzten (Reinbothe et al., 1995a), was die
Abhangigkeit des pPORA-Imports von endogenem Paidideutlicht. Dieser konnte dartber
hinaus von Kim und Apel (2004) auahvivo in Arabidopsis thaliananachgewiesen werden,
indem sie verschiedene Fusionsproteine, bestehesmdPaikursor-Protein und GFP, in den
Pflanzen exprimierten und deren plastidare Lokatisa analysierten. Wahrend in
Protoplasten aus Licht-adaptierten, grinen PflakeémPORA-GFP detektierbar war, konnte
die Integration von PORB-GFP in die Thylakoidmemmem bzw. die Akkumulation von
SSU-GFP im Chloroplastenstroma nachgewiesen werdd. analog durchgefuhrten
Untersuchungen mit etiolierten Keimlingen waren degentber alle drei Fusionsproteine,
d.h. also auch PORA-GFP, innerhalb der Plastidetektlerbar, wofr man die hier
vorhandenen, hohen intraplastidaren Pchlid-Konaéntren verantwortlich machte. Der
Einfluss von Pchlid auf die intrazellulare Verteijivon PORA-GFP konnte des Weiteren mit
Hilfe transgenerflu-Mutanten nachgewiesen werden, die einen Defektnaetabolischen
Feedback-Kontrolle der 5-ALA-Synthese aufweiseelsiS. 3), was im Dunkeln zu einer
unkontrollierten Akkumulation von freiem, d.h. nicRrotein-gebundenem, Pchlid fuhrt.
Werden etiolierte Pflanzen belichtet, so bleich&se schnell aus und sterben ab. Durch eine
Kultivierung unter kontinuierlichen Lichtverhaltsisn kann dies verhindert werden, da hier
gebildetes Pchlid unmittelbar zu Chlid reduzientdviWahrend sowollu- als auch Wildtyp-
Keimlinge, die unter Dauerlicht angezogen wordemewanur PORB-GFP und SSU-GFP,
jedoch kein PORA-GFP, innerhalb der Chloroplastesaenmelten, fihrte der Transfer der
Pflanzen in die Dunkelheit zur Pchlid-Akkumulatiamd damit auch zum Import von
pPORA-GFP. Auch die Expression chimérer Fusionspretin transgenerrabidopsis
Pflanzen bestatigte die Pchlid-Abh&ngigkeit der BRI ranslokation. Wurde das Transit-
Peptid von pPORA (= transA), in dem sich die ventimhe Pchlid-Bindungsstelle befindet,
z.B. an den sog. ‘reifen” Teil von PORB-GFP gektipm® wurde der Transport dieses
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Fusionsproteins in Licht-adaptierte Pflanzen vornliecabhangig, wahrend das reziproke
Konstrukt, transB-PORA-GFP, auch in Chloroplastetingr Kotyledonen akkumulierte.
Vergleichbare Ergebnisse lieferten hierVitro-Import-Studien von Reinbothe et al. (1997;
2000; 2004b), in denen beispielsweise transA-PORB. lein Fusionsprotein, bestehend aus
transA und dem Reporterprotein DHFR (Dihydrofoldtrietase; ein cytosolisches Protein aus
Maus), Pchlid-abhangig sowohl in Etioplasten alchaun mit 5-ALA vorbehandelte
Chloroplasten importiert wurde.

Die von Kim und Apel (2004in vivo beobachtete Pchlid-Abhangigkeit des pPORA-Imports
schien jedoch allein auf Kotyledonen beschranktsein, denn auch in Abwesenheit von
Pchlid translozierten Chloroplasten aus grinent®&iatadulter Pflanzen das pPORA-GFP-
FusionsproteinDer Unterschied im Importmechanismus in Kotyledoned griinen, reifen
Blattern (Rosettenblattern) liegt in der Existeimee Gruppe von 14:3:3-Proteinen begrindet,
die gemeinsam mit einem Hitzeschockprotein (70 kBiagpn Komplex mit dem PORA-
Vorstufenprotein bilden, der wiederum mit dem Toorkplex der Tic/Toc-Maschinerie
interagiert. Der entsprechende Vertreter der 142@eine kommt nicht in Kotyledonen,
sondern nur in reifen, grinen Blattetrug leaveyvor, was das differentielle Importverhalten
von pPORA (Schemenewitz et al., 2007) erklart.

Im Gegensatz dazu erfolgt der Import von pPORB, bbhAagig von intraplastidar
vorhandenem Pchlid, in gleichem Umfang in Etiogasind Chloroplasten (Reinbothe et al.,
1995b; 1997), was durch die fehlende Pchlid-Bindsiglle im Transit-Peptid von pPORB
erklart werden kann.

Des Weiteren ist auffallig, dass pPORA wahrend esefchlid-abhé&ngigen Translokation
nicht wie pPORB Uber den bereits beschriebenend&tdrProtein-Import-Apparat (Tic/Toc-
Komplex) aufgenommen wird (Keegstra und Cline, 199¢hleiff und Soll, 2000), sondern
durch eine andere Import-Maschinerie, den sog. R@@plex Protochlorophyllide
dependenttranslocon compley, ins Stroma des Chloroplasten gelangt (Reinbahel.,
2000).

Der PTC-Komplex: Ein weiterer Protein-Import-Appara t

Mit Hilfe des In-Vitro-Imports von>°S-pPORA-(His} in Gerste-Chloroplasten gelang es
Reinbothe und Mitarbeitern (2004a; b) den Pchlithaltenden, ca. 600 kDa schweren
»junctiorf-Komplex (Importkomplex) zwischen auf3erer und irarePlastidenhille sowohl
durch eine milde Solubilisierung als auch mit HitleemischeCrosslinkingExperimente zu

isolieren und dessen Komponenten mittels einer dimeinsionalen gelelektrophoretischen
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Trennung zu separieren. Wahrend des substratalg@ng@PORA-Imports interagierten
innerhalb dieser oligomeren Struktur mindestens 120-verschiedene Polypeptide
miteinander, die nicht dem Tic/Toc-Komplex zuge@tdmverden konnten. Mengenmalig
dominierten hier vier Proteine mit einer molekutaMasse von 52, 47, 33 und 16 kDa, die in
nahezu stéchiometrischem Verhaltnis zu pPORA verlagNachdem die Spezifitat der
beobachteten Interaktion zwischen dem Vorstufeeprotnd diesen Polypeptiden anhand
verschiedener Kontrollexperimente bestatigt wordesr, wurden die Komponenten der
Import-Maschinerie, im Folgenden als PTC52, PTCRTC33 und PTC16 bezeichnet,
sequenziert, um durch vergleichende Analysen mitligbaren Datenbanken Ruckschlisse
auf deren ldentitat bzw. vermeintliche Funktionehen zu kdnnen.

Das 16 kDa schwere ProtadifTC16, das al<CrosslinkPartner von transA (Reinbothe et al.,
2004a) identifiziert werden konnte, zeigte dabeieegroRe Sequenzahnlichkeit zu einem
Protein der au3eren Chloroplastenhille von GeBa#l{ et al., 1999) und Erbse (Pohimeyer
et al., 1997), wo es als Oepléuier envelopeprotein) bezeichnet wird. Eng verwandte
Proteine finden sich dariber hinaus in Weizen émdbidopsis thaliana was auf eine
universelle Konservierung des pPORA-Importwegs sowia monokotylen als auch in
dikotylen Pflanzen hindeutet (Reinbothe et al., )0 Wie weitere Datenbankanalysen
zeigten, gehdrt Oepl6 zu einer Proteinfamilie, nlévigglieder am Transport von Prakursor-
Proteinen und Aminosauren beteiligt sind und dwdd in frei lebenden Bakterien als auch
in endosymbiontischen Mitochondrien und Chlorogashachgewiesen werden konnten
(Rassow et al., 1999).

Die fur PTC33 erhaltene, partielle Aminosduresequenz erstreskth bei Arabidopsis
thaliana Uber einen Bereich, in dem sich die beiden Preteider &uf3eren
Plastidenhiullmembran, Toc33 und Toc34, sehr dhrdiod (Jarvis et al., 1998), wahrend in
Gerste-Datenbanken nur ESTs fir TotiBé-Proteine existieren (Reinbothe et al., 2004a).
PTCA47, die dritte identifizierte Komponente des PTC-Kdexes, ist mit einer Tyrosin-
Aminotransferase aulrabidopsis thalianaverwandt (Lopukhina et al., 2001). In Pflanzen
und Bakterien ist dieses Enzym, welches den Traegfer Aminogruppe von Tyrosin auf
2-Oxoglutarat katalysiert, an der Biosynthese viastequinon bzwa-Tocopherol

(= Vitamin E) beteiligt, die gemaR Lichtenthaleraét(1981) bzw. Soll et al. (1985) innerhalb
der Plastidenhiille stattfinden soll. Darlber hinkaente gezeigt werden, dass PTC47 ein
integrales Membranprotein der inneren Chloropldsi#e ist (Reinbothe et al., 2004a), was
seine vermeintliche Funktion als Tyrosin-Aminotri@nase untermauert. Durch Co-

Immunprazipitation wurde auch eine Wechselwirkungses Proteins mit dem noch
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fehlenden, 52 kDa schweren Bestandteil des pPORAHgChen Import-Apparates, PTC52,
nachgewiesen (Reinbothe et al., 2004a).

PTC52 und andere Mitglieder der Familie der RieskeFyp Eisen-Schwefel-

Proteine in der Plastidenhulle

PTC52: Ein Mitglied der Familie der Rieske-Typ Eise-Schwefel-Proteine

Entsprechend den durchgefuihrten Datenbankanalysenmte die partielle Aminosaure-
sequenz von PTC52 aus Gerste mit dem EST-Klon: 8426 Uberein und wies eine grol3e
Ahnlichkeit zur vorhergesagten Sequenz des Genptsdwon At4g25650 vorrabidopsis
thaliana (AtPTC52) auf. Weitere phylogenetische Untersugamzeigten, dass AtPTC52 zu
einer Familie von pflanzlichen bzw. bakteriellemrAgam Oxygenasen zahlt (Caliebe et al.,
1997; Gray et al.,, 2004; Gross und Bhattachary@8R0deren Mitglieder sich durch das

Vorhandensein von zwei hoch-konservierten funktieneMotiven auszeichnen:

1.) Konsensus-Sequenz zur Koordination eines Rieske{Pfe-2S]-Clusters (Mason
und Cammack, 1992):
C-x-H-x16.17C-Xx2-H

2.) Mononukleare non-Ham Eisen-Bindungsdoméne (Jiaat),e1996):
N-X2-D-X3.4— H-X4—H

Als weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie sindc35 (ranslocon at thanner envelope
membrane o€hloroplasts Caliebe et al., 1997), CAQHKlorophyll(id)ea oxygenasgTanaka

et al., 1998; Espineda et al., 1999), das Enzym Ri@ophorbidea oxygenasgPruzinska et
al., 2003), welches mit dem LLS1-Protelethal leaf spot protein Gray et al., 1997; 2002)
Ubereinstimmt, und CMCcioline monooxygenasgRathinasabapathi et al., 1997) zu nennen.

Tic55: translocon at the inner envelope membrane of chloroplasts

Das als Bestandteil des Standard-Protein-Importafgis der inneren Chloroplastenhiille
identifizierte Protein Tic55 scheint aktiv am Triersvon Elektronen beteiligt zu sein. Wie
ein Vergleich mit dem Transkriptionsfaktor SoxR tieh macht, konnte es zusatzlich als
Biosensor fungieren (Hidalgo et al., 1997) und gdodais Transportgeschehen regulieren.
Gemal Ohnishi et al. (1994) werden die Eisen-koxmglenden Histidin-Reste im Rieske-
Typ [2Fe-2S]-Cluster im Verlauf einer Behandlungr d€hloroplasten mit Diethyl-
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pyrocarbonat ethoxyformyliert, so dass die Trarafiok von Prékursor-Proteinen durch die
innere Hullmembran zum Erliegen kommt, wé&hrend wleindung an die &ulRere
Plastidenhtlle davon unberihrt bleibt (Caliebel .et1&97).

CAO: Chlorophyllid a Oxygenase

Auch das Schlisselenzym der @h- Biosynthese irabidopsis thalianaChlorophyllida
Oxygenase, lasst sich dieser Familie der sog. Bigsk Eisen-Schwefel-Proteine zuordnen
(Tanaka et al., 1998; Espineda et al., 1999; Tamégal., 1999; Xu et al., 2002).

Genau wie Chla ist auch Chlb in allen Landpflanzen sowie in vielen Algen und
Cyanobakterien nachweisbar. Im Gegensatz zu &tdas sowohl im photosynthetischen
Reaktionszentrum als auch innerhalb der Licht-Safngennen vorhanden ist, befindet
sich Chlb jedoch ausschlie3lich in den Antennenkomplexen,esdir deren Gréf3e und
damit fur die Effizienz der Photosynthese von dmgiender Bedeutung ist (Tanaka et al.,
2001). Wie der strukturelle Vergleich beider Pigteedeutlich macht, unterscheiden sich
diese allein hinsichtlich einer einzigen Seiter&kedin Position 3 (Ring B) voneinander:
wéahrend bei Chla eine Methylgruppe nachweisbar ist, ist diese bkl K& durch eine
Formylgruppe ersetzt (Castelfranco und Beale, 1948)ekularer Sauerstoff fungiert hier als
Lieferant des Formyl-Sauerstoffatoms (SchneeguitBeale, 1992; Porra et al., 1994), wobei
das Enzym Chlorophylli(ida Oxygenase eine ungewoéhnliche zweistufige Monoongge-
Reaktion katalysiert, in deren Verlauf Chidzu Chlidb umgewandelt wird (Oster et al.,
2000), welches als direkte Vorstufe von ®@hgilt. Mit Hilfe von In-PlantaAssays konnten
Yamasato und Mitarbeiter (2005) zeigen, dass d@eMninus des Enzyms dabei nicht nur

als Sensor der Chlid— Konzentration fungiert sondern auch die Proteiksur stabilisiert.

LLS1: lethal leaf spot protein bzw. PAO: Pheophorbida Oxygenase

Die Entdeckung dets1-Gens geht auf dikethal leaf spot- Mutation inZea maysurtick und
wurde erstmals von Ullstrup und Troyer 1967 bestien. Mutierte Pflanzen zeigten hier,
unabhangig von einer vorhergehenden Pathogeniofektscheinbar zuféllig verteilte,
nekrotische Lasionene@af spot}, die sich kontinuierlich, jedoch abhangig vom tEiHer,
Uber das gesamte Blatt bzw. die Pflanze ausbmeit€a ahnliche phéanotypische Merkmale
auch nach Eindringen vo@ochliobolus (Helminthosporiurp carbonum erkennbar waren,
wurde die Mutation der Gruppe der sodisgase lesion mimitzugeordnet. Diese grolite

Klasse innerhalb dergain of functiofrMutationen umfasst iZea maysnindestens 40 Loci
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(Walbot et al., 1983; Johal et al., 1995), wobeil@he Mutationen auch in anderen Pflanzen,
wie beispielsweiseArabidopsis thalianaund Gerste, entdeckt und untersucht wurden
(Greenberg und Ausubel, 1993; Greenberg et al.4;1B%etrich et al., 1994; Dangl et al.,
1996; Freialdenhoven et al., 1996; Jabs et al 199

Entsprechend den Beobachtungen von Gray und Mitarbduhrte inaktives LLS1-Protein

in Mais-Pflanzen zur Etablierung eines lichtabhgegi Uber Chloroplasten vermittelten
Zelltodes (Gray et al., 1997; 2002; 2004), so diess aktive Protein als Suppressor dieses
Prozesses betrachtet wurde (Gray et al., 1997)i dareHam Eisen-Bindungsmotive, die als
charakteristisches Merkmal bakterieller, aromagsdRing-hydroxylierender Enzyme gelten,
legten dartber hinaus die Vermutung nahe, dasslistk$sen eine Oxygenase-Funktion
codieren konnte (Gray et al., 1997; 2002; 2004)s warch die Existenz eines zu LLS1
orthologen Proteins iArabidopsis thalianaACD1 (acceleratedcell death bestatigt werden
konnte. Dieses in der inneren Chloroplastenhillékallsierte Enzym (Matile und
Schellenberg, 1996) katalysiert als Pheophoebidxygenase die oxygenolytische Spaltung
des Porphyrinrings von Pheophorkad(Pruzinskéa et al., 2003). Da es nur wahrend der
Seneszenz aktiv ist (Ginsburg et al.,, 1994; Hoteener et al., 1995), wird PAO als
Schlusselenzym des Chlorophyll-Katabolismus beteadPruzinska et al., 2003).

CMO: Cholin Monooxygenase

Eine 40%ige Sequenzéahnlichkeit zu den bereits betdnen Mitgliedern der Rieske-Typ

Eisen-Schwefel-Proteinfamilie weist auch das Engiolin Monooxygenase aus Spinat auf
(Rathinasabapathi et al., 1997), in dessen homoltlggereinheiten jeweils eine konservierte
Rieske-Center-Bindungsstelle nachgewiesen wurden@uet al., 1995). Als oligomeres,

Ferredoxin-abhéangiges Enzym katalysiert CMO diedaton von Cholin zu Betain-Aldehyd

(Rhodes und Hanson, 1993), einer direkten Vorstigie weitverbreiteten osmoprotektiven
Substanz Glycin-Betain (Yancey, 1994; Gorham, 199&pageorgiou und Murata, 1995).
Innerhalb der pflanzlichen Oxygenasen nimmt CMOedabne Sonderstellung ein, da es
weder membrangebunden vorliegt, noch sensitiv gdgggnCO reagiert und sein optisches
Spektrum nicht demjenigen eines Ham-Proteins etgpBrouquisse et al., 1989; Burnet et
al., 1995).

Wie umfangreiche bioinformatische Analysen zeigteiien sich PTC52, LLS1/PAO, CAO

und Tic55 von einem gemeinsamen cyanobakterielleGéh ab, welches Ahnlichkeiten zu
alr4345 aus Nostocsp PCC 7120 zeigt. Die Proteine selbst scheineh widhrend des

Ubergangs hin zu einer Sauerstoffatmosphare englticki haben (Gray et al., 2004), in der
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sie nun innerhalb des Chlorophyllmetabolismus \eestene Funktionen Ubernehmen. Im
Gegensatz dazu zeigen Homologe von CMO, die nuPflanzen nachgewiesen werden
konnten, die engste Verwandtschaft zu aromatisdRi@g-hydroxylierenden Enzymen aus
Erdbakterien, so dass von einem anderen Ursprusgbdaeffenden Gens ausgegangen

werden muss (Gray et al., 2004).

Um die Funktion des Enzyms ChlorophyledOxygenase (CAQO) bzw. des Proteins PTC52
detailliert analysieren und voneinander abgrenaerkénnen, inwiefern es sich bei beiden
Proteinen um Komponenten von Protein-Import-Kometexhandelt, wurden im Rahmen
dieser von der Deutschen Forschungsgemeinschaferstiizten Arbeit folgende
Aufgabenstellungen verfolgt:

1.) Analyse der Aktivitat defin vitro synthetisierten Proteine bzw. ihrer Lokalisation
innerhalb von plastidaren Multiprotein-Import-Koregen anhand vorin-Vitro-

Protein-Import-Experimenten.

2.) Nachweis der Funktion von CAO bzw. PTC52 beim riegtdn Import plastidarer

Prakursor-Proteine.
3.) In-Vivo-Analyse beider Proteine #rabidopsis thalian&nockoutLinien.

4.) ldentifizierung eines redox-aktiven CxxC-Motivs alarget von Thioredoxinen bei
Mitgliedern der Familie der Rieske-Typ Eisen-Schei«froteine z.B. PTC52.

5.) Herausstellung der Bedeutung von ThioredoxinendférAktivitat ihrer Zielproteine

und die Kontrolle der Protein-Translokation in Gloljglasten.
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Bedeutung des Enzyms Chlorophyllich Oxygenase beim regulierten Import
und der Stabilisierung von Chlorophyll a/b - Bindungsproteinen des

Lichtsammelkomplexes

Grune Pflanzen decken ihren Energiebedarf, indemmgi Hilfe der Chlorophylle (Chix und

b Lichtenergie absorbieren und diese im Verlauf Bhotosynthese in chemische Energie
umwandeln. Chh gilt hierbei als Vorstufe von CH), wobei das Enzym Chlorophyllid
Oxygenase (CAO), welches sowohl@mlamydomonasls auch imrArabidopsis thaliananur
durch ein einzelnes nukleares Gen codiert wird, diér schrittweise Chb — Biosynthese
verantwortlich ist (von Wettstein et al., 1995; @ka et al., 1998; Espineda et al., 1999;
Tomitani et al., 1999). Mutanten, wie z.Bhlorina 1-3 (ch1-3) bei denen ein Defekt im
CAO-Gen vorliegt, kdonnen somit weder Ghhoch andere LHC-Proteine akkumulieren (von
Wettstein et al., 1974; Tanaka et al., 1998; Egjanet al., 1999), was darauf hindeuten
kénnte, dass kein weiterer Biosyntheseweg flr diegdgment existiert.Friheren
Uberlegungen von Bogoard und Mitarbeitern zu Fasdgedoch eine Chlorophyli(idp —
Synthese auch aus Pchbddenkbar (Bogoard et al., 1967). Da Pclididllerdingsin planta
offensichtlich sehr schwer nachweisbar ist, istEkéstenz dieser Mdglichkeit der Chl(id)
Biosynthese bislang nicht allgemein akzepti&mtsprechend den Analysen von Oster und
Mitarbeitern (2000) ist pflanzliches CAI@ vitro ausschlief3lich als Chlid Oxygenase aktiv,
was im Widerspruch zu den Ergebnissen der Arbeigggr um Xu (2001) steht, die
berichteten, dass die Expression vAHCAOcDNA im CyanobakteriumSynechocystjs
welches Uber kei€AO-Gen verfugt, sowohl zur Bildung von Chlals auch von geringen
Mengen an Pchliéh bzw. Pchlib fihrte, wodurch die Existenz eines Chl(@Epynthesewegs
aus Pchl(idp erhartet wurde.

Die Frage, ob CAO eine Funktion bei der Umwandluag Pchlida in Pchlidb austbt und
somit eine Verzweigung der ChiBiosynthese bereits auf der Stufe des Pchlids glioitd,

ist von zentraler Bedeutung fur den Porphyrin-Metisimus. Aus diesem Grund sollte die
Analyse der katalytischen Aktivitat von CAO ein Satpunkt der hier durchgefuhrten
Untersuchungen sein. Des Weiteren sollte die jplasti Sublokalisation von CAO bestimmt
werden. Analysen von Eggink und Hoober folgenddest Import des Vorstufenproteins von
LHCII (pLHCII) bzw. CP29 (pCP29) in die Plastidemrnin Anwesenheit von Chl(idp
maoglich (Eggink und Hoober, 2000). Die Bindung vBhl(id) b an die beiden Vorstufen-
proteine in der Plastidenhtlle ware, entsprechead Ttheorie von Eggink und Hoober,

notwendig, um beide Prakursor in der Plastidenhzilidixieren und somit einrgtrograde
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movemeritins Cytosol zu verhindern. Wenn diese Annahmae{drist, misste CAO in der
Plastidenhullmembran lokalisiert sein und sich dorunmittelbarer rdumlicher Nahe zum
Importapparat, der Tic/Toc-Maschinerie, befindenariiber hinaus sollte die Frage
beantwortet werden, ob CAO und PTC52 identischakionen ausiben bzw. inwieweit sie
sich in ihrer physiologischen Funktion voneinandaterscheidens{ehe Reinbothe et al.,
2009.

Zur Funktionsanalyse wurde CAO zuné&cimsvitro synthetisiert. Das gebildete, ca. 52 kDa
schwere CAO-Protein wurde mit Chlaj O,, Ferredoxin (Fd) und einem Fd-reduzierenden
System inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dasgse€hlida Oxygenase aktiv ist, wobei
gebildetes Chlid auf Grund seiner charakteristischen Absorptionsmaxund mit Hilfe der
Massenspektroskopie identifiziert wurde. GegeniBehlid a wies CAO — in Uberein-
stimmung mit Befunden von Xu et al. (2001) — letigleine geringe Aktivitat auf. Um
sowohl die plastidare Sublokalisation von CAO alscha dessen Membranbindung zu
analysieren, wurdem-Vitro-Import-Experimente mit’fS]-markiertem pCAO und isolierten,
ATP-verarmten Gersten- bzwArabidopsisChloroplasten in Anwesenheit verschiedener,
genau definierter Nukleotidkonzentrationen durctief Dabei konnté®S-CAO sowohl in
den Thylakoiden als auch in der inneren Hillmembdan Chloroplasten nachgewiesen
werden, wo es durch eirmeHelix bzw. einf3-Faltblatt an die Lipid-Doppelschicht gebunden
vorlag.

Wie bereits beschrieben, ist der Import von pPOR&ersten- unérabidopsisKotyledonen
von intraplastidar vorhandenem Pchlid abhéngig r{B&the et al., 1995a; 2004a; Kim und
Apel, 2004) und kommt wahrend des Ergriinens ettelieKeimlinge auf Grund des Licht-
induzierten Riuckgangs der Pigmentmenge zum Erliepeplanta (in etiolierten, 5 Tage
alten Gerstenkeimlingen mit anschlieRender 2-sg@rdBelichtung) liegt pPORA als Import-
Intermediat an die &ufiere Plastidenhille gebunden Der pPORA-Import in isolierte
Plastiden aus diesem Pflanzenmaterial kann dundndakubation mit 5-Aminoléavulinsaure
induziert werden (Reinbothe et al., 1997). Wahreether Membran-Passage interagiert
pPORA mit Komponenten des PTC-Komplexes und etdlulehei sog. junctiort-Komplexe
zwischen auf3erer und innerer Plastidenhille (Rénabet al., 2004a). Es wére denkbar, dass
CAO mit dem PTC-Komplex interagiert und auf diesei¥¢ das Importsubstrat, Pchlidin
geringer, jedoch fir den Import ausreichender MengeVerfiigung stellt. Zur Analyse einer
maoglichen Assoziation von CAO mit PTC-Komplexen dem etiolierte Gerstenkeimlinge
belichtet, die in den Etiochloroplasten enthaltegstidenhillen voneinander getrennt und

mittels Immundekoration charakteristischer Markest®ine (Toc75 bzw. lep36) eindeutig
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identifiziert. Auf diese Weise konnte gezeigt werdeob sich die zu untersuchenden
Membranfraktionen aus &uf3eren, inneren oder beRlestidenhillen zusammensetzten.
Wahrend grél3ere Mengen an pPORA sowohl in der ibrakier inneren Hullmembranen als
auch innerhalb derjynctiort-Komplexe nachgewiesen wurden, ergaben sich hegmeklei
Hinweise auf eine Interaktion von CAO mit pPORA bzWomponenten des PTC-
Komplexes. CAO ist somit mit hoher Wahrscheinliahk@cht fur die Bereitstellung des
Importsubstrates fur den pPORA-Import, Pclijadelevant.

Zur Identifizierung der plastidaren Hullproteinae dvéhrend bzw. nach dem Import von
pCAO mit diesem Enzym in Wechselwirkung treten, deur chemisch€rosslinkingStudien
durchgefuhrt. Bakteriell exprimiertes pCAO-(His)jurde dabei mit dem durch UV-Licht
aktivierbaren ~ Crosslinker  #1-N-[4-(p-azidosalicyl-amido)-butyl]-3" (2-pyridyldhio)
propionamid *I-APDP) derivatisiert (Ma et al., 1996; KouranowvduBchnell, 1997) und in
Anwesenheit verschiedener, genau definierter Nuikleonzentrationen mit isolierten, ATP-
verarmtenArabidopsisChloroplasten inkubiert, wobei nach einer Verdunkgsphase die
Aktivierung des Crosslinkers erfolgte. Als Bezugspunkt dienten parallel durdhibge
Experimente mit **I-APDP-pPORB bzw. *3-APDP-pSSU-Protein A (Kouranov und
Schnell, 1997), die Uber den Tic/Toc-Komplex tramsdrt werden. Die autoradiographische
Detektion ergab fur alle Vorstufenproteine ein #@imds Proteinmuster von drei Haupt-
CrosslinkingProdukten, die mit Hilfe von ImmunprazipitationiazMassenspektroskopie als
Tocl59, dessen proteolytisches Fragment Toc86 sdwi&5 identifiziert werden konnten.
Des Weiteren wurde auch eine Interaktion zwischehRAPDP-pCAO-(Hisy und Toc34
nachgewiesen, die bei den Kontrollen nur sehr schveaschien. Aus diesen Beobachtungen
konnte man schlief3en, dass pCAO nach seiner cigoseh Synthese in Form eines grof3eren
Prakursor-Proteins durch die generelle Protein-htabtaschinerie, die Tocl159, Toc75 und
Toc34 umfasst, in den Intermembran-Raum transpbstiarde und im Anschluss an seine
Prozessierung zumindest teilweise in der innerastjplaren Hullmembran akkumulierte.

Um die Frage zu klaren, ob importiertes, reifep(ezessiertes) CAO nun an diesen Import-
Apparat gebunden blieb oder zu anderen Protein-Kexep in der Plastidenhulle transferiert
wurde, wurde*?-APDP-pCAO-(His} zunéachst in isolierte, ATP-verarmt&rabidopsis
Chloroplasten importiert. Im Anschluss an die Basung mit UV-Licht wurden mit dem
Prakursor assoziierte Proteine mittels AffinitAtechatographie gereinigt. Nachdem analoge
Experimente mit **3-APDP-pTic55-(Hisy bzw. '?3-APDP-pPTC52-(His) durchgefiihrt
worden waren, erfolgte der Nachweis der gebunddpeteine durch Autoradiographie,

Immundetektion bzw. Massenspektroskopie. Wahrenedosbfiir CAO als auch fir Tic55
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eine Wechselwirkung mit Toc75, Tic40 & Tic20 naclstar war, interagierte CAO
zusatzlich mit Toc34 und Tic22, woraus sich diesiemz eines neuen Tic-Subkomplexes
ableiten liel3, der Gber CAO in engem Kontakt zuseien Plastidenhiille stand. Ein &hnlicher
Subkomplex ergab sich auch fur Tic55, welches nmoc7b, Toc33, Tic40 und Tic20
assoziiert vorlag. PTC52 wies demgegenuber eingvahdere<rosslinkingMuster auf, in
dem neben Toc33 und Oepl6 auch ein ca. 27 kDa sebvwrotein als Bindungspartner
erkennbar war, was frihere Untersuchungsergebunesd&ierte, nach denen PTC52, Toc33
(PTC33) und Oepl6 (PTC16) bei der Bildung des pPamRaslocons (PTC-Komplexes)
interagieren (Reinbothe et al., 2004a; 2005).

Um zu prufen, ob der CAO-enthaltende Tic-Subkompaex regulierten Import vonlight-
harvesting-Chl a/b — Bindungsproteinen beteiligt sein kbnnte, derie-bereits erwdhnt — als
Chl(id) b-abhangig postuliert wurdgeggink und Hoober, 2000wurden Chloroplasten aus
ArabidopsisWildtyp-Pflanzen bzw. derChlorina-Mutante ch1-3, die kein funktionelles
CAO-Protein exprimiert (Espineda et al., 1998), ennimport-Bedingungen miin vitro
synthetisiertent>S-pLhcbl (Prékursor des LHCII-Apoproteins) bZ#s-pLhcb4 (Prakursor
des CP29-Apoproteins) inkubiert und die Menge avejls importiertem/prozessiertem bzw.
nicht-importiertem, plastidar gebundenem Proteimitelt, wobei die Translokation des
radioaktiv markierten Vorstufenproteins von Plagesin ¢°S-pPC) als Bezugspunkt diente.
Wahrend dieser Prakursor in etwa gleichem Umfandgerde Plastidentypen importiert
wurde, zeigterchl-3Chloroplasten im Gegensatz zu Wildtyp-Plastideméeé ranslokation
von *S-pLhcbl bzw.3*S-pLhcb4, was auch im Rahmen votime-cours&Analysen
bestatigt werden konnte. Um zu klaren, ob tatséchtler Mangel an Chlid in chl-3
Chloroplasten fir die nicht-detektierbare Transtmia von plLhcbl bzw. pLhcb4
verantwortlich sein kdnnte, wurda vitro synthetisiertes pLhcbl-(Hishei verschiedenen
Nukleotidkonzentrationen ifrabidopsisWildtyp- und ch1-3Chloroplasten importiert und
an den Prakursor gebundene, plastidare Hullprotaanalysiert. Abhéangig von der
Konzentration an Mg-GTP bzw. Mg-ATP war pLhcbl1-(dibei den Wildtyp-Chloroplasten
unterschiedlich stark an Tocl59, dessen proteoh#is Fragment Toc86 und Toc75
gebunden, wobei auch endogenes Lhcbl nachgewiesatenvkonnte. Im Gegensatz dazu
zeigtench1-3Chloroplasten weder den Import noch die Prozessgerdes Prakursors und
wiesen damit eine auffallende Korrelation zwischemender CAO und der Anhaufung von
nicht-importiertem pLhcbl auf. Fur eine Interaktisan pLhcbl bzw. Lhcbl mit PTC52

ergaben sich hier keinerlei Anhaltspunkte.
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Zur Uberprifung dein vitro mit isolierten Hillmembranen erlangten Ergebniasginemin-
Vivo-System ¢h1-3Chlorplasten in intaktem Blattgewebe), wurde Bhatterial von im
Licht-gewachseneArabidopsisWildtyp- bzw. ch1-3Pflanzen entnommen und im Dunkeln
mit [*°S]-Methionin inkubiert, bevor Plastiden isoliert curdie radioaktiv markierten,
plastidaren Proteine extrahiert wurden. Der Nachwan Lhcbl & Lhcb4 erfolgte tber
Immundetektion bzw. Immunprazipitation, wobei Spumer beiden ausgereiften Proteine
auch inchl1l-3Chloroplasten nachgewiesen werden konnten. Dewotimpeider Vorstufen-
proteine war in Blattern desh1l-3Pflanzen zwar dramatisch reduziert @,6 % der Menge
von Wildtyp-Chloroplasten), jedoch nicht vollstédgdblockiert, wobei beide Proteine in
Abwesenheit von Chl(idp mit hoher Wahrscheinlichkeit proteolytischen Abpenzessen

unterworfen waren.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden,edasish bei CAO um ein intrinsisches
Rieske-Typ Eisen-Schwefel-Protein handelt, das sioWwohl in Thylakoidmembranen als
auch in der inneren Plastidenhtille befindet, waleseil eines neuen Translocon-Komplexes
am Import und der Stabilisierung von Lhcbl (LHGBw. Lhcb4 (CP29) beteiligt ist. Dabei
katalysiert CAO die Umwandlung von Chladzu Chlid b, wohingegen es, verglichen mit
PTC52 (siehe auch né&chster Abschnitt), nur einengerAktivitdt gegentber Pchlid, dem
nicht-reduzierten Prakursor von Chlg aufweist. Somit konnte gezeigt werden, dass CAO
und PTC52 in unterschiedlichen Tic-Subkomplexermen inneren Plastidenhlle vorliegen
und dort sehr wahrscheinlich verschiedene physiethg Funktionen austiben, wobei die
spezifische Funktion von PTC52 in der im folgenddrschnitt zusammengefassten Arbeit
detailliert charakterisiert wurde.
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Eine Protochlorophyllid (Pchlid) a Oxygenase, die am plastidaren Import
des Vorstufenproteins der NADPH:Protochlorophyllid Oxidoreduktase

(POR) A beteiligt ist, besitzt eine essentielle Flion flr das pflanzliche

Uberleben

Die Translokation des cytosolisch synthetisierte@ikBrsors der NADPH:Protochlorophyllid
Oxidoreduktase A (pPORA) erfolgt — wie bereits émt&— nicht tGber den Standard-Protein-
Import-Apparat, sondern tber den PTC-Komplex (Reihé et al., 2000) und ist von

Pchlid b, dem Enzym-Substrat, abhéangig (Reinbothe et &96;1 1997; 2000; 2004a).
Biochemische Analysen, die fur das PTC52-Protegh@erste durchgefihrt wurden, deuteten
darauf hin, dass PTC52, welches als Komponenteesli&mplexes identifiziert wurde
(Reinbothe et al., 2000; 2004a), Uber eine Pahlikygenase Aktivitat verfigt und somit das
fur den eigentlichen Importvorgang noétige Substrat Verfigung stellen kdnnte (Reinbothe
et al., 2004a). Diese katalytische Aktivitat soltienachst fur das homologe PTC52-Protein
ausArabidopsis thaliandiberprift werden. Des Weiteren sollte die FunktiesA. thaliana
PTC52 bei der Pchlid-abhangigen Translokation vVBXORA getestet werden. Schliel3lich
sollten Joss-of-functioirMutationen des Arabidopsis thaliana PTC5&ens untersucht
werden, um so die Bedeutung dieses Proteins ima\eder pflanzlichen Entwicklung, d.h.
Uber den Entwicklungsabschnitt der Ergrinung eitdr Keimlinge hinaus, zu
charakterisierens{ehe Bartsch et al., eingereicht zur Publikation

Ausgehend von der groRen Ahnlichkeit zwischen dantigllen Aminosauresequenz des
PTC52-Proteins aus Gerste und der Aminosaureseqdeszvon At4g25650 codierten
Proteins ausArabidopsis thaliana(AtPTC52) wurde in den Datenbanken nach T-DNA-
Mutanten gesucht. Dabei identifizierten wir u.aneeiMutante aus der SALK-Kollektion
(Alonso et al., 2003; SALK _011945), die Uber ein®NA-Insertion 198 bp upstream des
Start-Codons desAtPTC52Gens verfuigte, was mittels PCR bestatigt wurdees€s
Mutanten-Allel wird im Folgenden al8tptc52-1 bezeichnet. WieSouthern-BlotAnalysen
heterozygoterAtPTC52-1/Atptc52-Pflanzen zeigten, lag hier nur eine einzige T-DNA-
Insertion im AtPTC52Gen vor. Wurden heterozygot&tPTC52-1/Atptc52-Pflanzen
miteinander gekreuzt, so konnte anhand des mit TBd&NA-Insertion verknipften
Kanamycin-Resistenzgens eine Aufspaltung der Naohkenschaft in 66,3 % Kanamycin-
resistente gegenuber 33,7 % Kanamycin-sensitivéen&dn ermittelt werden, was darauf
schlieBen lie3, dass deémockout des Gens fur die Pflanzen letal ist. Die visuelle

Begutachtung der Schoten bzw. der darin enthalt&Semen zeigte, dass sich ca. ¥4 der
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Samen nicht entwickeln konnten und die Embryonemeitse in einem sehr frihen
Entwicklungsstadium abgestorben waren. Die gleiddeobachtungen wurden auch fir eine
T-DNA-Insertionslinie  aus der Syngenta-Kollektion Gaflic_148 HO05.b.1a.Lb3Fa,
SAIL_148.HC5) gemacht, was die Annahme bestéatidessAtptc52 Null-Mutanten letal
sind. Zur Analyse der Funktion von PTCH2 planta wurden daher alle nachfolgenden
Untersuchungen mit heterozygot&tPTC52-1/Atptc52-Pflanzen durchgefiuhrt.

Verglichen mit dem Wildtyp ergriinten die heterozggoAtPTC52-1/Atptc52-Pflanzen
deutlich langsamer, wobei altere Keimlinge empicitdr gegeniber Licht reagierten als
jungere Pflanzen. Dies spiegelte sich ebenfallden Chlorophyll-Mengen wider, die nach
der Belichtung mit geringen Lichtintensitaten (5 pi sec¢’) im Vergleich zu Wildtyp-
Pflanzen um ca. 60 %, bei hohen Intensitaten (12511 se¢') sogar um ca. 90 % reduziert
waren.

Auch der Gehalt an beiden POR-Enzymen war bei teygoten AtPTC52-1/Atptc52-1
Pflanzen und dem Wildtyp unterschiedlich. WahrendMerlauf der Belichtung bei Wildtyp-
Pflanzen allein die Menge an PORA sank, warAt®TC52-1/Atptc52-Pflanzen zusatzlich
ein deutlicher Riuckgang der PORB-Menge zu verzeshrDartber hinaus verflugten
heterozygoteAtPTC52-1/Atptc52-Pflanzen Uber weniger LHPP-Komplexe, was die hohe
Lichtempfindlichkeit dieser Pflanzen erklarte. Anda von Pigment-Analysen konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass in den Mutanteniateatehr Pchlica vorhanden war, was
mit einem veranderten Verhaltnis von Ghku Chla bzw. einer Verringerung der LHCII-
Mengen zu Beginn des Ergriinens einherging.

Weitere Unterschiede ergaben sich im Rahmeninéritro-Import-Analysen. Wahrend
%3-pPORB in beide Plastidentypen in etwa gleichenfddm transloziert wurde, zeigten die
Organellen heterozygoter Pflanzen deutlich verritegenportraten vori°S-pPORA (ca. 10 %
des Wildtyp-Werts) bzw3*S-pLhcbl (ca. 50 % des Wildtyp-Werts), was in ggeiem
Umfang auchin vivo wahrend des Ergrinens beobachtet und durch diénfgagkeit des
pLhcb1-Imports von Chlith erklart werden konntesighe Reinbothe et al., 2006

Die Identifizierung eines N-terminalen Transit-Réptim Genprodukt von At4g25650 liel
darauf schlieRen, dass AtPTC52 im Cytosol als ges3¥orstufenprotein synthetisiert und
anschlieBend in den Plastiden transloziert wirdn Serhergesagter pl-Wert von 8,9 deutete
weiterhin auf eine Lokalisation als integrales Meaniprotein in der inneren Plastidenhdlle
hin (Ferro et al.,, 2002; 2003), was auch durch pestulierte Anwesenheit einiger

Transmembransegmente unterstitzt wurde.
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Um zuerst die katalytische Aktivitat von AtpPTC52wbh AtPTC52 zu testen, wurden die
entsprechenden cDNAs in Anwesenheit vBiSJMethionin imIn-Vitro-Translationssystem
aus Weizenkeimen exprimiert. Dabei gebildete Pnetenit einem Molekulargewicht von

57 kDa (= AtpPTC52) bzw. 52 kDa (= AtPTC52) wurdearschlie3end mit Pchlid, O,, Fd
und einem Fd-reduzierenden System versetzt, wobieiebals Pchlida Oxygenase aktiv
waren, was im Rahmen von HPLC-Analysen verifizigerden konnte. Die Identifizierung
des gebildeten Pigments erfolgte hier sowohl Ubbsofptionsmessungen (Bestimmung
charakteristischer Absorptionsmaxima) als auch Upaatrix-assisted laser desorption/
ionization spectroscopy

Im nachsten Schritt sollte die plastidare Lokatisig von AtPTC52 untersucht werden. Wie
In-Vitro-Import-Analysen zeigten, erfolgte die Translokatimn AtpPTC52 wie die anderer
Vorstufenproteine energieabhéangig. Wahrend ohnefiédgtes dGTP und dATP nur Spuren
des Prékursors in Plastiden-gebundener Form varjagjeeg dieser Anteil in Anwesenheit
von 0,1 mM Mg-ATP auf 70-80 % an, wobei allein eBi®dung, jedoch keine Insertion in
den Import-Apparat der aul3eren Plastidenhiille gahthden hatteDiese erfolgte erst in
Anwesenheit von 0,1 mM Mg-ATP und 0,1 mM Mg-GTP,swian Widerspruch zu den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen stand. Erkldsbaties dadurch, dass hier sowohl bei
der Plastiden-Isolierung als auch wéhrend der #digban Importreaktion (Inkubation des
Vorstufenproteins mit den isolierten Plastiden)d8ot durch Sucrose ersetzt worden war,
wodurch Anlagerungen von Proteinen an Membrandilisiart werden konnten (vgl. Crowe
und Crowe, 1984; Crowe et al., 1984). Darlber rsnaar keine proteolytische Spaltung des
Rezeptor-Proteins Tocl59 zu beobachten, was ekenfar hohen Bindungseffizienz
beigetragen haben kénnte. Nach der Erhdhung deAM@Konzentration auf 2,0 mM wurde
AtpPTC52 teilweise importiert und prozessiert, asgidas 52 kDa schwere Protein nachweis-
bar war. In Ubereinstimmung mit den neuesten Famsgbergebnissen von Inoue und Akita
(2008) erfolgte auch hier der eigentliche Imporgarg unabhéngig von Mg-GTP.

Die intraplastidéare Lokalisation von AtPTC52 wurde Anschluss an dein-Vitro-Import
von *S-AtpPTC52 analysiert, nachdem an die Plastidenmgdne, jedoch nicht importierte
Prakursor-Proteine mittels Thermolysin verdaut wordvaren. Nach hypertonischer Lyse
wurden die Plastiden in Thylakoide, Stroma, aufee innere Hiullmembranen fraktioniert,
wobei zur Identifizierung der einzelnen Fraktiorsawie zur Uberpriifung von deren Reinheit
auf die Immundekoration spezifischer Markerprotangickgegriffen wurde. Transloziertes
%S-AtPTC52 co-fraktionierte dabei ausschlieBlich Mic110 und zeigte keinerlei Inter-

aktionen mit Komponenten anderer plastidarer Foaktn. WWurden innere Hullmembranen im
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Anschluss an die Import-Reaktion mit 0,1 M.8&; (pH 11) oder 1 M NaCl extrahiert, so
fand sich das radioaktiv-markierte Protein auss@iich im Membranpellet der Plastiden. Bei
AtPTC52 handelt es sich demzufolge mit hoher Wdtaisdichkeit um ein intrinsisches
Membranprotein der inneren Plastidenhlle, was awitlseiner vorhergesagten Struktur und
der Anwesenheit von bis zu vier méglichen Transnramiegmenten in Einklang steht.

Wie Pilot-Experimente gezeigt hatten, konnte AtPZ{His) nach seiner Translokation in
Gerste-Chloroplasten grofRere Komplexe bilden, wétels In-Vitro-Import-Experimenten
verifiziert werden sollte. Gebildete Protein-Impamplexe wurden dissoziiert und einzelne
Komponenten durch nicht-denaturierende SDS-PAGE . bestern-Blotting detektiert.
Neben bereits bestehenden PTC-Komplexen konnten gehildete, AtPTC52-(Hig)
enthaltende Proteinkomplexe detektiert werden,rd@meil proportional zur Konzentration
des translozierten Prakursors war. Wurden beispget® 2,5 nmol AtpPTC52-(Hig)
importiert, so konnten immunchemisch zwei Protent®n (Bande | & IlI) verschiedener
Intensitaten nachgewiesen werden, die im Anschamsshre zweidimensionale Trennung
unterschiedliche Proteinmuster aufwiesen. WahresadB Il nur einen einzigen Proteinspot
lieferte, war bei Bande | ein komplexes Muster Wyoteinen zu erkennen, welches sich aus
PTC47, PTC33, PTC16/0Oepl16 und drei anderen Spdtmaiekularen Massen von 27 kDa,
22 kDa bzw. 20 kDa zusammensetzte. Dabei war #gffdlass die Menge an AtPTC52-
(His)s i.vgl. zu den anderen Proteinkomponenten in etagpdlt bis viermal so grol3 war, so
dass von insgesamt schwachen Wechselwirkungen lzvisden Proteinen in Abwesenheit
von pPORA, dem eigentlichen Import-Substrat, auagggn werden musste. Wurde
AtpPTC52-(Hisy dagegen in Etiochloroplasten importiert, so wurdgeutlich hohere
Mengen an PTC130, PTC33 und PTC16 nachgewiesenjevastabilisierenden Einfluss von
pPORA, das hier teilweise innerhalb der Hullmembraakkumulierte (siehe Reinbothe et
al., 1996a; 2000siehe Reinbothe et al.,, 2006 bei der Bildung des PTC-Komplexes
unterstrich (siehe Reinbothe et al., 2004a; 20B&ande Il reprasentierte demgegenuber mit
hoher Wahrscheinlichkeit endogenes Gersten-PTCE&®;hes infolge des Uberschusses an
zugefugtem AtPTC52-(Hig)aus existierenden PTC-Komplexen freigesetzt wordanund
nicht mit anderen Proteinen in Wechselwirkung tEie Beobachtungen stimmten auch mit
den Ergebnissen einer Grol3en-Ausschluss-Chromatagraiberein, die fur Bande I, den
PTC-Komplex, ein Molekulargewicht von ca. 650 ki, Bande Il (PTC52) von ca. 50 kDa
lieferte.
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Um die Interaktion von AtPTC52 mit pPORA zu begét, wurden Crosslinking-
Experimente mit Dithiobis(succinidyl propionat) (PSLubeck et al., 1996) durchgefuhrt, in
deren Verlauf radioaktiv-markiertes pPORA-(His) Gersten-Chloroplasten transloziert

(0,1 mM Mg-ATP und 0,1 mM Mg-GTP) wurdé>S-pPORA induzierte hier die Bildung
eines ca. 600 kDa schweren, PTC52-enthaltenden ks Wurden die Experimente ohne
DSP wiederholt, so konnte allein ein Produkt vonGfakDa detektiert werden, in welchem
pPORA durch starke Wechselwirkungen mit PTC16/Oep®8bunden war. In einer
parallelen Analyse wurde der Import v%8-pPORB*°S-pSSU bzw>*S-pFd verfolgt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass importierfé8-pPORB, *S-pSSU bzw.**S-pFd nicht mit
PTC52-Antiseren co-immunprazipitierte, sondern tdéstsen eine Interaktion mit Toc75
aufwies.

Bei friheren Analysen des Protein-Imports durch derAToc-Komplex machten Ohnishi et
al. (1994) die Beobachtung, dass die Translokadioch die innere Hullmembran nach der
Behandlung der Chloroplasten nidiethylpyrocarbonat (DEPC) zum Erliegen gekommen
war, woflr sie strukturelle Veranderungen der iredRe-Typ [2Fe-2S]-Cluster konservierten
His-Reste von Tic55 verantwortlich machten. Da PZ@benfalls zur Familie der Rieske-
Typ Fe-S-Proteine gezahlt wird, konnte DEPC audr kine ahnliche Wirkung auf den
Protein-Import durch den PTC-Komplex entfaltenwigichem Umfang sich nun vorhandenes
DEPC auf die Translokationsrate auswirkte, wurdeaad vergleichenddn-Vitro-Import-
Analysen mit°S-pPORA (= PTC52-Import-Substrat; Reinbothe et24104a; 2005) bzw. den
Tic55-Import-Substrater®°S-pSSU, **S-pPORB und®*S-pFd (Caliebe et al., 199%iehe
Reinbothe et al., 200p untersucht. Um das fur den pPORA-Import notweadighlid zur
Verfigung zu stellen, wurden Chloroplasten aus @®dyaw.Arabidopsis thalianarerwendet,
die vor der eigentlichen Importreaktion mit der RtiVorstufe 5-ALA inkubiert worden
waren (Reinbothe et al., 1995a). Wahrend geringe®Eonzentrationen (1, 5 bzw. 50 uM)
allein die Import-Effizienz von pPORA reduziertevar dessen Translokation bei

1 mM DEPC zum Erliegen gekommen, wohingegen dieohtngten der anderen Prakursor-
Proteine nur um durchschnittlich 10 % gesunken mare55 stellte somit kein primares Ziel
von DEPC dar, was den bereits zitierten Untersugbengebnissen widersprach und durch
die verwendeten pflanzlichen Spezies (Gefstddidopsis thalianaversus Erbse) bzw.
experimentellen Bedingungen der Plastiden-IsoligriiReinbothe et al., 1995a; Libeck et al.,
1996) erklart werden konnte. AktivitAitsmessungert mi vitro exprimiertem, loslichem
AtPTC52 und HVPTC52 bzw. den im PTC-Komplex gebueteProteinen verdeutlichten

den inhibierenden Einfluss von DEPC und damit &@eteiligung der konservierten Histidin-
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Reste am katalytischen Mechanismus von PTC52 dikdPe Oxygenase und Teil des PTC-
Komplexes, wobei DEPC mit hoher Wahrscheinlichkigier die Ethoxyformylierung dieser
Reste agiert (Ohnishi et al., 1994). Genau widdbes AtPTC52 bzw. HYPTC52 bendtigen
isolierte PTC-Komplexe Fd und ein Fd-reduzieren&gstem, um Pchlica in Pchlid b
umzuwandeln. Da jedoch auch in Abwesenheit diesitlitiee eine geringe Aktivitat der
Komplexe detektiert werden konnte, scheinen eii@€-Protein-Komponenten zu Fd bzw.
FNR vergleichbare Funktionen zu besitzen.

Zur ldentifizierung von Aminosauren, die fur dievglige Substratspezifitdt der einzelnen
Mitglieder der Rieske-Protein-Familie verantwottliwaren, wurden PTC52, CAO, PAO und
Ticb5 aus zwei Dikotylen Arabidopsis thaliana und Populus trichocarpg zwei
Monokotylen Qryza sativaund Zea mays und dem MoosPhyscomitrella patensnittels
multipler Sequen&lignments (CLUSTAL W) verglichen, wobei auch CAO aus
Chlamydomonas reinhardtiiund vier verwandte Oxygenasen aus photosynthetisch
Bakterien miteinbezogen wurden. Innerhalb varialfagionen dieser Proteine konnten
Motive identifiziert werden, die mit hoher Wahrsciiehkeit fir deren Substratspezifitat
verantwortlich waren. Die eigentliche Substrat-Ringsregion ergab sich dabei durch einen
strukturellen Vergleich mit der Kristallstruktur dererwandten bakteriellen Naphthalen
Dioxygenase auBseudomonas putid&auppi et al., 1998; Karlsson et al., 2003).

Innerhalb der PTC52-Sparte von Landpflanzen konsteh8, einzig in dieser vermeintlichen
Substrat-Bindungsdoméane konservierte Aminosaureshgeviesen werden, die in PAO,
Tic55 bzw. CAO entweder fehlten oder weniger steokiserviert waren. Dartber hinaus
wurden hier vier sog. Signatur-Motive identifizierderen Konservierung gegenuber
verwandten cyanobakteriellen Motiven jedoch zu sstiwwar, um ihnen eine eindeutige
PTC52- bzw. PAO-Funktion zuzuordnen. DMdignmentszeigten insgesamt eine starkere
Homologie zwischen PTC52 und PAO als zwischen PT@&® CAO, was unerwartet war,

da die enzymatische Aktivitat von PTC52 eher degemvon CAO &ahnelte.

Zusammenfassend konnte anhand der hier durchgefildmalysen gezeigt werden, dass
PTC52 in einem Proteinkomplex der inneren Chlorsteiahtlle (= PTC-Komplex) lokalisiert
ist, wo es als Pchlida Oxygenase wirkt und so das fiir den plastidarenohinpon pPORA
essentielle Pchlith zur Verfigung stellt. Die beobachtete starke Koriseung desPTC52
Gens in hoheren Pflanzen unterstreicht dartibeukidassen essentielle Bedeutung wahrend

der pflanzlichen Entwicklung, was auch daran deltlwird, dass lpss-of-functiofr
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Mutationen dieses Gens fur den Embryo letal sintd, die verwandten Rieske-Proteine
Tic55, CAO bzw. PAO sind nicht dazu in der Lagé&léades PTC52 zu ersetzen.
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Drei Thioredoxin-Targets in der inneren Hullmembran von Chloroplasten
besitzen eine Funktion beim Protein-Import und dem Chlorophyll-

Metabolismus

Bei Thioredoxinen (Trxs) handelt es sich um klemgiquitare Proteine, die Uber eine redox-
aktive Disulfid-Briicke verfigen (Schirmann und Jdeatg 2000;Buchanan et al., 2002;
Buchanan und Balmer, 2005) und in Chloroplasten. landeren Plastidentypen in den beiden
Hauptformen Tr¥ & Trx m vorkommen. Charakteristisch ist hier ein konsetesge Sequenz-
motiv, in dem zwei benachbarte Cystein-Reste vatbarsind (Trpeys-Gly-Pro-Cys evtl.
Trp-Cys-Pro-Pro€ys) und das als Trx-Signatur bezeichnet wird. Inimeduzierten Form
fungieren Trxf & Trx mals sehr effiziente Protein-Disulfid-Oxidoreduldasind katalysieren
zwei Transferreaktionen, in deren Verlauf jeweiis &lektron auf das Target-Enzym,
welches haufig redox-sensitive C{&)Paare aufweist, Ubertragen wird. Bevor das Target
Disulfid, z.B. in Enzymen des Calvin-Zyklus und d@entose-Phosphat-Wegs, jedoch
komplett reduziert ist, kommt es zur Bildung eineansienten Heterodisulfid-Bindung
zwischen reduziertem Trx und oxidiertem Enzym (Bleset al., 1996; Goyer et al., 1999;
Verdoucq et al.,, 1999; Balmer und Schirmann, 20013s zur Durchfihrung einer
Affinitatschromatographie genutzt wird. Ist dasolekil verborgene, redox-aktive Cystein
des Trx-aktiven Motivs durch eine andere Aminosdengetzt, so wird das normalerweise
transiente Heterodisulfid stabilisiert, d.h. Targeodtein und Trx bleiben kovalent verbunden,
kénnen jedoch durch DTT voneinander getrennt we(@andes et al., 1996; Balmer und
Schirmann, 2001; Balmer et al., 2003; Hisaborl.eR805).

Innerhalb der hier durchgefiihrten Untersuchungditeso Trx-Target-Proteine in beiden
Plastidenhullen identifiziert und charakterisiererden §iehe Bartsch et al., 2008 Als
Kandidaten kamen sowohl Tic55 als auch PTC52 un@ iAFrage, die neben konservierten
Rieske- und [2Fe-2S]-Clustern auch die Existenesi@xxC-Motivs teilten, welches sich ca.
73 Aminosauren entfernt vom jeweiligen C-terminaigmde befand.

Zu diesem Zweck wurden Trx-Molekule kreiert, in deander besagte Cys-Rest der Trx-
Signatur durch Serin bzw. Alanin ersetzt worden.waur Uberpriifung ihrer Reaktivitat
gegenuber Trx-Targets wurden diese mit dem StramaGerste-Chloroplasten inkubiert und
gebundene Proteine mittels DTT eluiert. Neben Sepinfiose-1,7-Bisphosphatase konnten
hier mit Hilfe der Massenspektroskopie auch Phosphlmkinase und eine NADP-abhangige
Malat-Dehydrogenase nachgewiesen werden, die beabit Trx-Zielproteine in Spinat-

Chloroplasten beschrieben worden waren (Schirmanth Jacquot, 2000; Buchanan und
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Balmer, 2005). Zur Extraktion vermeintlicher Trxf@ats innerhalb der beiden plastidéren
Hullen wurden diese solubilisiert und in gleichereié behandelt. In der &ul3eren
Hullmembran konnten so neben drei Hauptbanden irareiBh von ca. 40-55 kDa auch
mehrere kleinere Proteinbanden nachgewiesen wekdenei die massenspektroskopische
Analyse des dominierenden, ca. 55 kDa schwerereiRsogine enge Verwandtschaft zu zwei
Enzymen (Evrl & Evr2) offenbarte, die in Mitochorear und Bakterien an der Bildung von
Disulfid-Briicken beteiligt sind (Lee et al., 200Bgerber et al., 2001yesecke et al., 2005;
Tokatlidis, 2005). In der Fraktion der inneren Hi#imbranen waren demgegenuber funf
Hauptbanden unterschiedlicher Intensitat vorhandemdenen eine Proteinbande bei ca.

52 kDa mengenmalfig klar Uberwog. Da die Vermutualgenlag, dass es sich hier um ein
Gemisch verschiedener Proteinkomponenten handeintépwurden die Proteine in diesem
Bereich (ca. 50-52 kDa) einer zweidimensionalerelg&trophoretischen Trennung unter-
zogen, was zur Detektion von sechs Proteinspots umierschiedlichen isoelektrischen
Punkten bzw. molekularen Massen fihrte. Mit HillenvMikrosequenz-Analysen konnten
drei dieser Spots als Tic55, PTC52 und PAO idemift werden. Um deren Bedeutung als
maogliche Trx-Targets zu verifizieren, wurden vortlane Disulfid-Bindungen mit einem
NADP/Trx-System reduziert und Verdnderungen desoRetlistands durch Fluoreszenz
gekoppelt mit Gelelektrophorese detektiert. Vetrghit mit einer unbehandelten
Kontrollprobe wiesen alle drei Proteine einen Aegtihrer Fluoreszenz auf, was sie als Trx-
Zielproteine charakterisierte.

Im Rahmen einer hybridselektiven Translation vBRC52 bzw. PAO-mRNA wurden
Unterschiede im Expressionsverhalten zwischen ietieh, belichteten und im Licht-
gewachsenen Gersten-Keimlingen analysiert und demtitat der gebildeten Prékursor-
Proteine durch Immunpréazipitation bestatigt. Aug @esamt-RNA belichteter Pflanzen
wurden die entsprechenden Transkripte ,gefischt‘d utmanslatiert, wobei die hier
nachgewiesenen leichten GrolRenunterschiede degzifanit hoher Wahrscheinlichkeit auf
verschiedene Langen der jeweiligen Transit-Pepig#ickzufiihren waren. Darlber hinaus
beeinflussten die auf3eren Lichtverhaltnisse dasktette Expressionsmuster. Wahrend die
PAO-Transkriptmenge sowohl bei etiolierten, belichtetds auch bei im Licht gewachsenen
Pflanzen nahezu unverandert blieb, war die grof¥edd anPTC52mRNA in etiolierten
Keimlingen nachweisbar, was mitteldorthern-Blotting RT-PCR bzw.Western-Blotting
verifiziert werden konnte.

Im Gegensatz zu PTC52, welches — wie im vorangesyaergAbschnitt beschrieben — an der

Pchlideb-Synthese, also am Aufbau von Chlorophyll, beteilg, ist PAO nur wahrend der



[31]

Blattseneszenz aktiv und katalysiert die Offnung Blangstruktur von Pheophorbia Das
dabei gebildete Reaktionsprodukt RG€dchlorophyll catabolite akkumuliertin vivo nicht,
sondern wird sofort nach seiner Entstehung durch Elezym RCC-Reduktase zu pFCC-1
(primary fluorescent chlorophyll catabolite reduziert, welches als einziges Molekil
detektiert werden kann. Zur Uberprifung dervitro Aktivitit von PAO muss daher dem
Reaktionsansatz RCC-Reduktase hinzugefligt werdezi(Rka et al., 2003). Wurden die im
Rahmen der hybridselektiven Translation synthetisreGersten-Proteine PTC52 bzw. PAO
mit den entsprechenden Enzym-Substraten (Pehtiw. Pheophorbid), O,, Fd, einem Fd-
reduzierenden System, Weizenkeimextrakt bzw. imivitro exprimierter RCC-Reduktase
versetzt, so konnte bei PTC52 per HPLC die Bildung Pchlidb, bei PAO entstandenes
pFCC-1 detektiert werden. Beide Proteine konntebedausschliel3lich ihre spezifischen
Substrate binden und umsetzen. Die Synthese voridPth fand allein unter den
beschriebenen Reaktionsbedingungen statt, wobelerféér Weizenkeimextrakt die
Enzymaktivitat von PTC52 herabsetzte, was daraudéutete, dass hier Faktoren vorhanden
sein mussten, die im Rahmen einer korrekten Falaungh die Positionierung der Rieske-
bzw. [2Fe-2S]-Cluster untersttitzten.

Wurden diein vitro exprimierten Proteine mit i&.coli synthetisiertem Stroma-Tmxa bzw.
DTT versetzt, so war ein Anstieg der Aktivitdt v&TC52 & PAO auf den 12- bzw. 15-
fachen Wert zu verzeichnen. Beide Proteine schietenzufolge reversiblen Oxidations-/
Reduktionsvorgangen, vermittelt durch redox-ak@k-Gruppen, zu unterliegen, wobei das
reduzierte Enzym, verglichen mit der oxidiertenripaktiver war. Als mdgliches Trx-Target
konnte dabei das CxxC-Motiv fungieren, das — wieeite erwahnt — nicht nur in PTC52 und
PAO sondern auch in Tic55 zu finden war. Zur Ubidpng dieser Hypothese wurden
mutierte Versionen von AtTic55, AtPTC52 und AtPA® vitro synthetisiert, bei denen
entweder der erste oder der zweite Cys-Rest im &€Mr@v durch Alanin ersetzt worden
war. Bei der Inkubation mit Weizenkeimextrakt fuegen alle drei Proteine als ,Kéder” und
banden geringe Mengen eines kleinen, ca. 12 kDaveseim Proteins, welches mittels
Massenspektroskopie und Immundekoration als firxdentifiziert werden konnte. Mit
Stroma-Extrakten aus Gersten-Chloroplasten war #iteraktion mit Trxf & Trx m zu
beobachten, wobei keine Praferenz gegeniuber emdfdrm zu verzeichnen war.

Unter der Annahme, dass Thioredoxine eine Funkti@n der oxidativen Regulation
innehaben kénnten (Buchanan und Balmer, 2005)ltestelvir auf Grund der bis dahin
gemachten Beobachtungen die Hypothese auf, dassli€nAktivitdt seiner Zielproteine,
Tic55, PTC52 und PAO, als Reaktion auf oxidativeress beeinflussen kdnnte. Dies sollte
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mit Hilfe dertigrina d12 Mutante aus Gerste verifiziert werden, die bezigtier Porphyrin-
Biosynthese de-reguliert ist (von Wettstein etE3.74). Wie ihr entsprechendes Ortholog, die
»fluorescernt (FLU) Mutante ausArabidopsis(Meskauskiene et al., 200Lge und Apel,
2002), akkumuliererigrina d12 — Keimlinge im Dunkeln freies, nicht-Protein-geldenes
Pchlid, welches nach der Belichtung als Photoseesifungiert und so die Bildung von
Singulett-Sauerstoff auslost (op den Camp et 8032 Werden die Pflanzen dagegen unter
kontinuierlichem Weil3-Licht angezogen, so wird dgdties Pchlid unmittelbar durch POR zu
Chlid umgesetzt, so dass nahezu keine reaktiveerSatfspezies entstehen. Reife, griine
Pflanzen, die im Dunkel-Licht-Zyklus kultiviert wden bzw. nach einer einmaligen
Verdunklung (z.B. 8 oder 15 Stunden) belichtet vemdreagieren mit der Bildung von
Blattlasionen und einer Wachstumshemmung, die aaef Aluslésung eines genetisch
determinierten Zelltod-Programmes (induziert durSimgulett-Sauerstoff) zurickgefihrt
werden kann (Meskauskiene et al., 2001). Diese tieakertigrina d12Mutante sollte zur
Analyse der oxidativen Regulation der Tic55- bzWw.CB2-Aktivitat in planta und in In-
Vitro-Assays genutzt werden. Unter der Voraussetzung, @@s5, PTC52 und CAO (evtl.
auch PAO) an der Protein-Translokation durch dieeia Plastidenhille beteiligt sind
(Caliebe et al., 1997; Kuchler et al., 2002; Rethkcet al., 2004aReinbothe et al., 2008
wurde der Protein-Import als Mal3 der oxidativen iagon herangezogen.

In vergleichendenn-Vitro-Protein-Import-Studien wurden pSSU (= Tic55-Imp8ubstrat),
pPORA (= PTC52-Import-Substragiehe Bartsch et al., eingereicht zur Publikatiopund
pLHCII (= CAO-Import-SubstratReinbothe et al., 200Bin Chloroplasten augrina d12—
Pflanzen transloziert, die entweder unter kontiigigem Weil3-Licht angezogen oder vor der
Plastiden-Isolierung fur 14 h verdunkelt bzw. einBomkel-Licht-Shift (10 h Dunkelheit und

4 h Licht) unterworfen worden waren. Als Kontraflente dabei neben pFdl (= Prakursor des
photosynthetischen Fd) auch pFdlll (= Prakursor miekt-photosynthetischen Fd), welches
unter kontinuierlichem Weil3-Licht in den Intermembraum der Chloroplasten sortiert,
jedoch im Dunkeln ins Stroma importiert und promssvird (Hirohashi et al., 2001).

Die Importrate von pSSU war bei Chloroplasten varLicht-gewachsenen Pflanzen deutlich
hoher als bei Plastiden, die nach einer 14-stundierdunkelungsphase isoliert worden
waren. Vergleichbare Ergebnisse lieferten hier amelitro-Import-Experimente mit dem
Prakursor des photosynthetischen Fd. In Ubereinsting mit den zuvor genannten
Ergebnissen (Hirohashi et al.,, 2001) war bei Chg@sten aus im Licht-gewachsenen
Pflanzen keinerlei Import von pFdlll detektierbags sich bei der Verwendung von Plastiden

aus verdunkelten Pflanzen anderte, die das aufigerBirotein akkumulierten. Ein
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gegenteiliges Verhalten zeigte demgegeniber dieslokation von pPORA. Die hier
gemessenen Importraten in Chloroplasten aus veeltenkPflanzen waren deutlich héher als
jene in Chloroplasten, die aus im Dauerlicht gewsaaen Pflanzen stammten, wobei letztere
den Prakursor nur nach einer vorherigen Behandloniig der Pchlid-Vorstufe 5-ALA
translozierten, was wiederum frihere Untersuchuggdmisse von Reinbothe und
Mitarbeitern (2000) bestatigte. Wurden digyrina-Pflanzen vor der Isolierung der Plastiden
einem Dunkel-LichtShift ausgesetzt, so war weder der Import von pSSU, rochpFdl,
pFdill oder pPORA nachweisbar. Deutliche Untersdbiezeigte demgegeniber die
Translokation von pLHCII, die tber den bereits Iembenen Import-Komplex erfolgte, der
mit CAO assoziiert ist. Wahrend die Importraten lm Licht-gewachsenen i.vgl. zu
verdunkelten Pflanzen deutlich hoher lagen, zeidée Dunkel-LichtShift der Pflanze

keinerlei negativen Einfluss auf die Import-Kapatit

Zusammenfassend konnten hier mit Tic55, PTC52 uA@® RIrei neue Trx-Targets der
inneren plastidaren Hillmembran identifiziert werddie neben einer konservierten Rieske-
und mononuklearen Fe-Bindungsdomane auch ein Cxg@vNMufweisen, welches sich ca.
73 Aminosauren entfernt von deren jeweiligem C-Tieus befindet. Auf Grund ihrer
Interaktion mit Thioredoxinen unterliegen sie eilaidativen Kontrolle und sind entweder
als Komponenten von Import-Maschinerien der innétélhmembran (Tic55 bzw. PTC52) an
der Translokation von Vorstufen-Proteinen beteiligder nehmen wie PAO, welches
identisch zu LLS1 ist, aktiv am Chlorophyll-Metaisohus teil.
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Summary

Higher plants contain a small, 5-member family of mn-heme oxygenases defined by the
presence of Rieske and mononuclear iron binding doams. Members of this family
comprise the inner plastid envelope translocon prein TIC55, pheophorbide a
oxygenase (PAO), chlorophyllidea oxygenase (CAO), choline monooxygenase, and a
52-kDa protein (PTC52) associated with the precursoNADPH:protochlorophyllide
(Pchlide) oxidoreductase (pPOR) A translocon. Somef these chloroplast proteins have
documented roles in chlorophyll biosynthesis (CAO)and degradation (PAO), and
biochemical evidence indicates that PTC52 encodesPahlide a oxygenase activity. Here
we demonstrate that loss-of-function mutations inhe Arabidopsis thaliana PTC52 gene
gave rise to an embryo-lethal phenotype. The requément for a functional PTC52 in
plant cells is explained by biochemical experimentshat demonstrate that PTC52 is
required for the conversion of Pchlide during the abstrate-dependent import pathway
of pPORA. The conservation of PTC52 amongst highgplants underscores its essential
function during plant development. The identificaton of a PTC52 homolog in
unicellular photosynthetic bacteria suggests that his function has an ancient

evolutionary origin.
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Introduction

The endosymbiotic theory explains the origin of auitondria and plastids through the
engulfment of bacteria into (proto)eukaryotic céNdargulis, 1970). Primitive cyanobacteria
are generally accepted to represent the anceswkhnyotes that gave rise to chloroplasts
(Gray, 1992). It is estimated that an ancestrahioefle, the "protoplastid”, may have arisen
after ca. 90 % of the total gene transfer fromgbeome of the cyanobacterial endosymbiont
to the host cell nucleus had taken place and afteznvelope protein import machinery had
evolved that allowed the gene products to be inggbthack into the semiautonomous
photosynthetic organelle (Martin & Mduller, 1998; Na et al., 1998). It was for a long time
believed that most of the proteins destined tophmmordial chloroplast acquired cleavable
NH.-terminal transit sequences for import (Keegstral.et1989). However, recent proteomic
studies have led to the result that this view csdimple.

Kleffmann et al. (2004) found that of the 604 cbldast proteins identified iArabidopsis
thalianaonly 376 contained predictable BH&rminal transit sequences. Of the remainder, 37
were predicted to have a mitochondrial targetimgnai, 40 to have a signal peptide for
translocation into the endoplasmic reticulum, ad@ 10 possess no cleavable presequence.
Evidence is emerging for the dual targeting of sgtw proteins to mitochondria and
chloroplasts (Peetersand Small, 2001), for the plastid import of trangéptide-less
precursors (Miras et al., 2002, 2007; Nada and, 20006), and for the involvement of the
endoplasmic reticulum in the import of certain pnsors into chloroplasts (Villajero et al.,
2005).

Chloroplast precursor proteins containing cleavalit-terminal transit sequences interact
with translocon complexes of the outer and innesiidl envelope membranes, called the
TOC and TIC machineries (Schnell et al., 1997).nPaing work performed for pea
chloroplasts identified the TOC complex to cons$tthree core components: TOC159,
TOC75, and TOC34 (Perry & Keegstra, 1994; Hirschalet 1994; Kessler et al., 1994;
Schnell et al., 1994; Tranel et al., 1995; Ma et296; Kouranov and Schnell, 1997; Bolter
et al., 1998a; Chen et al., 2000; Jelic et al.,220Qikely in concert, these three proteins
mediate the recognition, binding and translocatibthe cytosolic precursors across the outer
plastid envelope membrane (see Bedard and Jaf@$; Hofmann and Theg, 2005; Kessler
and Schnell, 2006, for reviews).

Biochemical and molecular genetic studies performm&dgA. thalianahave challenged the
view that all of the different transit peptide-caiming cytosolic precursors would enter the
organelle through the same, TOC159/TOC75/TOC34 itnpomplex. Bauer et al. (2000)



[55]

identified two TOC proteins that complement thevpmesly discovered main preprotein receptor
protein TOC159. All three proteins share conser@IP binding domains and membrane
anchors but differ in the length of their Bkerminal, cytosolically exposed domains implicated
in precursor binding (Bauer et al., 2000; Ivanovale 2004). A fourth member of this GTP-
binding receptor protein family, AtTOC90, was digered later (Hiltbrunner et al., 2004). Pull-
down and genetic assays confirmed that while AtT&ECIs involved in the import of
photosynthesis-related precursor proteins, AtTOCA20 AtTOC130 are responsible for the
import of other, non-photosynthetic proteins (Sneitlal., 2004). Furthermore, it was shown that
a TOC regulatory GTP-binding protein consists ointwomponents, termed AtTOC33 and
AtTOC34, which exhibit different precursor spedtfees and expression patterns during plant
development (Jarvis et al., 1998; Gutensohn eR@00; Jelic et al., 2003; Kubis et al., 2004).
Last but not least, the R-barrel protein TOC75,clvhestablishes a hydrophilic translocation
channel through which the majority of the cytos@recursors are transported across the outer
envelope (Hinnah et al., 1997, 2002), is encodettht®e genes iA. thalianaof which two have
different expression patterns and presumed furg{iBaldwin et al., 2005). Increasing evidence
thus supports the notion of multiple, regulated T€aBplexes in the outer chloroplast envelope.
The TIC complex is less well characterized thanTt®€ complex. It consists of at least three
core components: TIC110 (Kessler and Blobel, 1996340 (Wu et al., 1994; Stahl et al.,
1999; Chou et al., 2006; Bédard et al., 2007; Gimd Li, 2008) and a caseinolytic protein
(Clp) C-class HSP93 chaperone (Akita et al., 198&lsen et al., 1997; Constan et al., 2004).
Other, presumably auxilliary components compris€5H (Caliebe et al., 1997), TIC22 and
TIC20 (Kouranov et al., 1998, 1999; Chen et alQ2)0as well as TIC62 (Kuchler et al.,
2002). TIC55 is an example of a protein associatéd higher plant chloroplast protein
import for which a cyanobacterial homolog was obedr(Caliebe et al., 1997). Phylogenetic
analyses revealed that TIC55 belongs to a familyai-heme oxygenase proteins sharing
conserved Rieske and mononuclear iron binding dosnai plants and bacteria (Caliebe et
al., 1997; Gray et al., 2004; Gross and Bhattacha2®08). A biochemical function for
TIC55 has not yet been determined so its exactimallee TIC complex remains unknown. In
addition to TIC55, this family comprises chloroglige) (Chl[ide]) a oxygenase (CAO)
(Espinda et al., 1998; Tanaka et al., 1998), ckatmnooxygenase (CMO) (Rathinasabapath
et al., 1997), pheophorbideoxygenase (PAO) (Pruzinska et al., 2003) whiadestical with
the lethal leaf spot protein (LLS1) (Gray et aB9Z, 2002), and a 52-kDa protein associated
with the precursor NADPH:protochlorophyllide (Padd) oxidoreductase (pPOR) A

translocon complex (PTC; Reinbothe et al., 200Aagomprehensive bioinformatics study
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suggests that PTC52, PAO, CAO, and TIC55 evolvethfa cyanobacterial ancestral gene
(similar to alr4345 fromNostocsp PCC 7120) whose functiomay have evolved during the
transition to oxygenic photosynthesis (Fig. 1A; als® Gray et al., 2004).
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Figure 1. Evolutionary relationships among PTC52 and reldéed plant and cyanobacterial non
heme oxygenases.

(A) Phylogenetic tree of 25 non-heme oxygenases estimating maximal parsimony. Proteins are
named according to their abbreviated species natimved by the gene nanférabidopsis thaliana,

At; Chlamydomonas reinhardtii, CrNostoc punctiforme, Np; Nostoc species PCC2170, ;PCC
Physcomitrella patens, Pp; Populus trichocarpa, Ptichodesmium erythraeum, Te; Oryza sativa,
Os; Zea mays, ZmA multiple sequence alignment of PTC52-relatedgins (see Fig. 1B and Supp.
Fig. 15) was determined using Clustal W (defautbpeeters). Branch lengths are proportional to the
expected number of nucleotide substitutions. Tliakity of each bifurcation was estimated using
bootstrap analysis (percentage values over 50 %hanen next to nodes), and the support for each of
the branches is indicated by line thickness. The ts drawn using the chlorophyll oxygenase CAO
clade as a monophyletic ingroup.

In contrast, the CMO gene appears to have a separigin and is more closely related to
enzymes in soil bacteria that catabolize aromatmpmounds (Gray et al., 2004). In addition to
the highly conserved Rieske (CxtdxCx.H) and mononuclear iron binding (PDxz.4HX4H)
motifs, PTC52, PAO and TIC55 proteins from diffear@hant species share the presence of a
conserved, CxxC motif reminiscent of thiolreductageapproximately 73 amino acids from the
carboxy terminus which is also found in homologsrfiNostocand other cyanobacteria (Fig.
1B).
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Figure 1. Evolutionary relationships among PTC52 and reldtadl plant and cyanobacterial non
heme oxygenases.

(B) Comparison of hydropathicity plots betwetnthalianaPTC52-related non-heme oxygenases and
Nostocspecies PCC7128LR4354. Hydropathy plots were determined usingeaperimentbased
Wimley-White whole-residue hydrophobicity octanddirface scale and the Membrane Protein
Explorer (MPEX) toolhttp://blanco.biomol.uci.edu/mpex/). The hydrogaginofile is shown in black
with a superimposed version in green. Reds indicate possibldansmembrane or membrane
associatedegions. Aromatic residues (F, W, and Y) are higjftied inpurple and H residues in
yellow.

Via this CxxC motif, TIC55, PTC52 and PAO are prooeegulation by the thioredoxin system
and also respond to oxidative stress (Bartsch..eP@D8). No CxxC motif is present in CAO,
which exhibits a larger NHterminus not contained in PTC52, PAO or TIC55, @D does
2008). Udimg
plantaassays, Yamasoto et al. (2005) showed that theté&hhinus of CAO serves as Chlide

not respond to either the thioredoxin system odatke stress (Bartsch et al.,

sensor and regulates the stability of the enzynd® & found both in the envelope as well as
thylakoids (Reinbothe et al., 2006). Envelope-boGrd® plays a role in the regulated import of
the Chlb-containing light-harvesting proteins LHCIl and ®Pito chloroplasts in that it ties

Chlideb synthesis to protein translocation (Reinbothd.eP806). For PTC52 a similar, though
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distinct, function in the Pchlide-dependent plastigport pathway of pPORA was proposed
(Reinbothe et al., 2004a). Here we confirm itheivo role of PTC52 using a combination of
genetic and biochemical approaches. Our findiageal that PTC52 plays an essential function

for Chl precursor biosynthesis, protein import aady embryo development.
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Results

Identification of Atptc52 knockout plants

PTC52 of barley was isolated by its co-purificatisith pPORA in import intermediates
trapped in junction complexes between the outerimmel plastid envelope membranes at
0.1 mM Mg-ATP and 0.1 mM Mg-GTP (Reinbothe et @004a). The determined partial
amino acid sequence of barley PTC52 (HVPTC52) spoeds to EST clone BF266467. This
EST is predicted to contain a Rieske (CxCx.H) and mononuclear iron binding
(Nx2Dx34Hx4H) motif and the predicted amino acid sequencedstrsimilar to the At4g25650
gene product oA. thaliana(AtPTC52). The structure of At4g25650 is showrFig. 2A. We
identified A. thalianamutants in the Salk Institute Genomic Analysis Lalbary collection
(Alonso et al.,, 2003) carrying a T-DNA insertion upstrearh tbhe AtPTC52 gene
(SALK _011945) (Fig. 2A and B). PCR analysis of ®NA/AtPTC52junction established
that the insertion is located 198 bp upstream efAMG start codon and thus in a region that
may regulate the expression of g TC52geneWe refer to this mutant allele A¢ptc52-1
DNA gel blot analysi®f genomic DNA using a T-DNA specific probe, reveatestrong and

a weak band from heterozygodsPTC52-1/Atptc52-Iplants that had been digested with
EcaRI, and one specific T-DNA band with DNA that hadeb digested witlBanHI (Fig.
20).
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Figure 2. Identification ofAtptc52-1

(A) Structure of AtPTC52 and respective mutation sites (Salk_01194&tptc52-1 allele];
Garlic_148 HO05.b.1a.Lb3Fa; SAIL_148.HCAtptc52-2allele). 5'- and 3’-untranslated regions are in
red, exons and introns in ochre and blue, respsgtivhe 4.5 kb T-DNA insertions (not drawn to
scale) are shown as black bars. Initiation sitesRfoF and Lbal primers used for PCR analyses are
marked.

(B) Confirmation of the T-DNA insertion by PCR ampldion. Genomic DNA from
AtPTC52/Atptc52-Iplants PTC52/ptc52-1 or wild-type plants was amplified using the iratied
primer combinations (panel a). As control, aderphesphoryl transferase (APT) was amplified for
mutant and wild-type plants (panel b).

(C) DNA gel blot analysis of AtPTC52/Atptc52-1plants. Genomic DNA (10pg) from
AtPTC52/Atptc52-Iplants or wild-type plants was digested with eitBsoRI or BarrHI, and the
fragments were resolved by electrophoresis andidiyed to a kanamycin resistance gene probe.
Arrows indicate specific DNA fragments obtained nircAtPTC52/Atptc52-Iplants, and asterisks
indicate nonspecific signal present in both mugarat wild-type DNA.

(D) Western blot of PTC52, TOC75 and TIC110 in chloaspd of 4 weeks-old wild-type (WT) and
AtPTC52/Atptc52-plants.

We interpret this result as evidence for a singleNA insertion in theAtPTC52gene. PCR
analyses of th®TC52locus in the progeny of self-crossatptc52-1/AtPTC52lants did not
yield homozygous knockout plantsturthermore, segregation of the T-DNA-linked
kanamycimresistance gene produced a ratio of 66.3 % resistem33.7 % sensitive plangs,
value very close to the expected 2:1 ratio if thedkout of AtPTC52 was lethal and
preventedhe production of viable seeds. Thus, we conclhaétihe knockout othe PTC52

gene is indeed lethal. This is further confirmedwigual analysis of theiliques of self-
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crossedAtptc52-1/AtPTCSdlants (Fig. 2E, panel a) which indicated that agpnately one-
quarter (24.5 %0f the seeds failed to develop (Fig. 2F).

Seeds | Mature seeds | Aborted seeds
Number | 270 204 66
% 100 755 24.5

Figure 2. Identification ofAtptc52-1

(E) Examination of siliques of self-cross&tPTC52-1/Atptc52-plants by light microscopy (panel a).
The arrow indicatethe position of an aborted seed. Arrest of embmyeetbpmentvas revealed by
Nomarski optics (panel b).

(F) Quantitative analysis of the numbers of mature aported seeds in the siliques of self-crossed
AtPTC52/Atptc52-plants.

Examination of embryos formed during seed develagrbg microscopy confirmed that they
aborted very earlgnd before the globular stage (Fig. 2E, panelSybsequent to the analysis
of the Atptc52-1mutant, we identified a second T-DNA insertion nmatallele from the
Syngenta collection (Garlic_148 HO05.b.1a.Lb3Fa, ISAA8.HC5; referred to aAtptc52-2

in Fig. 2A; Sessions et al., 2002) the segregadiwh phenotypic properties of which were
indistinguishablefrom those of the SALK line described before (dat& shown). Thus,
Atptc52null mutants areethal. All subsequent mutant analyses in this reanpt refer to the
allele Atptc52-1.
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Haploinsufficiency of PTC52 in Heterozygou®tPTC52/Atptc52 Plants

Because of the lethality @&ftptc52homozygotes, heterozygoAsPTC52/Atptc5plants were
utilized to gain insights into the role of PTC%2 planta AtPTC52/Atptc52seeds were
germinated in the dark for variable periods andssgbently exposed to white light. Visual

inspection of the seedlings suggested a drastiainment of greening (Fig. 3).

Figure 3. Phenotype oAtPTC52/Atptc53eedlings.

(A)-(D) Wild-type (A and C) and\tPTC52-1/Atptc5ZB and D) seedlings were grown in the dark for
2.5 days (A and B) or 4.5 days (C and D) and sulkesgtty illuminated at 65 mE m-2 sec-1 for 6 d
(A and B) and 4 d (C and D), respectively, and phaphed.

The greening defect was dependent on seedlingvagmgerAtPTC52-1/Atptc52-%eedlings
were less sensitive to illumination than older $egd (Fig. 3, compare B and D).
Chlorophyll accumulation kinetics confirmed thaiPTC52/Atptc5%eedlings greened more
slowly than wild-type plants at low light (5 u&? sec’) as well as high light

(125 pEm™ sec') intensities (Fig. 4A and Table 1).
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Table 1.Pigment accumulation in heterozygdt®TC52-1/Atptc52-plants

Pigment
(pmol per g fresh weight)

Wild-type AtPTC52-1/Atptc52-1
Darkness (5d D)
Pchlidea 250435 30504270
Pchlideb 1050+185 37570
llluminated (4d D + 24h L)
Pchlidea 250140 2000£150
Pchlideb 250475 350480
Chlidea 55004200 5004100
Chlideb 2750+125 50+10

Seedlings were grown for 5 d in darkness and pigsnerre extracted with 100 % acetone containing
0.1 % diethylpyro-carbonate (DEPC) and subjecteddRbC as described previously (Reinbothe et al.,
2003a, 2003b). In a parallel experiment, seedlimgge germinated for 4 d in the dark and transferred
to white light of 125 pE A sec' for 24 h. Identification and quantification of thPLC-resolved
pigments was made by absorbance measurements aspigptodiode array detector and known
standards. Mean values refer to three independeetienents.

More significantly, they expressed approximately%0and 10 %, respectively, of the total
chlorophyll content found in the wild-type afterdays of greening (Fig. 4A). When the
abundance of POR was examined by Western blottingfioplast extracts, two bands were
visible, of which the upper was barely detectahl® id-old etiolated\tPTC52/Atptc5plants

as compared to wild-type plants (Fig. 4B, panella)4 d-old etiolatedAtPTC52/Atptc52
plants which had been exposed to white light of iE5m? se¢’, both POR protein bands
were below the limit of detection, while only thpper band was reduced in amount in the
wild-type (Fig. 4B, panel a). Respective controlsing protein extracts from isolated
etioplasts opora- andporb-deficient knockout plants conformed the identitytlee bands as
PORA (upper band) and PORB (lower band) (Fig. 4Bgb a).
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Figure 4. Characteristics oAtPTC52/Atptc52-plants.

(A) Chlorophyll accumulation kinetics determined fod-®ld, dark-grownmAtPTC52/Atptc52-Ifilled

and open circles) and wild-type seedlings (fillew apen squares) that had been exposed to white
light of 5 mE n? sec (filled circles and squares) or 125 mE se¢' (open circles and squares) for
the indicated periods.

(B) POR abundance in etioplasts and etiochloroplasEsdbld dark-growrAtPTC52/Atptc52-hnd
wild-type seedlings (Darkness) as well as 4 d-olastamt and wild-type seedlings that had been
exposed to white light of 125 mETsec' for 24 h (Light) (panel a). For comparison, etaslprotein
extracts fromA. thaliana porb andpora-knockout plants were used. As references, pardliettern
blots were probed with antisera to LHCII (panel®$U (panel c) or PTC52 (panel d).

(C) Detection of light-harvesting POR:Pchlide (LHPP) wsll as PORB-pigment complexes in
etioplasts of dark-growAtPTC52/Atptc52-and wild-type seedlings by Western blotting usif@RP
antiserum (left panel) and pigment fluorescencesuly/ light (right panel).

(D) HPLC of pigments present in dark-growPTC52/Atptc52-1solid line) and wild-type (dashed
line) seedlings.

Non-denaturing electrophoresis of POR-pigment cexgsd demonstrated lower amounts of
light-harvesting POR-Pchlide (LHPP) complexes ia ginolamellar bodiesf etioplasts from
AtPTC52/Atptc52as compared with wild-type plants (Fig. 4C). Thes#PP complexes are
presumed to confer photoprotection onto greenirglisegys (Reinbothe et al., 1999; 2003b).
Pigment analyses by HPLC identified both Pchadend Pchlidé in wild-type seedlings and
unveiled a change in their relative proportion toidga Pchlidea in AtPTC52/Atptc52
seedlings (Fig. 4D). These changes correlated withaltered Chb-to-Chl a ratio and a
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reduction of LHCII levels during the early hoursgykening (Table 1 and Fig. 4B, panel b).
Together, the results suggested decreases in nQinhalccumulation that were caused by the
haploinsufficiency of PTC52 protein in the hetergays plantsin vitro-import experiments
demonstrated a ca. 90 % reduction in uptak€®pPORA but not of°S-pPORB (Fig. 4E).
As controls,**S-pSSU of soybean aridS-pre FD (pFD) ofSilene pratensisvere used that
did not reveal gross differences in import ®PTC52/Atptc52and wild-type chloroplasts
(Fig. 4E and data not shown).

WT PTC52 WT PTC52 WT PTC52 WT PTC52
pPORA pPORB pSSU pLHCII
H PORA H PORB | SSU | LHCII

100 ] ]

o D @
o o o

Relative units (%)

n
o

o

i

Figure 4. Characteristics oAtPTC52/Atptc52-plants.

(E) In vitro-import of *S-pPORA,*S-pPORB,*S-pSSU and®S-pLHCI!I into chloroplasts isolated
from 4 weeks-old light-growAtPTC52/Atptc52-Jand wild-type seedlings. To study the substrate-
dependent import of pPORA, an aliquot of the chptast suspension was pretreated with a 0.5 mM
aqueous solution of 5-aminolevulinic acid to giveerto intraplastidic Pchlide synthesis (lane a in
each set). Mock incubations contained phosphatieb(ane b in each set). Following import, the
plastids were sedimented and aliquots were trewti¢td or without thermolysin (Thl) to allow
precursor and mature protein levels to be diststged by SDS-PAGE and autoradiography or liquid
scintillation counting. Light grey and dark-greylwmns define precursor and mature protein levels,
respectively. Percentages refer to the sum of pgeciand mature protein levels in the assays,sset a
100.

b

By contrast, a ca. 40-50 % inhibition of import wabserved for*S-pLHCII in
AtPTC52/Atptc5dersus wild-type chloroplasts. This result isiegtfglance unexpected but
may be understood when recalling that pLHCII impequires Chlidéb (Reinbothe et al.,
2006). The enzyme responsible for producing ChHiige CAO (Oster et al., 2000). A fraction
of CAO is localized in the inner plastid envelopleene it operates in Chliceoxygenation to
produce Chlidé (Reinbothe et al., 2006). Chlideis formed from Pchlida by virtue of the
action of PORB that has a dual localization in ¢éimn@elope membranes and internal plastid
membranes (prolamellar bodies in etioplasts; thyildk in chloroplasts) (Reinbothe et al.,
1995; Ferro et al., 2001,2002; Peltier et al., 3004us, an indirect link exists between
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pLHCII import and PORB activityin vivo, slight reductions in the level @HCB1 transcripts
encoding LHCII were observed itPTC5ZAtptc52 seedlings during greening (Supp. Fig.
11A). AtPTC52transcript accumulation was drastically depressddaf tissues of 6-weeks-
old AtPTC52Atptc52as compared with wild-type plants (Supp. Fig. 11B)either case, no
AtPTC52 transcripts were detectable in roots (Supp. FiB)1 lllumination experiments
demonstrated a light-induced increaseAtTC52 transcript levels in 5 d-old dark-grown
AtPTC5ZAtptc52 and wild-type seedlings (Supp. Fig. 11C). Thesalltesmay suggest
additional roles of AtPTC52 in light-adapted plants

Reconstituted AtPTC52 Catalyzes Pchlidé Production

A full-length cDNA was isolated corresponding to4425650. The predicted amino acid
sequence is shown in Supp. Fig. 12. The proteisistanof 536 amino acids and has a predicted
M, of 61.3 kDa. Its calculated pl of 8.9 is reminiscef that for proteins of the inner plastid
envelope membrane (Ferro et al., 2002, 2003). Toteip is predicted to contain sevetrains
membrane segments and an amino terminal transtidpefor plastid import, beginning at
position 55 (Supp. Fig. 12). WhextPTC52cDNAs encoding the predicted transit peptide-
containing and transit peptide-less proteins werpressed with carboxy-terminal hexa-
histidine (Hisytags and purified by Ni-NTA chromatography from \ehgerm lysates,

~57 kDa and=52 kDa proteins (henceforth referred to as AtpPTGBRI AtPTC52,
respectively) were detectable by SDS-PAGE (Fig.l8Aes a and b). With wheat germ lysate
programmed with the naked vector DNA lacking th€p)Ptc52cDNA inserts, no protein
products of the expected size were obtained (FAgldne c).

Activity measurements were carried out for AtPTCE2 well as AtPTC52. Wheat germ-
translated and purified AtpPTC52 and AtPTC52 weareubated with Pchlidea in the
presence of ¢ ferredoxin (FD), and a FD-reducing system conipgiglucose-6-phosphate,
NADPH, glucose-6-phosphate dehydrogenase and FDMADxidoreductase (FNR). Figure
5B shows representative HPLC tracings of pigmeatméd in the absence (solid line) or
presence of the AtpPTC52 and AtPTC52 proteins €datéind dashed lines, respectively) and

the different supplements.
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Figure 5. AtPTC52 exhibits Pchlida oxygenase activity.

(A) SDS-PAGE and autoradiography 68-AtpPTC52 (lane 1) antdS-AtPTC52 (lane 2) translated
in a wheat germ lysate. Lane 3 shows the nakedw&MNA control not giving rise to the expected
products.

(B) Pchlide a oxygenase activity of AtpPTC52 (dotted line) AtPTCHlashed line) and of the
respective control without At(p)PTC52 (solid liné)he curves show HPLC tracings of acetone-
extracted pigments at 455 nm, monitored by a photedarray detector, and the inset depicts an
absorption spectrum of the peak eluting at 12.5 min

(C) Confirmation of the identity of Pchlide eluting at 12.5 min by matrix-assisted laser desamp
ionization mass spectroscopy (a) and theoreticatojc distribution of C35H30N406Mg
corresponding to Pchlide(b). The matrix used was terthiophene (moleculagte248.4).

Pchlidea has a retention time of 15 min on the C18 HPLQewl. The second peak, which
was formed only in the presence of the AtpPTC52ARTC52 proteins, eluted at 12.5 min.
Absorbance measurements of this second peak ughgtadiode array detector identified a
major absorption maximum at 448 nm and two lowexima at 578 nm and 622 nm,
respectively (Fig. 5B, inset). These wavelengthsesponded to values reported previously
for Pchlideb: the so-called Soret band (448 nm), theb@nd (578 nm) and the,Qand
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(622 nm) (Scheumann et al., 1999; Oster et al.02B@inbothe et al., 2003a). The Rand
had a higher absorbance than thg @nd, which is a typical feature of all investeght
pigments of the protb series (Scheumann et al., 1999; Oster et al.,;ZR6hbothe et al.,
2003a). That the resolved pigment indeed repredeRtehlideb was proven by matrix-
assisted laser desorption/ionization spectroscApyshown in Fig. 5C, the major peak was at
m/z626.1 and had the same isotopic distribution geeted from the chemical formula of
Pchlideb. When the HPLC tracings were compared, the meadavedecrease in Pchlide
levels after incubation with the AtpPTC52 and AtBPCproteins correlated with an
apparently large, 5-fold increase in the amourRdilideb (Fig. 5B, dotted and dashed lines),
reflecting the 5-fold difference in the absorptmrefficients of Pchlide and Pchlidé at the
chosen wavelength of 455 nm (Scheumann et al.,;JR8@bothe et al., 2003a). Pchlide¢o
Pchlideb conversion required £and a FD-reducing system. In the absence of tfaesers,
no Pchlideb was produced (data not shown). With wheat germatéysvhich had been
programmed with the naked vector DNA and thus ldckee AtpPTC52 and AtPTC52
proteins, no Pchlide was detectable (Fig. 5B, solid line). This resutticated that Pchlidb

formation is an enzymatic reaction requiring thdg®5650 gene product.

Import of AtpPTC52 into Isolated Chloroplasts is MgGTP and Mg-ATP
dependent

Wheat germ-translatetiS-AtpPtc52 was incubated with isolated, energy-etepl barley and
A. thalianachloroplasts either in the absence of added nsicledriphosphates (used to study
energy-independent binding) or in the presence.bm@M Mg-ATP (used to study energy-
dependent binding), 0.1 mM Mg-ATP plus 0.1 mM Mg¥5Tused to study the insertion of
the precursor into the respective import apparatu® mM Mg-ATP plus 0.1 mM Mg-GTP
(used to study import) (Kouranov and Schnell, 199f)on incubating”S-AtpPTC52 with
isolated, energy-depleted barley chloroplasts énabsence of added Mg-ATP and Mg-GTP,
a faint amount of protein could be recovered inaatl-bound state after re-sedimentation of

the chloroplasts (data not shown).
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Figure 6. In vitro-import and processing of AtpPTC52 with isolateddyachloroplasts.

(A) Plastid binding, insertion, and import §8-AtpPTC52. After incubation in the presence of the
indicated concentrations of Mg-GTP and Mg-ATP (itM)n the plastids were re re-sedimented,

treated with or without thermolysin (Thl), and tamount of precursor and mature proteins bound to
the plastids were determined by SDS-PAGE and aditayeaphy.

(B) as in(A), but showing plastid binding, insertion, and intpof the small subunit precursor of
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenasspS

(C) as in(A), but depicting the binding, insertion, and imgortthe precursor of ferredoxin (pFD).
P and m mark precursors and mature proteins, régplgc Std defines>S-input standards.

In the presence of 0.1 mM Mg-ATP, binding®d8-AtpPTC52 to chloroplasts was stimulated
allowing ca. 70-80 % of precursor to be recovered plastid-bound form obtained after re-
centrifugation of the import assays (Fig. 6A). Sevisy towards thermolysin revealed that
%5-AtpPTC52 was bound to, but had not inserted i respective import machinery of the
outer membrane of the chloroplast (Fig. 6A, comgares 2 and 3). This insertion of the
precursor required addition of 0.1 mM Mg-GTP antl @M Mg-ATP. %*S-AtpPTC52 then
attained a largely thermolysin-resistant form (64, lanes 4 and 5).

This result, which is at variance with other repant the chloroplast protein import field, may
reflect the use of sucrose instead of sorbitolrdppglastid isolation and manipulation. Sucrose
is known to confer a greater stability to membrassemblies than sorbitol bath vitro and

in vivo (Crowe and Crowe, 1984; Crowe et al., 1984). Gndther hand, TOC159 is easily



[70]

converted into smaller fragments lacking most o tteceptor binding domain if no
precautions are taken (Bolter et al., 1998; Chead.eRP000). No such cleavage was observed
under the tightly controlled conditions in our expeents (data not shown) and thus may
explain the high binding efficiency. Upon raisingetMg-ATP concentration to 2 mM, a
fraction of*S-AtpPTC52 was imported and processed into a smab@-kDa product (Fig.
6A, lanes 8 and 9). In line with recent studie® (i@ and Akita, 2008), import and processing
did not require Mg-GTP and was detectable alsdvénabsence of this compound (Fig. 6A,
lanes 6 and 7). Similar results were obtained®#8rSSU and°S-FD used as controls (Fig.
6B and C).

AtPTC52 is localized to a protein complex in the iner chloroplast

membrane

We next assessed the localization of PTC52 withistjgls.>*S-AtpPTC52 was imported into
isolated, energy-depleted barley ahdthalianachloroplasts in the presence of 0.1 mM Mg-
GTP and 2 mM Mg-ATP. Then the plastids were reatal, treated with thermolysin, and re-
purified. After lysis under hypertonic conditionglastids were fractionated into envelopes,
thylakoids and stroma (Li et al., 1991), and miregielopes were fractionated further into outer
and inner envelope membranes (Schnell et al., 1894jein in each of the different fractions
was separated by SDS-PAGE, blotted onto nitroakilfilters and processed by Western
blotting, using antisera against TIC110 and TOC?%-AtPTC52 was detected by
autoradiography.

Figure 7A and B demonstrates that the impoft8dAtPTC52 co-fractionated with TIC110 in
the inner plastid envelope membrane fraction oielyaandA. thalianachloroplasts. No signal
was obtained with stromal and thylakoid fractiossweell as isolated outer plastid envelope

membranes containing TOC75 (Fig. 7A and B).
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Figure 7. Localization of imported®S-AtPTC52 in the inner plastid envelope membrane of
chloroplasts.

(A) Detection of**S-AtPTC52 imported into the inner envelope of bare) andA. thaliana (b)
chloroplasts.

(B) Western blot to detect TIC110, TOCY5, the small usitb of ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (SSU) and the light-harvggtiotein LHCII in mixed envelopes (ME), outer
(OM) and inner (IM) envelope membranes, as wethasstroma (St) and thylakoids (Th).

(C) Salt extractability of*S-AtPTC52 imported into the inner envelope of ba(e) andA. thaliana

(b) chloroplasts. After extraction with either WMLNa,CO; or 1 M NacCl, inner envelope membranes
were sedimented by centrifugation and the amountSsAtPTC52 present in the membrane pellets
(P) and supernatant fractions (S), respectively eetermined by SDS-PAGE and autoradiography.

When inner envelope membranes containing impor@eAtPTC52 were re-isolated, purified
and subsequently extracted with either 0.1 M\@@, pH 11, or 1 M NaCl, radioactive
protein was found in the membrane pellets but nothe respective supernatant fractions
obtained after centrifugation, both in assays aairg barley orA. thalianachloroplasts (Fig.
7C). Consistent with the structure predictions mad&upp. Fig. 12 and previous results
(Reinbothe et al., 2004a, 2006; Bartsch et al. 820 concluded that PTC52 is an intrinsic
membrane protein of the inner plastid envelope ldbroplasts. Hydropathy plot analysis
using Membrane Protein Explorer (MPEX) suggeststaigour possibletransmembrane
domains (See Fig. 1b).
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PTC52 interacts with pPORA and other PTC proteins

To examine the interaction of PTC52 with other Ppdteins, bacterially expressed
AtpPTC52-(Hisy was imported into isolated barley chloroplastseMimixed outer and inner
envelope membranes were isolated from rupturedraplasts and solubilized with 1.3 %
decyl maltoside. Protein complexes containing AtpBZ-(His) were purified by Ni-NTA
chromatography and bound protein was dissociatedl @amalyzed by non-denaturing,
analytical PAGE and Western blotting (Reinbothealet 1990). Pilot experiments revealed
that AtPTC52-(Hisy was able to establish larger complexes after in{®upp. Fig. 13). Both
endogenous PTC52-containing as well as newly formA®TC52-(His}-containing
complexes were detectable (Supp. Fig. 13). Thdative proportion was a function of the
concentration of imported AtPTC52-(His)When the AtPTC52-(His)containing complex
was established with 2.5 nmoles of AtpPTC52-(H{skee Supp. Fig. 13, lane 2), one main
band and a second, weaker band were obtainedABigoanel bPtc52-(Hisy, band Iversus
band Il). Both bands contained PTC52 and theretordd be precipitated with anti-PTC52
serum (Fig. 7D, panel ?).

D NA-PAGE
(a) Total
(b) pPtc52-(His),
(c) P

Figure 7. Localization of imported®S-AtPTC52 in the inner plastid envelope membrane of
chloroplasts.

(D) Detection of PTC52-containing envelope complexeméal at 2.5 nmoles of AtpPTC52-(Hjsh
barley chloroplasts. The nondenaturing gel showal tenvelope proteins and complexes prior to
(panel aTotal) and after (panel PTC52-(His)anin vitro-import reaction with AtpPTC52-(Higas
well as respective immunoprecipitates (panéPg:obtained with PTC52 antiserum. Band | and band
Il designate PTC52-containing bands.

After a brief pH shift to remove the bulk of boulgyfs, the two PTC52-containing bands were
subjected to 2D-SDS-PAGE. While band | providedomglex pattern of spots comprising
PTC47, PTC33, PTC/OEP16 and three other spotspmbaimately 27 kDa, 22 kDa and 20
kDa (Fig. 7E), band Il gave rise to only a singlets(not shown).
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Figure 7. Localization of imported®S-AtPTC52 in the inner plastid envelope membrane of
chloroplasts.

(E) 2D-SDS-PAGE of proteins bound to AtpPTC52-(llis) barley chloroplasts. Immunoprecipitated
complexes corresponding to band | &) (were dissociated and subjected to a combinedeisivie
focusing (IEF)/SDS-PAGE separation. The indicatpdts contained PTC47, PTC33/TOC33 and
PTC16/OEP16, as determined by mass spectrometey.spbt marked PTC52 is due to AtPTC52-
(His)s used as bait to isolate the complex. Arrowheadgate three unidentified spots that co-purified
with AtPTC52-(His) during complex isolation.

(F) Detection of PTC proteins bound to AtpPTC52-(klis)barley chloroplasts and etiochloroplasts.
AtpPTC52-(Hisy- containing bands | and Il were established whloiplasts (lanes 1 and 3) and
etiochloroplasts (lane 2 and 4), respectively. émobound to AtpPTC52-(Higthen was purified by
Ni-NTA chromatography, eluted and subjected to IDESPAGE. Proteins were detected by Western
blotting using a mixed antiserum against the ingiddPTC proteins (upper panel) or POR antiserum
(lower panel).

Except for PTC33 and AtPTC52-(Histhe amounts of the other co-purifying proteinso(s)
were sub-stoichiometric and ca. 2- to 4-fold exesssf AtPTC52-(Hig) were seen (Fig. 7E
and F, lane 1). This result suggested that AtPTEBRs had not strongly interacted with
most of the PTC proteins in the absence of the pRPQ@Rport substrate. As shown
previously, PTC complex formation is strongly fawed in the presence of pPORA
(Reinbothe et al., 2004a, 2005). In agreement thighview, the amounts of PTC130, PTC33,
PTC16 and PTC proteins were increased when AtPTEE); was imported into
etiochloroplasts of dark-grown plants which hadrberposed to light for 2 h prior to plastid
isolation (Fig. 7F, upper panel, compare lanee?suslane 1). Consistent with previous
results (Reinbothe et al., 1996a, 2000, 2006), aatibn of the cytosolic pPORA then
accumulated in the envelope membranes (Fig. 7Feropanel) and established strong
interactions with PTC52 and the other PTC protdivag allowed for their purification (Fig.
7F, upper panel). Band Il most likely represents éndogenous barley PTC52 protein that
was released from pre-existing PTC complexes byettoess of added AtPTC52-(Hignd
did not interact with other proteins in chloroptasnd etiochloroplasts (Fig. 7F, lanes 3 and

4). In accord with this view were further resultstained by size exclusion chromatography
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thatrevealed an apparent molecular mass of PTC congplexeesponding to band | 8650
kDa and of50 kDa for band Il (Supp. Fig. 14).

In order to confirm the interaction of AtPTC52 wigPORA, chemical crosslinking was
carried out with dithibis(succinidyl propionate) (DSP) (Liibeck et al., 19985-pPORA-
(His)s was imported into isolated, energy-depleted bartdgroplasts in the presence of

0.1 mM Mg-ATP and 0.1 mM Mg-GTP. We assumed thaPDft only would covalently
connect the radiolabeletS-pPORA to nearby proteins, but would also conrssjacent
proteins to each other, giving rise to larger caxes. DSP-treated chloroplasts in turn were
solubilized with lithium dodecylsulfate (LDS) andopein resolved by LDS-PAGE (Lubeck et
al.,, 1996). An aliquot of the crosslink productsswsubjected to co-immunoprecipitation,
using PTC52 and OEP16 antisera (Reinbothe etQfl4d). Figure 8A shows th¥iS-pPORA
gave rise to a larger600 kDa complex. This complex contained PTC52,easahstrated by
its co-precipitation with respective antiserumiroubation mixtures lacking DSP~&0 kDa
product was produced. This band contained pPORAPAIC/OEP16, held together by strong
interactions that could only be dissociated inghesence of 5% SDS and 3-mercaptoethanol

(Fig. 8B, lanes 4 and 5 versus lanes 2 and 3).

o o¥f o
A Total P PIS B o‘z‘%z"QoQ' & DG
DSP + - + * st § LT ¥
kDa kDa
60 — — —— .
400 — '
44 — L
60 — 34- T<—
44 — v
1 2 3 4 5 6 123 45 67

Figure 8. Interaction of PTC52 witf°S-pPORA.

(A) DSP-crosslinking of importetPS-pPORA to PTC52 in barley chloroplasts. Junctiomglexes
containing*S-pPORA-(His) were prepared as described, solubilized, and eteased protein run
either directly by LDS-PAGE (lanes 1 and 2) or sgbgd to prior immunoprecipitations (IP) using
anti-PTC52 (lanes 3 and 4) and pre-immune serg (RiSes 5 and 6).

(B) Identification of the~60-kDa band generated in the absence of DSP asliokogroduct of
pPORA with OEP16/PTC16. Plastid envelope membramegaining imported®™S-pPORA were
solubilized with LDS and subjected to co-immunojpiation using pPORA (lanes 2 and 4) and
PTC16/OEP16 (lane 3 and 5) antisera, as well gecéige pre-immune sera (PIS) (lanes 6 and 7).
%3-proteins were detected by LDS-PAGE and autoradfity. For samples 4 and 5, SDS was added
to a final concentration of 5 % in order to dissteithe complex prior to electrophoresis. Lane 1
shows a respective input standard (Std) prior toumoprecipitation.
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PTC/OEP16 forms the translocation pore through WigPORA is transported across the
outer envelope membrane during its Pchlide-depénoheport (Reinbothe et al., 2004b;
Pollmann et al., 2007; Schemenewitz et al., 2007).

To prove the interaction 6fS-pPORA with PTC52, isolated mixed outer and inplestid
envelope membranes containing import&8tpPORA due to a prior insertion reaction in the
presence of 0.1 mM Mg-ATP and 0.1 mM Mg-GTP werdrasted with 1.3 % decyl
maltoside (Liubeck et al., 1996). In turn, co-immprezipitations were carried out with
PTC52 antiserum.
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kDa kDa kDa kDa
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Figure 8. Interaction of PTC52 witf*S-pPORA.

(C) Immunoprecipitation by PTC52 antiserum of barfé§-pPORA, but not of barle}y’S-pPORB,
soybean®S-pSSU andSilene pratensis **S-pFD, from mixed outer and inner plastid envelope
membranes of barley chloroplasts after their stidtion with 1.3 % decyl maltoside. Lanes a and b
show the amounts of protein before and after thpagtive immunoprecipitations, respectively.

(D) as in(C), but showing respective immunoprecipitates obthingh TOC75 antiserum.

Results shown in Fig. 8C indicated that offi$-pPORA, but none of the other radiolabeled
precursors, was co-immunoprecipitated with PTC52 tisarum. Control co-
immunoprecipitation demonstrated binding®e8-pPORB *S-pSSU and®S-pFD to TOC75
(Fig. 8D).

Inhibition of pPORA Import and PTC52 Activity by Di ethylpyrocarbonate

Import reactions were conducted witts-pPORA (a PTC52 import substrate; Reinbothe et
al., 2004a, 2005), as well &3S-pSSU,**S-pPORB and”S-pFD (presumed TIC55 import
substrates; Caliebe et al., 1997; Reinbothe e2@06) and barley andl. thalianachloroplasts
containing Pchlide produced by 5-aminolevulinicdagpre-treatment (Reinbothe et al., 1995).
In four replicate samples, dose-response relatipashere determined for 1, 5, 50 or

1000 uM concentrations of diethylpyrocarbonate (BEPan inhibitor of Rieske proteins
possessing conserved His residues (Ohnishi et%4) comprising PTC52 and TIC55
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(see Fig. 1).
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Figure 9. Inhibition of pPORA import by diethylpyrocarbong@EPC)

(A) Inhibition of import of barley**S-pPORA and®S-pPORB intdsolated barley chloroplasts tes
at 1, 5, 50 or 1000M DEPC. P and m indicate precursor and mature pis respectively; asterist
mark degradation products.

(B) Time courses (in min) of*S-pPORA and®S-pPORB import intdsolated barley chloroplas
tested in the presence (+)asence-) of 1 mM DEPC. Details are as iA), Controls marked"Ctl”
in lanes 5 and 10 show protein extracted ' plastids treated with thermolysin (Thl) afimport.

(C) as in(A), but showing protein levels for the mati®*S-PORA (light grey columns)**S-PORB
(dark grey columns)**S-SSU(white columns) anS+D (black columns) after their imp: into

isolated barley plastids in the presence of O (& 1 uM (lane b), 5uM (lane c), 5CuM (lane d) and
1 mM DEPC (lanee). Percentages refer to the sum of precursor aatdre protein levels in the
assays, set as 100.

Figure 9A shows that only import **S-pPORA, but not that of the other tested precur:
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was inhibited at low, 1, 5 and 50 uM DEPC concdiuns. In the presence of 1 mM DEPC,
no *S-pPORA import occurred, and import 8%-pSSU,*S-pPORB and®®S-pFD was
reduced by 12, 14, and 8%, respectively, of coméndls measured in mock-incubated assays
lacking DEPC (Fig. 9B and C). These comparably lohibitions excluded the possibility
that TIC55 was a prime target of DEPC. Differenitethe chosen plant species (peasus
barley), experimental conditions used to isolate ghastids and study import (Lubeck et al.,
1996; Reinbothe et al., 1995), and topologies &€58 and PTC52 may account for this
result.

To verify the roles of PTC52 as DEPC target, atstimmeasurements were carried out using
thein vitro-expressed, soluble as well as PTC-bound AtPTCB2-uiPTC52 proteins. Table
2A shows that the wheat germ-translated, solubRTAS52 and HVPTC52 were likewise
sensitive to DEPQn vitro. In either case, the inhibitor dropped the actiid almost
undetectable levels. Similar results were obtaifted®TC complexes containing AtPTC52
and HVPTC52 (Table 2B). This result proved the lmement of His residues in the catalytic
mechanism of PTC52 as Pchlideoxygenase and part of the PTC complex. Most likely
DEPC operated by ethoxyformylating the conservesl tdsidues in PTC52’s Rieske iron-
sulfur cluster (Ohnishi et al., 1994).
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Table 2 Pchlidea-oxygenase activity dh vitro-expressed or PTC-bound PTC52 in barley and
A. thalianachloroplasts

Protochlorophyllidea-Oxygenase Activity

(nkat- mg* PTC52 protein)

A
Barley Arabidopsis
- DEPC + DEPC - DEPC + DEPC
+ Supplements 3.8+0.20 0.10+0.01 4.0+0.2 0.14+0.02
- Supplements n.d. n.d. n.d. n.d.
B
Barley Arabidopsis
- DEPC + DEPC - DEPC + DEPC
+ Supplements 4.2+0.15 0.14+0.01 4.840.25 0.16+0.02
- Supplements 0.42+0.35 n.d. 0.48+0.05 n.d.

Wheat germ-translatedTC52 (A) or PTC complex-bound PTC52 (B) from baide A. thalianawas
used for the activity measurements. The assaysioeut glucose-6-phosphate, NADPH, glucose-6-
phosphate dehydrogenase and differed by the pregersupplements) or absence (- supplements) of
FD and FD:NADPH oxidoreductase (FNR). Pchla® Pchlideb conversion was analyzed by HPLC
as described in Fig. 5. Mean values refer to thrédependent experiments each.
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The data summarized in Table 2B additionally resgalhat conversion of Pchlide to
Pchlideb by the isolated PTC complexes required the samearDthe FD-reducing system
as then vitro-reaction carried out by the soluble AtPTC52 andPTE€52 proteins. However,
low Pchlidea oxygenation was also detectable in the absentleest additives (Table 2B),
suggesting that some of the PTC proteins may qmoresto FD and FNR. Unlike Pchlide
Chlide a and Pheophorbida were not accepted as substrates in all of our,tpatsing the
previously determined stringent substrate spetyfiof HYPTC52 for Pchlidex (Bartsch et
al., 2008).

Identification of Amino Acid Residues Unique to PTG2 Proteins

The recent availability of the complete genomesesferal land plants permitted us to identify
the complete coding regions of PTC52-related pmsteand perform multiple sequence
alignments (MSA) in order to identify amino residuthat distinguish PTC52 from PAO,
TIC55 and CAO and may illuminate the issue of suabstspecificity. The full length proteins
of PTC52, PAO, TIC55 and CAO proteins from two d&cdA. thaliana and Populus
trichocarpg, two monocots@ryza sativaandZea maypsand the mosBhyscomitrella patens
were identified and aligned using CLUSTAI W (Supgpig. 15). In addition, CAO from
Chlamydomonas reinhardtand four related oxygenases from photosynthetatelba were
included. Close inspection of this MSA revealed ifsowithin variable regions of these
proteins that are likely to confer substrate spetyfto the different family members (Supp.
Fig. 15 and Supp. Table 1). The substrate bindaggon is suggested from crystallographic
studies of a related bacterial dioxygnase — napdriea dioxygenase (NDO) from
Pseudomonas putidéKauppi et al., 1998; Karlsson et al., 2003). Thé residues that

coordinate naphthalene are found in the proteirorefpllowing the conserved mononuclear

conducive to the binding of the aromatic substritehe PTC52 clade, 18 residues (of which
7 are aromatic) were identified that are uniquelgserved in this domain and either absent or
less conserved within PAO, TIC55 and CAO familiegy( 10B).
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Figure 10. Identification of uniquely conserved residues ie fpredicted substrate binding site of
PTC52 proteins.

(A) Hydropathy plot of substrate binding region of ridyatene dioxygenase (NDO) from
Pseudomonas putidstrain G7 (Kauppet al., 1998, Karlssoret al., 2003). Hydropathy plots were
determined as described in Fig. 1. The mononudtearbinding motif is highlighted by an orange
box. Residues known to coordinate naphthalene ayglem from crystallographic studies are shown.

(B) Hydropathy plot of predicted substrate binding oegdf PTC52 protein from. thaliana(see also
Supp. Fig. 15) The mononuclear iron binding motif is highlighteg lan orange box and the
thioredoxin target site is highlighted by a bluexb&esidues that are uniquely conserved in the
predicted substrate binding region amongst PTCb&jmrs but not in PAO, TIC55 or CAO proteins
are shown. See Supp. Table 1 for further listingmiserved residues in this region amongst PTC52
related proteins.

The conserved PTC52-specific motif B, L¥Ba/X4SxWxXFP (Supp. Fig. 15), is of particular
note because two amino acid substitutions in #gson @cd1-20S338F andcdl-E2G353R
confer strong mutant phenotypes on the most closdfted protein PAO iA. thaliana
Three other motifs nearer the COOH terminus anthénvicinity of the thioredoxin target
motif were found to be signature motifs for the BPClade in land plants (Motif E LPPxP,
Motif F AXKX3ALEX,LQXiAX.Gx,A and Motif G AVxSXWLx:FxoK). However, the
conservation of these motifs with related cyanadr@ait proteins was not strong enough to
unambiguously assign a PTC52 or PAO function tseh@oteins (Fig. 1 and Supp. Fig. 15).
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Discussion

PTC52 Is an Inner Plastid Envelope Membrane Proteirinvolved in Pchlideb

Synthesis and pPORA Import

In the present work, the role of PTC52 was examinedenetic and biochemical approaches.
A cDNA was isolated for PTC52 &. thalianawhich confirmed that the protein contained
the same Rieske and mononuclear iron binding masifsarley PTC52. In addition, AtPTC52
contains the CxxC motif found in other PTC52, TIGB& PAO sequences. The mononuclear
binding site may complex iron via two His residuasd one carboxylate within the
(ENx2Dx2Hx4H) motif forming a His-1-carboxylate facial triadgnge et al., 1998). The
CxxC motif operates in dark/light regulation anddative control by the thioredoxin system
(Bartsch et al., 2008).

Import and plastid fractionation studies showed &t®TC52 is synthesized as a larger,

~57 kDa precursor which is imported into isolatedldyaandA. thalianachloroplasts and
processed to mature size. The mature 52 kDa pretasrembedded into the inner plastid
envelope membrane presumably via three or framsmembrane segments and interacted
with PTC130, PTC90, PTC/OEP16 and PTC33/TOC33 ttabésh functional PTC
complexes operative in Pchlideoxygenation and pPORA import.

Activity measurements demonstrated that AtPTC52 ldmBTC52 indeed exhibit Pchlide
oxygenase activityn vitro. The reaction catalyzed by AtPTC52 and HvPTC52wise
required FD and a FD-reducing system, comprisin@ Filucose-6-phosphate and glucose-6-
phosphate dehydrogenase, as well as Pchlaled Q. The same co-factor requirements were
found for PTC complexes containing PTC52 from badadA. thalianachloroplasts. Most
likely, FD and FNR supplied electrons for the reattInterestingly, also TIC55, presumably
in conjunction with another TIC protein named TIC&#eracted with FNR and stromal FD
(Kachler et al., 2002). It is intriguing to suppod®t electron chains may be involved in
sensing the redox state of the chloroplast andséidgiprotein import to the respective needs
of photosynthesis and other metabolic processes. ither plastid envelope membrane
contains at least three different TIC subcomplékesshare common and unique components
and accomplish distinct roles in protein import aitbrophyll metabolism (Reinbothe et al.,
2006; Bartsch et al., 2008). PTC52, CAO and TICpértjaps also PAO) are distinctive
components of these complexes (Reinbothe et &16;2Bartsch et al., 2008). Jager-Vottero et
al. (1997) reported the presence of electron cheansprising Fe-S clusters and other iron-

sulfur proteins in isolated envelope membranegpfagh chloroplasts that now may be
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assigned to these complexes.

Substrate Specificity of PTC52 and Related Proteins

The plant non-heme oxygenases CAO and PAO patticipa chlorophyll synthesis and
degradation, respectively. Sequence alignmentshgdcbphilicity profiling (Fig. 1 and Supp.
Fig. 15) suggest that PTC52 is much more closédyae to PAO than CAO and it was therefore
somewhat surprising to find that PTC52 exhibitezhtalytic activity more similar to CAO and
that the enzyme did not accept either Chider Pheophoride as substrates. We sought to
determine whether there are conserved residudsisubstrate binding region of PTC52 and
related non-heme oxygenases that may illuminatesthee of substrate specificity in this family
of enzymes. A substrate binding-domain for thesgteprs is suggested by comparison with
naphthalene dioxygenase (NDO) from the soil bagteRseudomonaand whose structure has
been determined at a resolution of 1.8 A (Kauppilgt1998; Karlsson et al., 2003). The 17
residues that contribute to the topology of thestake pocket of NDO include the mononuclear
motif (N201-V209) and residues extending towaras@OOH motif (F234 to Y358) (Fig. 10).
Amino acid substitutions in the same region areudwnted to affect the substrate range of the
non-heme oxygenase vanillate demethylase fAmmetobacter(Morawski et al., 2000). The
corresponding region in PTC52 lies between the mocdear and CxxC motifs and contains 18
residues (Fig. 1B) that are conserved uniquelgmal lplant PTC52 proteins but not in the closely
related PAO, TIC55 and CAO non-heme oxygenases.alignment of this putative substrate-
binding domain (see also Supp. Fig. 15) revealegrak regions of homology separated by
variable regions 1-3 whose length differs amongerdnt family members. The invariant
residues in the predicted substrate binding remidnde 2 prolines, 2 aspartic acids, 1 arginine,
1 phenylalanine and 1 tryptophan (Supp. Fig. 18p€ther, these residues may help create a
hydrophobic pocket for the substrate. Only the LZrfl L384 residues of PTC52 in the
predicted substrate binding site (Supp. Fig. 1peapto be uniquely conserved in this region
between PTC52 proteins and CAO proteins — othesarord residues are present in either
PAO, which acts on Pheophorbide or TIC55, which has an unknown pigment binding
specificity. Indeed our alignments indicate stranigemology between PTC52 and PAO rather
than CAO. Furthermore it was unclear if the N. d4RA354 and TeP1779 oxygenases from
cyanobacteria were more closely related to plar€@32Tor PAO, suggesting that these plant
proteins evolved more recently from a common aoncdbin CAO. An examination of algal

genomes revealed several PAO and PTC52-like gautethd absence of ESTs to support the
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predicted genes did not allow the unambiguous diseent of PTC52 proteins in those
genomes. Biochemical evidence supports the pres#ra®TC52 function il€hlamydomonas
(Bednarik and Hoober, 1974). In conclusion, we dbabserve a binding/catalytic domain with
more than two residues unique to PTC52 and CAOgbualignment does reveal several amino
acid residues unique to each clade which may hduinvestigated for insights into the

substrate specificity of this group of non-hemegenases.

Role of PTC52 during Plant Development

One of the most remarkable findings of this stuslythe detection of embryo lethality in
Atptc52/Atptc5zhomozygous plants. This result unveils an esdewlia of PTC52 for higher
plants. Our data are reminiscent of observationdenfar other embryo-lethal mutants of

A. thalianathat lack key components of the protein import niaery of the outer and inner
plastid envelope membranes, such as TOC75 and TI@tioc75-IIl andAttic110 (Inaba et
al., 2005; Kovacheva et al., 2005). Both proteiagehestablished roles in import: TOC75 as
hydrophilic membrane channel protein in precursandlocation across the outer envelope
(Hinnah et al., 1997, 2002) and TIC110 as multifiom@al component of the inner envelope
translocase (Kessler and Blobel, 1996; Heins et18P8; Inaba et al., 2003; Balsera et al.,
2008). Other knockout mutants for prominent TOC ahd components were not embryo-
lethal and displayed different phenotypes. For epamAttoc159 mutant plants were
seedling-lethal (Bauer et al., 2000), whereégtoc120 and Attoc130 knockout seedlings
showed no or only weak phenotypes (lvanova et 2004; Kubis et al., 2004). In
combination, howevettocl120andAttoc130double mutants were lethal. Similarly, loss-of-
function mutation in TIC40, a human co-chaperone&PHO-interacting protein (Hip)
homologue (Bédard et al., 2007), and the CLP C-ty8€93 provoked only slight effects on
import, chlorophyll biosynthesis and photosynthgelsig abrogated development when present
at the same time (Chou et al., 2003; Constan e2@04; lvanova et al., 2004; Kovacheva et
al., 2005). Together, these few examples suggestamping roles for some but not all of the
different members of the receptor and chaperondiémof chloroplasts. In contrast to these
results, our data clearly show that the inner espelRieske proteins TIC55, CAO and PAO
were unable to replace PTC52 #itptc52 plants. This result underscores the highly
specialized functions these proteins accomplishindurplastid biogenesis and plant
development.

How can the embryo-lethal phenotypeAdptc52knockout plants be explained?
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Conceptually, embryo lethality may result from dé$ein key structural components and
biochemical pathways needed for proper embryo dpweént or perturbations in respective
key regulatory networks. The fact that PTC52 isabondant protein of the inner envelope
membranes of barley amdl thalianaplastids and has Pchlidgeoxygenase activity seems to
be in favour of a structural and catalytic roleplastid biogenesisA. thalianaand other
angiosperms require a period of transient photbsgis activity during embryo maturation
(Yakovlev and Zhukova, 1980; Medford and SusseX91%yk et al., 1995). Light-driven
water cleavage is thought to provide a mechanisavéoscome the oxygen limitation which is
encountered in the developing seed owing to the iggmermeability of the seed coat
(Borisjuk et al., 2002, 2003). Details of how thHeosynthetic apparatus may be established
during embryogenesis are largely unknown. Modetlisti carried out for somatic carrot
embryos have confirmed the expression of photogyiatiproteins such as the large subunit of
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenaseCB3] a Chl b-containing light-
harvesting protein of photosystem Il, and POR ($&oa et al., 2004). Although no data
have been published whether the dete&@dR transcript encodes a PORA, PORB or PORC
protein (Armstrong et al., 1995; Su et al., 2004tt&#hayak and Tripathy, 2002), it is tempting
to speculate that any imbalance in Pchlide homsisstas evidenced by the experiments
described in Figs. 3 and 4 for heterozygduBTC52-1/Atptc52-Plants, prevents/perturbs
the correct assembly of the photosynthetic appsratuimmature embryos. Just at the
cotyledon stage the embryo begins to establisipliogosynthetic apparatus, and homozygous
AtPtc52-1/Atptc52-Xiliques aborted their embryos precisely at théges. We propose that
the uncontrolled accumulation of free Pchl@enolecules inAtptc52-1embryos provoked
singlet oxygen production and photooxidative darsagacluding cytotoxic effects and

genetic signalling cascades (see Kim et al., 2fi@8geview), that caused cell death.

Evolution of PTC52 and Related Genes in Relation to the Chlorophyll
Biosynthetic Pathway

The detection of Pchlidb in higher plants has been a matter of disputerfore than four
decades (Bogorad, 1967; Shedbalkar et al., 19%eudeann et al., 1999; Reinbothe et al.,
2003a; Kolossov and Rebeiz, 2004; Phillipar et @&007; Pollmann et al., 2007,
Schemenewitz et al., 2007). The Bogorad laborateiginally formulated the concept of a
branched chlorophyll biosynthetic pathway alreadgibning at the stage of Pchlideand
leading to two independent routes of Chli(ide)synthesis (Bogorad, 1967). With the
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identification of Pchliddo andPTC52genes and respective orthologs in different pidoyia
and taxa (Fig. 1, see also Shedbalkar et al., 1B@Inbothe et al., 2003a; Kollosov and
Rebeiz, 2004; Pollmann et al., 2007) and espectaky detection of PTC52’s activity as
Pchlidea oxygenase (Fig. 5 and Table 2), these earliedteesow find some new support.
We propose Pchlidd to have two major roles in plant development: aneembryo
maturation (this study) and one in plant de-etiotatfter seed germination (Reinbothe et al.,
1999), where the pigment could likewise be partgthotoprotective mechanism involving
POR. It remains to be determined if this protectiole underlies the presence of 4 tandem
repeats of the PTC52 gene in the rice genome (Yal.e2002). The detection of RTC52
gene (Fig. 1) and BORgene (Suzuki and Bauer, 1995)3gnechocystisupports the notion
that in primordial plastids PTC52 may have servegarphyrin scavenger that evolved to
sense the partial Ooressure and to control the assembly of the plotbstic membrane
complexes containing POR (Reinbothe et al., 1998b)ine with this notion, mutants of
Synechocystithat lack POR are light-hypersensitive and impuhire normal photosynthetic
function (He et al., 1998). Work is in progressudher study the role of PTC52 homologs in
Synechocystiand higher plants.
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Materials and Methods

Plant Growth

Seeds oA. thalianaecotype Columbia or barleid¢rdeum vulgarev. Carina) were germinated
at 25°C and grown either in complete darkness or undetiramus white light illumination
provided by fluorescent bulbs (50 pE*reec’) for 4-5 days. Under these conditioAs thaliana
seedlings just develop up to the cotyledonary statpereas barley seedlings establish the first

(primary) leaf that accomplishes the role of th/lealons.

Identification of PTC52-Knockout Mutants of A. thaliana

The T-DNA insertion line (SALK _011945) in titPTC52geneg(At4g26560) was identified
in the T-DNA collection of the Salk Institute GenerAnalysisLaboratory (Alonso et al.,
2003). The following primers were used for the PCRBcreening: LBal,
TCAATGGCCTTGTCAGACACAG,; Ptc52-F, TGATTTGCGGGTGATAAGGA; Ptc52-R,
TCCCTGCGAATCAATAGCAACA (Innis et al., 1990). Siligas of AtPTC52/Atptc5dlants
were observed using dissecting microscope, and embryos were inspegiid Nomarski
optics. An independent knock-out line was obtainiedm the Syngenta collection
(Garlic_148 HO05.b.1a.Lb3Fa; identical with SAIL _14&5; Sessions et al., 2002) that

showed basically the same phenotypic properties.

DNA Constructs and Protein Expression

Full-length cDNA encodind. thalianatransit peptide-containing or transit peptide-kesss of
PTC52 (AtpPTC52 and AtPTC52, respectively) beatiega-histidine [(Hig] tags at their
COOH termini were isolated as described (Gray et28l04). cDNA clones encoding the
pPORA and pPORB of barley, the small subunit psaurof ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (SSU) of soybean, precues@dbxin (FD) ofSilene pratensiand the
precursors to LHCII have been detailed elsewheginfiothe et al., 2005, 20067S-Proteins
were synthesized in wheat germ lysates by coupledro transcription/translation or produced
in Escherichia coliand purified via Ni-NTA chromatography to approzi@y 85 %
homogeneity. DNA sequencing used to confirm thaetitdeof the generated clones was carried
out by GATC Biotech AG (Constance, Germany).
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Biocomputational Methods and Sequence Data Sources

Multiple sequence alignments were performed usihgst@l W method with Gonnet 250
residue weights within the Megalign® program (DNAStMadison, WI). Unrooted
phylograms were generated by using the PAUP 4.Qirbgram (Swofford, 2001). The
bootstrap method was performed for 1000 replicatigls a maximum parsimony criterion.
All characters were weighted equally. Starting dreeere obtained by random stepwise
addition and the tree-bisection-reconnection atgoriwas used for branch swapping. Amino
acid sequences of proteins were predicted fromlablai GenBank files and genome
databases (www.phytozome.net and www.maizesequegye.Predicted proteins were
supported in most cases by full length cDNAs and€&nd in a few instances aligned ESTs
were used to correct the predicted protein. Genlfardession numbers are listed below and
where conceptual translation was used the nuckeatmiordinates are also suppliest
(Arabidopsis thalianpCAO (AAD54323), AtPAO (NP_190074.1)AtTIC55 (NP_180055.1),
AtPTC52 (NP_567725.1); Os (Oryza sativa CAO (NP_001065433.1), OsPAO
(EAY88539.1), OsTIC55 (NP_001048363.10, OsPTC52-1 (NM_0010581650; Pp
(Physcomitrella patensCAO-2 (XP_001777722)PpPAO-1(XP_001781796.1)PpTIC55-1
(XP_001772643.1),PpPTC52 (XP_001753171.1);Zm (Zea mays CAO-2 (AC186790
77334..77408, 77636..77878, 77994..78098, 7821048 78596..78743, 79088..79272,
79363..79475, 79571..79865, 79981..80163FmPAO (AAC49678.1), ZmTIC55
(AC186589.3 95605..95211, 95100..94998, 94904.8378ZmPTC52 (AC201906
100194..99500, 99359..99259, 98836..98694, 985I6® 98228..98041, 97936..97678);
N.sp (Nostocsp. PCC 7120) ALR4354 (NP_488394.)sp ALR5007 (NP_489047.1|Np
(Nostoc punctiform@&CC 73102) F1863 (YP_001865463.1¢ (Trichodesmium erythraeum
IMS101) P1779 (ZP_00072570); aynechocystisp. PCC 6803 SLR1747 (NP_441106).
Naphthalene dioxygenase (NahAc) sequence was fRseudomonas putidatrain G7
(JNO644). Proteins frorPopulus trichocarpgPt) were identified using BLAST against the
complete genome (JGI v1.1 at www.phytozome.net ¥3.Be coordinates of these genes are
PtCAO-1 (linkage group V, 11564764..11564841,5803GB03448,
11565753..11565857,11566086..11566361,1156658 667P8,11566834..11567019,11567
142..11567254,11567802..11568096,11568251..1156842PtPAO-1  (Scaffold 163,
245278..244864,244482..244243,244126..243996,24292939,242320..242157,240835..2
40551,240203..239945), PtTIC551 (linkage group XVII,
6507907..6507476,6507175..6507069,6506905..65053a8d) PtPTC52 (linkage group |,
399368..398831,398456..398259,397953..397866,39.8E9608,397433..397242,396688..3



[88]

96492,396417..396156).

Plastid Isolation, Manipulation, and Protein Import

Plastids were isolated from surface-sterilized lesdues by differential centrifugation and
Percoll/sucrose density centrifugation (Reinbotred.e1995). Protein import was studied in

50 pL import mixtures consisting of 25 puL of doublyncentrated import buffer, 10 pL of
Percoll-purified, intact, energy-depleted, re-susigel plastids (30°), and 5 pl of urea-
denatured, radiolabeled precursors (final 0.2 Miwe@ncentration). Mg-ATP and Mg-GTP were
added to the final concentrations indicated in tit (Reinbothe et al., 2004a). For the
experiment described in Fig. 9, the assays werglamented with a solution of DEPC to
provide the final inhibitor concentrations. If neeg doubly-distilled water was added to adjust
the final reaction volume. All assay mixtures wassembled on ice under a dim green safe-
light; the actual import reactions were performe@&°C for 15 min in darkness. Post-import
protease treatment of re-isolated plastids waspedd with thermolysin (Cline et al., 1984).
Salt extraction of membranes was achieved witleeithl M sodium carbonate, pH 11, or 1 M
NaCl (Cline et al., 1984). Plastid fractionatiotoienvelopes, stroma and thylakoids was carried
out according to Li et al. (1991) or Schnell et @994). Protein was precipitated with
trichloroacetic acid (TCA) (5 % (w/v) final conceation) and resolved by SDS-PAGE on

10-20 % (w/v) polyacrylamide gradients (Laemmli,7@® under reducing or non-reducing
conditions (Reinbothe et al., 1990, 2004b). Prexuesxd mature proteins were detected by
autoradiography. Two-dimensional separations, dioly isoelectric focusing in the first
dimension and SDS-PAGE in the second dimensiore warried out according to Scharf and
Nover (1982).

Measurement of PTC52 Activity

PTC52 activity was measured using established gures with either thé vitro-expressed,
wheat germ-translated and purified At/HvpPTC52 AtéivPTC52 proteins or functional PTC
complexes containing PTC52 that had been isolated fletergent-solubilized OM-IM junction
complexes of barley andl. thalianachloroplasts (Reinbothe et al., 2004a; Bartscid.e2008).
Final 50 pL assays contained the following supplasie2 mM Pchlidea, Chlide a or
Pheophorbida, 10 ug of FD (Sigma) and a FD-reducing system |2 glucose-6-phosphate;
1 mM NADPH; 50 milliunits (mU) of glucose-6-phospgbalehydrogenase; 10 milliunits



[89]

(mU) of FD-NADPH-oxidoreductase (FNR) (Sigma)] (nifaetl after Oster et al., 2000, and
Pruzinska et al., 2003). Final PTC52 protein cotregions forin vitro-activity measurements
were 60-100 pg/mL. Activity measurements with Plmeopide a (Reinbothe et al., 2006;
Bartsch et al., 2008) included vitro-expressed red chlorophyll catabolite reductaseQRC
from A. thaliana(Pruzinska et al., 2003).

Pigment Measurements

Pigments were extracted with 100 % acetone contaiil % DEPC and separated by HPLC on
a C18 reverse phase silica gel column (ShandongeidiypODS, 5 pm), using synthetic
Pchlidesa andb as references (Reinbothe et al., 2003a, 2003gmett identification and
guantification were made at 455 nm, using a photteliarray detector. Mass spectroscopy of
HPLC-separated pigments was performed by matriist@sslaser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry (Voyager DE STR Biodpmuetry Work Station, Foster City,
CA). As reference, 10 pg of Pchlidevas mixed with terthiophene (used as matrix) dis=ml

in acetone.

Crosslinking

Treatment of chloroplasts bearing import88-pPORA with dithibis(succinidyl propionate)
(DSP), processing of the plastids, and subsequenthrane solubilization were essentially as
described by Libeck et al. (1996).

Immunological Techniques

Immunoprecipitation and co-precipitation were @irout according to Wiedmann et al. (1987),
using the antisera specified in the text. Westédoitibg was done according to Towbin et al.
(1979), using anti-rabbit, anti-goat, alkaline pblustase-based or enhanced

chemiluminescence (ECL)-based (Amersham-Pharmdetaktion systems.
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Supp. Fig. 11.Expression o HCB1 andPTC52transcripts during greening 8tPTC52-1/Atptc52-1
and wild-type seedlings and in mature plants.

(A) Seeds were grown in the dark for 4 days and sulesgly exposed to white light for the indicated
periods. MRNA was isolated and separated on agaelse After blotting, filter-bound RNAs were
hybridized with . HCB1 probe. As control, a replicate filter was hybratizwith a 25S rRNA probe.

(B), as in(A), but showing the expression BTC52transcripts and 25S rRNA in flowers (F), leaves
(L) and roots (R) of 6 weeks-oltPTC52-1/Atptc52-and wild-type plants.

(C), as in(A), but depicting the expression profile BTC52and ACTIN transcripts amongst total
RNA during greening of 5-days-oltPTC52-1/Atptc52-and wild-type seedlings.
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PSLRI LNTKP RFRCSFSNPS

STNSPPEPEA LFEPGSDKFD
VAVWADRNEKQW KVNVDDTCPHR
KLI PQAPPDG PPVHTFKQAC
KPPY! PELED PSFTKLMG\R
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Supp. Fig. 12.Predicted amino acid sequence of the At4g25656 geyduct.

The Rieske centre binding motif (CxEdx/xH) and mononuclear iron binding (MDxs4HX) motif
are in bold face. The asterisk marks the potemi@hvage site for a chloroplast transit peptide.
Predictedransmembrane domains are overlined.
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Supp. Fig. 13.Production of AtPTC52-(Hig)containing complexes in chloroplasts.

(A) Dose-response curve showing the release of thegendus PTC52 protein from pre-existing PTC
complexesrersusthe concentration of added AtPTC52-(Hls)

(B) Western blot analysis of PTC52-containing compéexsing envelope protein extracts prepared at
10 pM (lane 2, corresponding to d in A), 100 pMn@a3, corresponding to ¢ in A), 1 nM (lane 4,
corresponding to b in A) and 2.5 nM (lane 5, cgroggling to a in A) concentrations of AtPTC52-
(His)s. Lanes 1 and 6 show respective AtPTC52-@¢sid HYPTC52 input standards. The same blot
was successively developed with antisera agaies(Hiis), tag (left panel) and PTC52 (right panel).
Note the differential reactivity of the used amtegsand antigens. The gel used was a non-denaturing
polyacrlyamide gel (1).

1. Reinbothe, S., Krauspe, R., Parthier, B. (1990}i&apurification and characterization of
MRNAs for chloroplast and cytoplasmic aminoacyl-tRBynthetases froreuglena gracilis
J. Plant Physiol137, 81-87.
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Supp. Fig. 14 Size exclusion chromatography to determine thei#T C52-containing complexes.

AtPTC52-(His}-containing complexes were established with 2.5 lem@f AtpPTC52-(Hig) as
described in Supp. Fig. 13, lane 2) and purifiedIbNTA chromatography from solubilized OM-IM
junction complexes. Then, the proteins and comglédo@und to AtPTC52-(His)were subjected to
size exclusion chromatography on a Superose 6 col(themenewitz et al., 2007). PTC52-
containing complexes were detected by SDS-PAGEVdastern blotting using (Hig) (solid line) or
PTC52-specific antisera (dotted line). Migratiomadlecular mass standards is indicated.
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Supplemental Figure 15 (continued on next page).

> Variable region I - Rieske iron-binding motif
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Variable region 2
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Predicted substrate binding region
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Supplemental Figure 15 continued.

Motif C PxWx,Hx D Motif D Dx . F/Y ,RxW

- Predicted substrate binding region =

— 5 ~)
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Pp TIC55-1 I3l =T TSYTV J{e)sM &) JiBA -0 HADLVKKNL =~ PLVG Gm VYFSLK 445
N. sp ALR5007 T B LE-WYRQKVIQMMQQAAGQQKHIERLIK== DES§GSSLPFYQET 356
At CAO MEHIREIFRIEQ L‘LEDLFLVI GOQERIIMNEINE- — - e mm e e e e LY DKLG"-:'RYR WRNEXTH EEEEE - 529
0s CARO EMHII % FIAEK ﬁDLRLVI lelola) 20M I8 C AN SRR :ﬁu "%DKLGE!‘(R PATE====a== R 528
Pp CAO-2 IKYiRe (LAUT €E DL RLV elelelalslM 334G AN SRR i VLAY DKLG VR YRE WR Un) AL 554

Motif E LPPxP Motif F AXKx ALEX,LQxX,AX,GX,A
< Predicted substrate binding region Thioredoxin motif < Variable region 3
1 1
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< Variable region 3 >
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Sup. Fig. 15Amino acidresidues conserved amongst different PTC52 refatateins from lant
plants.

Multiple sequence alignments of PTC52, PAO, TICB8 €AO proteins from land plan
(Arabidopsis thaliana AtPopulus trichocarpa F, Oryza sativa Os, Zea mays . andPhyscomitrella
patens Pp Sequences from two related dioxygenases of umkrionction fromNostocspecies PCC
7120 are also included. Sequences are alignedtfreffirst residue conserved in all proteins ant
sequences are shown from an original alient of 25 proteins including 5 land plants andel
photosynthetic bacteria. Residues and motifs cergdeaimongst all proteins are shown in |
amongst the PTC52, PAO, and TIC55 subclades irgeraand amongst the PTC52 and F
subclades in blue. Resids and motifs conserved uniquely within the PTC&#8e are shown i
green, the PAO clade in purple, the TIC55 cladgréy and the CAO clade in brown. Conser
residues in the thioredoxin motif, which is onlegent in the PTC52, PAO and TIC55 fans, are
highlighted in pink. The two leucine residues uriguconserved between PTC52 and CAO are st
with a green asterisk. Motifs of known and unkndwmctions are delineated by horizontal lit
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Supplementary Table 1 Conserved residues in predicted substrate birgtngains of
PTC52 related plant proteins

PTC52* PTC52 PAO

PTC52*PTC52 PAO

PTC52*PTC52 PAO

PAO* alone aloneg PAO* alone alone PAO* alone alone
TIC55* TIC55* TIC55*
CAO CAO CAO
E241 F337 S326 _ L3885
N242 F327 H386 Q381
V247 C/N 339 N328 'E389
S248 | o 1340 R390 K385
E D245* X |P341 F387
T |P246* % V342 M331 L388
X A247 S251  P344 G396
Z |H248 G345 D398
| V249 1253 S347 N400
A252 R348 N399
H253 S338 W400 Y403
H258 W351 V340 K405
K259 C341 T407
V260 S342 F408
T261 P354 A344 T409
G262 _R355 P407
R266 _N356 ‘T408
P273 F347 Q412
S277 Q348 A413
G278 F349 D411
w280 P352 R415
G285* G353 F416
F286 A355 L418
N286 W356 Fa417
1292 W357 R418
> F297 Q358 W420
O |A/P 299 P366* L424
o |P300 W368* _W431
% C/V 301 E365 L440
X Y301 H371* P441
K305 W367 P442
K311 T368 T/S 443
L312 S369 V448
P313 _N375 L449
1314 Y373 K451
Q318 D379 R452
K319 S380 G375 M454
W320 D381 L455
L335 1324 1378
C325 V379




[108]



[109]

Three thioredoxin targets in the inner envelope
membrane of chloroplasts function in protein import

and chlorophyll metabolism

Sandra Bartsch, Julie Monnet, Kristina Selbachnéoese Quigley, John Gray,
Diter von Wettstein, Steffen Reinbothe, and Chaisti Reinbothe

Proceedings of the National Academy of Sciences USA (2008) Vol. 105,
pp. 4933-4938
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5  Summary

Higher plants contain a large superfamily of nombeoxygenases sharing the same
conserved Rieske and mononuclear iron binding desndflembers of this family comprise
the inner plastid envelope translocon protein TjcpBeophorbidea oxygenase (PAO),
chlorophyllidea oxygenase (CAO), choline monooxygenase (CMO), ar® kDa protein
(PTC52) associated with the precursor NADPH:pratmaphyllide (Pchlide) oxidoreductase
A (pPORA) translocon. Previous experiments havevshinat the expression of theCAO
cDNA in the cyanobacteriundynechocystiswhich does not contain @AO gene in its
genome, gave rise not only to Chlorophyl{IChl b), but also to low levels of Pchlide Pulse
labeling experiments using the isolated PTC compled the Pchlide precursor 5-amino-
levulinic acid (5-ALA) have shown that PTC52 opesmatas Pchlidea oxygenase in the
production of Pchlidé.

PTC52 and CAO were further investigated with regardheir catalytic properties, plastid
sublocalisation and physiological significance.

The coupledin vitro transcription/translation ofArabidopsis CAO (AtCAO and PTC52
(AtPTC52 cDNAs in a wheat germ lysate led to the productaf catalytically active
proteins. The CAO protein converted Chlidéo Chlideb, but displayed only little activity
with Pchlidea. In contrast, PTC52 catalyzed Pchlideto Pchlideb conversionin vitro
(Reinbothe et al., 2006; Bartsch et al., submittedf publication).

In barley andArabidopsis cotyledons, the import of pPORA requires Pchli@riring
membrane passage, pPORA interacts with the componeinthe PTC complex and
establishes junction complexes between the ouwdirarer plastid-envelope membranes. An
association of CAO with such pPORA containing camwpk would be indicative of
redundant roles of CAO and PTC8HA. vitro protein import and fractionation experiments
were conducted to detect the plastid sublocalinadioCAO and PTC52 and to analyze their
role in the regulated import of different precurpooteins Reinbothe et al., 2006; Bartsch
et al., submitted for publication). CAO, which is synthesized as a larger precursor,
imported into the intermembrane space via the gémeotein import machinery comprising
Tocl59, Toc75, and Toc34. After import and progegswe showed CAO to be an intrinsic
protein of the inner envelope and thylakoid memébsarof barley andArabidopsis
chloroplasts, tethered to the lipid bilayers bheitonen-helix or3-sheet. CAO imported into
the plastid inner envelope also interacted with4WjcTic22, and Tic20 and established a

novel Tic subcomplexReinbothe et al., 2006 To test the involvement of CAO in the
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import of Chlb-containing LHC proteinsin vitro import experiments were done with the
Chlorina mutantchl-3 that lacks functionaCAO gene and fails to accumulate Ghiund
LHC proteins. With isolatea¢h1-3 chloroplasts the import of pLhcbl (the precursothe
LHCII apoprotein) and pLhcb4 (the precursor to tG®29 apoprotein) was virtually
undetectable, a result which was also confirmedirng course analyse®éinbothe et al.,
2009.

For PTC52 a similar, though distinct, function inetPchlide-dependent plastid import
pathway of pPORA was proposed. Import and plastittionation studies showed that
PTC52 is synthesized as a larges,/ kDa precursor which is imported into isolatedlda
and Arabidopsischloroplasts and processed to mature size. We eshdlae mature 52 kDa
protein to be an intrinsic membrane protein of iteer plastid envelope interacting with
PTC130, PTC90, PTC16/0epl6 and PTC33/Toc33, fornainfyinctional protein import
complex (PTC complex). During the substrate-depenuteport pathway of pPORA, PTC52
catalyzes the oxygenation of Pchl@artsch et al., submitted for publication).

DEPC operates by ethoxyformylating the conserves ridsidues of the Rieske iron-sulfur
cluster. The effect of different DEPC-concentrasiamm the import capability of plastids was
analyzed with different precursor proteins. At I@EPC concentrations (1, 5, 50 uM) only
the import of pPORA was inhibited, whereas in tmespnce of 1 mM DEPC no pPORA
import occurred, and translocation of Tic55 impgubstrates was reduced by approximately
10 %. This result proved the involvement of Hisidass in the catalytic mechanism of
PTC52 as Pchlida oxygenase and part of the PTC complBar{sch et al., submitted for
publication).

To demonstrate the physiological significance of CBZ two PTC52knockout-lines
(SALK 011945 and SAIL_148.HC5) were used. We derrated that loss-of-function
mutations in théArabidopsisPTC52gene gave rise to an embryo-lethal phenotype. iBeca
of this lethality heterozygouatPTC52/Atptc5dlants (SALK _011945) were utilized to gain
insights into the role of PTC5ih planta HeterozygousAtPTC52/Atptc52eedlings were
more sensitive to illumination than wild-type planan observation that could be explained
by lower amounts of light-harvesting POR-PchlideHAP) complexes in the prolamellar
bodies of etioplasts from\tPTC52/Atptc52versus wild-type plants. Pigment analyses by
HPLC identified both Pchlida and Pchlidd in wild-type seedlings and unveiled a change in
their relative proportions towards Pchlidein AtPTC52/Atptc52seedlings. These changes
correlated with decreases in normal Chl accumuiatm altered Chb-to-Chl a ratio and a

reduction of LHCII levels during the early hoursgréening. In etiolateAtPTC52/Atptc52
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seedlings which had been exposed to white lightty B®OR proteins were below the limit of
detection, while only PORA was reduced in amountwiid-type plants.In vitro-import
experiments displayed=00 % reduction in uptake 6fS-pPORA but not o*S-pPORB and
a 40-50 % inhibition of>S-pLhcb1 import inAtPTC52/Atptc5&ersus wild-type chloroplasts
(Bartsch et al., submitted for publication). In vivo AtPTC52/Atptc5Xeedlings show the
same effects during greening, which may be undedstwhen recalling that pLhcbl import
requires Chlidé (Reinbothe et al., 2006

Thioredoxins (Trxs) are small redox-active proteioatalyzing two successive one-electron
transfer reactions. The catalytic mechanism requithe formation of a transient
heterodisulfide bond between the reduced Trx amdakidized protein (often containing
redox-sensitive C(xL pairs) before complete reduction of the targedulfide. Affinity
purification procedures take advantage of the faat mutation in one of the redox-active
cysteins in the Trx active site stabilizes the raliyntransient heterodisulfide, thereby
covalently linking the target protein to Trx vidband that can be cleaved by DTT.

Using this approach we identified Tic55, PTC52 &#f&D as novel Trx targets in the inner
plastid envelope membrane of chloroplag&ar{sch et al., 2008. Aside from the presence of
conserved Rieske- and [2Fe-2S]-clusters theseipsothare a CxxC motif at73 aa from
their COOH-terminal end. To test whether the attiof PTC52 and PAO of barley may be
sensitive to regulation by Trx, activity measuretsewere performed in the presence or
absence of stromal Trixand Trxm. The experimental data suggested that both psotaisy
undergo reversible oxidation/reduction reactionsoliving redox-active protein SH-groups
that in turn affect their activities, the reducednfi being more active than the oxidized form.
When mutant forms of Tic55, PTC52 or PAO, contagnam Ala residue in place of the first
or second Cys residue in the CxxC motif, were imted with stromal extract of barley
chloroplasts, both Trxs could be found. These tesshiowed that Tic55, PTC52, and PAO
had no preference with regard to either Tior Trx m. We assumed that Trx could regulate
the activity of the three Rieske-type Fe-S-protémeesponse to light-dark regulation and/or
oxidative stress. To test this hypothesis we coetpdhein vitro import capability of the
Tic/Toc complex, the CAO associated Tic compl®eifbothe et al., 200p and the PTC
complex Bartsch et al., submitted for publication) in tigrina d12chloroplasts isolated from
light grown plants and from plants that had bedfteshto a dark period or a nonpermissive
dark to light shift before plastid isolation. Weufal that Tic55, PTC52, and PAO were

sensitive to oxidative control and were inactivatede-illuminatedtigrina d12 plants. No
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CxxC motif is present in CAO, which does not regpam either the thioredoxin system or

oxidative stress.
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6  Zusammenfassung

Hoher entwickelte Pflanzen enthalten eine groReeBamilie von non-Ham Oxygenasen,
deren Mitglieder Uber identische, konservierte Reesind mononukleare Bindungsdomanen
verfugen. Diese Familie umfasst das Transloconelrader inneren Plastidenhtlle Tic55,
Pheophorbid a Oxygenase (PAO), Chlorophyllida Oxygenase (CAQO), Cholin
Monooxygenase (CMO) und ein 52 kDa schweres Pr¢iiiC52), welches in Assoziation
mit dem Prakursor NADPH:Protochlorophyllid (Pchlidpxidoreduktase A (pPORA)
Translocon vorliegt. Friihere Experimente zeigtassddie Expression vexitCAO cDNA im
CyanobakteriunBynechocystjsvelches in seinem Genom kedAO-Gen enthalt, nicht nur
zur Bildung von Chlorophylb (Chl b), sondern auch von geringen Mengen an Pdhlid
fuhrte. Pulse labeling Experimente mit dem isolierten PTC-Komplex und dé&whlid
Prakursor 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) zeigten, d&SEC52 bei der Bildung von Pchil
als Pchlida Oxygenase agiert.

In dieser Arbeit sollten katalytische Eigenschafteplastidare Sublokalisation und
physiologische Bedeutung von PTC52 und CAO nahtarsacht werden.

Die gekoppelten vitro Transkription/Translation voArabidopsisCAO (AtCAO und PTC52
(AtPTC52 cDNAs im Translationssystem aus Weizenkeimen téifzur Bildung von
katalytisch aktiven Proteinen. Das CAO-Protein weted Chlid a in Chlid b um, zeigte
jedoch gegentber Pchladnur eine geringe Aktivitat. Im Gegensatz dazu lyatarte PTC52
in vitro die Umwandlung von Pchlid zu Pchlidb (Reinbothe et al., 2006; Bartsch et al.,
eingereicht zur Publikation).

In Kotyledonen von Gerste umdrabidopsisist der Import von pPORA von Pchlid abhangig.
Wahrend der Membran-Passage interagiert pPORA mmgbnenten des PTC-Komplexes
und bildet dabei sogjynctiort-Komplexe zwischen aufierer und innerer PlastiddehBine
Anlagerung von CAO an solche pPORA enthaltenden lexen konnte auf Uberlappende
Funktionen von CAO und PTC52 hindeuten. Mit Hilfenvin-Vitro-Protein-Import- und
Fraktionierungsexperimenten sollte die plastidawl&alisation von CAO und PTC52
detektiert und deren Bedeutung beim reguliertenolnperschiedener Vorstufenproteine
analysiert werdenReinbothe et al., 2006; Bartsch et al., eingereiclgur Publikation).
CAO, das als groRReres Prakursor-Protein synthetisied, wird durch die Standard-Protein-
Import-Maschinerie, bestehend aus Tocl159, Toc75TwuwB4, in den Intermembran-Raum
importiert. Im Anschluss an den Import und die Pssierung identifizierten wir CAO als
intrinsisches Protein der inneren Hille und der |akgid-Membranen von Gerste- und
ArabidopsisChloroplasten, gebunden an die Lipid-Doppelschectttveder durch eine
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o-Helix oder ein-Faltblatt. Nach dem Import in die innere Plastiid@ie interagierte CAO
mit Tic40, Tic22 und Tic20 und bildete einen neuBn-Subkomplex Reinbothe et al.,
2006. Um die Beteiligung von CAO am Import von (tkenthaltenden LHC-Proteinen zu
analysieren, wurdenlin-vitro-Import-Experimente mit derChlorina Mutanten chl-3
durchgefuhrtdie kein funktionellesCAO-Gen besitzt und weder Chlnoch LHC-Proteine
akkumuliert. Mit isoliertench1-3Chloroplasten war kein Import von pLhcbl (= Praaur
des LHCII-Apoproteins) bzw. pLhcb4 (= Préakursor d&329-Apoproteins) erkennbar, was
auch im Rahmen vontigne cours&Analysen bestétigt werden konntdinbothe et al.,
2009.

Fur PTC52 wurde eine ahnliche, jedoch unterschukdliFunktion beim Pchlid-abhéangigen
plastidaren Import von pPORA vorgeschlagen. Wiedrypund plastidare Fraktionierungs-
analysen zeigten, wird PTC52 als groRReres, ca. Ba kchweres Vorstufenprotein
synthetisiert, in isolierte Gerste- bzwArabidopsisChloroplasten importiert und zur
endgultigen GroRe prozessiert. Wir identifiziertdas reife, 52 kDa schwere Protein als
intrinsisches Membranprotein der inneren Plastiddeh wo es mit PTC130, PTC90,
PTC16/0Oepl6 und PTC33/Toc33 interagierte und eifarktionellen Protein-Import-
Komplex (PTC-Komplex) bildete. Wahrend des subabh#ingigen Imports von pPORA
katalysiert PTC52 die Oxygenierung von Pchhkd (Bartsch et al., eingereicht zur
Publikation).

DEPC agiert, indem es konservierte His-Reste inskid-e-S-Cluster ethoxyformyliert. Der
Einfluss verschiedener DEPC-Konzentrationen aufidigort-Kapazitat von Plastiden wurde
mit unterschiedlichen Prékursor-Proteinen analysié/édhrend bei geringen DEPC-
Konzentrationen (1, 5, 50 uM) allein der Import v@®ORA inhibiert war, war in
Anwesenheit von 1 mM DEPC kein pPORA-Import naclslvar, wohingegen hier die
Translokation von Tic55-Import-Substraten nur umX& % verringert war. Dieses Ergebnis
bestétigte die Beteiligung der His-Reste am kataliien Mechanismus von PTC52 als
Pchlid a Oxygenase und Teil des PTC-Komplexd3arfsch et al., eingereicht zur
Publikation).

Um die physiologische Bedeutung von PTC52 zu untérsn, wurden zwePTC52
knockout-Linien (SALK_011945 und SAIL_148.HC5) vemdet. Wir zeigten, dassss-of-
functionMutationen imArabidopsisPTC52Gen zu einem embryoletalen Phanotyp fuhrten.
Auf Grund dieser Letalitat wurden heterozygdt®TC52/Atptc5Pflanzen (SALK _011945)
verwendet, um die Bedeutung von PTCH2 planta zu analysieren. Heterozygote

AtPTC52/Atptc5XKeimlinge waren empfindlicher gegentber einer @wling als Wildtyp-
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Pflanzen, was durch die geringeren Mengen kght;harvesting POR-Pchlid (LHPP) —
Komplexen im Prolamellarkérper von Etioplasten &tBTC52/Atptc52 versus Wildtyp-
Pflanzen erklarbar war. Durch Pigmentanalysen mitt#PLC konnte sowohl Pchlid als
auch Pchlidb in Wildtyp-Keimlingen identifiziert werden, wobeleren relative Anteile in
AtPTC52/Atptc5Pflanzen in Richtung Pchlid verschoben waren. Diese Veranderungen
gingen mit einem Ruckgang der normalen Chl-Akkuriiohg einem veranderten

Chl b/Chl a-Verhéltnis und einer Verringerung der LHCII-Mengeréhrend des friihen
Ergrinens einher. In etiolierteAtPTC52/Atptc5Keimlingen, die Weil3-Licht ausgesetzt
waren, lagen die Mengen beider POR-Proteine unégr @ktektionsgrenze, wahrend in
Wildtyp-Pflanzen allein die Menge an PORA reduziesr. In-Vitro-Import-Experimente
zeigten einen ca. 90%igen Riickgang der Aufnahme3&pPORA, jedoch nicht von
®S.pPORB, und eine ca. 40-50%ige Inhibierung dé%S-pLhcbl-Imports in
AtPTC52/Atptc52 versus Wildtyp-Chloroplasten Bértsch et al., eingereicht zur
Publikation). In vivo zeigtenAtPTC52/Atptc5XKeimlinge wahrend des Ergrinens dieselben
Effekte, was durch die Abh&ngigkeit des pLhcbl-Inpeon Chlidb erklart werden konnte
(Reinbothe et al., 2008%

Thioredoxine (Trxs) sind kleine, redox-aktive P& die zwei aufeinander folgende Ein-
Elektron-Transfer-Reaktionen katalysieren. Ihr Kkdischer Mechanismus erfordert die
Bildung einer transienten Heterodisulfid-Bindungiseten reduziertem Trx und oxidiertem
Protein (welches oft redox-sensitive G&)Paare enthélt) bevor das Target-Disulfid komplett
reduziert wird. Die Affinitatschromatographie nutizé Tatsache, dass eine Mutation in einem
der redox-aktiven Cysteine der Trx-aktiven Seieermbhrmalerweise transiente Heterodisulfid-
Bindung stabilisiert, wodurch das Target-Proteivdtent an Trx gebunden wird und durch
DTT wieder davon abspaltbar ist.

Mittels dieser Technik identifizierten wird Tic58,TC52 und PAO als neue Trx-Targets in
der inneren PlastidenhilleBdrtsch et al., 2008. Abgesehen von der Anwesenheit
konservierter Rieske- und [2Fe-2S]-Cluster weiseseal Proteine ein CxxC-Motiv auf, das
ca. 73 AS von deren COOH-Terminus entfernt ist. kimanalysieren, ob die Aktivitdt von
PTC52 und PAO aus Gerste sensitiv gegentber eiegul®ion durch Trx ist, wurden
Aktivitatsmessungen in An- bzw. Abwesenheit vostalem Trxf und Trxm durchgefihrt.
Die experimentellen Ergebnisse lassen darauf $tdnie dass beide Proteine reversiblen
Oxidations/Reduktionsvorgéangen, vermittelt durathoseaktive SH-Gruppen, unterliegen, die

deren Aktivitaten beeinflussen, wobei die reduri&orm eine hohere Aktivitat aufweist
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als die oxidierte Form. Bei der Inkubation mutaritermen von Tic55, PTC52 bzw. PAO, die
einen Ala-Rest anstelle des ersten bzw. zweitenR&gtes im CxxC-Motiv enthielten, mit
Stroma-Extrakt aus Gerste-Chloroplasten konntedeb&rx-Formen detektiert werden. Diese
Ergebnisse zeigten, dass Tic55, PTC52 und PAO Keémwiebe fur Trxf bzw. Trx m
aufwiesen. Wir stellten die Hypothese auf, dass diexAktivitat der drei Rieske-Typ Fe-S-
Proteine als Reaktion auf die Licht-Dunkel-Regualatund/oder oxidativen Stress regulieren
kénnte. Um dies zu verifizieren, verglichen wir t¢ieVitro-Import-Kapazitaten des Tic/Toc-
Komplexes, des mit CAO-assoziierten Tic-Komplexesifbothe et al., 200bund des PTC-
Komplexes Bartsch et al., eingereicht zur Publikatior) in tigrina d12— Chloroplasten, die
aus Pflanzen stammten, die entweder unter kontirahiem Weil3-Licht angezogen oder vor
der Plastiden-Isolierung verdunkelt bzw. einem Dakikcht-Shift unterworfen worden
waren. Wir konnten zeigen, dass Tic55, PTC52 un® RBAnsitiv gegeniber einer oxidativen
Kontrolle reagierten und in wiederbelichtetiggrina d12 — Pflanzen inaktiv waren. In CAO
ist kein CxxC-Motiv vorhanden, so dass CAO weddrdas Thioredoxin-System noch auf
oxidativen Stress reagiert.
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7 Eigenanteil der Arbeiten in den Artikeln/Manuskripten

A role for chlorophyllide a oxygenase in the regulated import and

stabilization of light-harvesting chlorophyll a/b proteins.

Reinbothe, C., Bartsch, S., Eggink, L.L., HoobeK, JBrusslan, J., Andrade-Paz, R., Monnet,
J., Reinbothe, S. (2006)
Proc. Natl. Acad. Sci. USP03(2006), 4777-4782

- In-Vitro-Expression von CAO

- Charakterisierung von Protein-Import-Komplexen (Rging dieser Komplexe und
Analyse von deren Zusammensetzung bzw. ihre Charsigrung durchVestern-Blot

Analysen)
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A protochlorophyllide (Pchlide) a oxygenase involved in plastid import of
NADPH:Pchlide oxidoreductase (POR) A is essentiabf plant viability.

Bartsch, S., Saksou, J., Yang, M., Gray, J., RosSig Bolling, L., Reinbothe, C., and
Reinbothe, S.
Einreichung steht bevor ilant Physiology.

- Isolation von verschiedeneKnockoutMutanten desPTC52Gens, Charakterisierung
dieser Mutanten auf genetischer Ebene (Bestimmuerg TdDNA-Insertionsstelle im

Genom [Genotyping, Sequenzierung der PCR-Produgtejthern-BlotAnalyse)

- Charakterisierung ausgewahlteptc52-knockouMutanten auf molekularer und
biochemischer Ebene:
Northern und WesterrBlot-Analysen, Bestimmung der Pigmentgehalte uramid

Untersuchungen zur Fahigkeit, unter verschiedenehmtlhedingungen zu ergriinen
- Klonierung dePTC52Gens in verschiedene Expressionsvektoren

- Protein-Expression im Translationssystem aus We&&eren und in Bakterien sowie

Reinigung (Anreicherung) der gebildeten ProteiseGiundlage zur

- Bestimmung der katalytischen Aktivitat
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Three thioredoxin targets in the inner envelope mefrane of chloroplasts
function in protein import and chlorophyll metaboli sm.

Bartsch, S., Monnet, J., Selbach, K., Quigley,Gtay, J., von Wettstein, D., Reinbothe, S.,
Reinbothe, C.

Proc. Natl. Acad. Sci. USP05(2008), 4933-4938

- Klonierung der Gene fur PTC52 und PAO in geeigfeteressionsvektoren

- Isolation von Pigmenten zur Untersuchung der Aidiwon PTC52/PAO

- In-Vitro-Expression von Proteinen (PTC52 und PAO) und Bwesting ihrer

enzymatischen Aktivitat
- Untersuchungen zum Proteinimport (Gelelektrophscée Analyse von Importstudien)

- RNA-Isolation undNorthern-BlotAnalysen zum Vergleich der Transkriptmengen bzw.
Expressionsmuster vdiT C52undPAO unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

- Proteinextraktion undVestern-BlotAnalysen zur Bestimmung der Unterschiede in der
Proteinakkumulation von PTC52 und PAO unter veeddnen Wachstumsbedingungen
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8  Anhang

I n vitro-mutagenesis of
NADPH:protochlorophyllide oxidoreductase B:
two distinctive protochlorophyllide binding

sites participate in enzyme catalysis and

assembly

Christiane Reinbothe, Frank Buhr, Sandra BartstdireCDesvignes,
Francoise Quigley, Hélene Pesey, Steffen Reinbothe

Molecular Genetics and Genomics (2006), Vol. 275,
pp. 540-552
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Eigenanteill

Reinbothe, C., Buhr, F., Bartsch, S., Desvignes,(igley, F., Pesey, H., Reinbothe, S.
(2006) In vitro-mutagenesis of NADPH:protochlorophyllide oxidorethse B: Two
distinctive protochlorophyllide binding sites paipiate in enzyme catalysis and assembly.
Mol. Gen. Genomic875, 540-552

- Extraktion von Proteinen aus isolierten Organellen Wildtyp- und PORB-defizienten-
Pflanzen

- Analyse von Marker-Proteinen in diesen Extraktem @inarakterisierung der PORB

KnockoutMutante

- Pigmentisolation im Rahmen der Bestimmung der igasghen Aktivitdit von PORB-

Mutanten-Proteinen, die durth-Vitro-Mutagenese hergestellt wurden
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