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1. Zusammenfassung

Das Glycine Cleavage System (GCS) ist ein filir alle Eukaryoten essentielles
Multienzymsystem. In Mitochondrien pflanzlicher Mesophyllzellen stellt es bis zu 30 % der
16slichen Matrixproteine dar, liegt jedoch in autotrophen Prokaryoten und in heterotrophem
Pflanzengewebe in sehr viel geringerer Konzentration vor. Das GCS besteht aus insgesamt
vier Proteinen, die kurz als P-, L-, T- und H-Protein bezeichnet werden. Mit Ausnahme des
H-Proteins sind alle enzymatisch aktiv. Das GCS katalysiert in Kooperation mit der Serin-
Hydroxymethyltransferase die reversible Umwandlung von zwei Molekiilen Glycin zu einem
Molekiil Serin und ist somit Teil der Photorespiration in Pflanzen und Cyanobakterien sowie
des Cl-Metabolismus in allen Organismen. Die hohe Proteinkonzentration in pflanzlichen
Blattmitochondrien ermdglicht eine Komplexbildung der einzelnen Proteine des GCS zum
sogenannten Glycindecarboxylase-Komplex (GDC), die wiederum die Enzymaktivitit
beeinflusst. Der GDC ist in vitro instabil, so dass es bis heute nicht gelungen ist einen stabilen
Komplex zu isolieren und zu analysieren. Bisherige Untersuchungen verweisen auf eine
mogliche Stochiometrie von 2P,:1L,:9T:27H (L- und P-Protein liegen als Dimere vor, T- und
H-Protein als Monomere). Die Komplexbildung scheint eine Besonderheit des GCS der
Mitochondrien in photosynthetisierenden Pflanzenzellen zu sein und wurde in heterotrophem
Pflanzengewebe und in anderen Organismen bisher nicht nachgewiesen. Deshalb stellt sich
die Frage nach der funktionellen Bedeutung der strukturellen Assoziation der vier GCS-

Proteine in Blattmitochondrien.

Die Klirung dieser Frage wurde auf zwei Ebenen versucht. Zum einen wurden die
homologen, rekombinanten GCS-Proteine des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803
und zum anderen der Stromaextrakt aus Blattmitochondrien untersucht. Mittels verschiedener
Methoden wie Ultrafiltration und Grdéfenausschlusschromatographie wurde nachgewiesen,
dass aus rekombinanten GCS Proteinen des Cyanobakteriums Synechocystis ein enzymatisch
aktiver Komplex rekonstruiert werden konnte. Dessen Stochiometrie wurde anhand der
aufgetrennten Proteinuntereinheiten abgeschitzt und betrdgt ca. 2L,:6T:1P,:52H. Quantitative
Proteomanalysen ermdglichten eine prizise Untersuchung der Stochiometrie des GCS in
verschiedenen hoheren Pflanzen. Unsere Untersuchungen ergaben fiir Pflanzen eine nahezu
iibereinstimmende Stochiometrie von 1L,:8T:4P,:20H (Arabidopsis  thaliana) bzw.
1L,:8T:4P,:28H (Pisum sativum). Damit ist der P-Protein-Anteil im GCS zweimal hoher als
in fritheren Arbeiten angenommen und die Menge an H-Protein variiert ebenfalls. Daraus

ergibt sich eine GroBe des GDC aus Pflanzen von 1,5 bzw. 1,6 MDa. Diese entspricht nahezu
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der GroB3e des in vitro bei hoher Proteinkonzentration rekonstruierten Synechocystis-GDC mit

ca. 1,3 MDa, trotz der unterschiedlichen Stéchiometrie

Die mittels Ultrafiltration konzentrierten GCS-Proteine aus Pisum sativum zeigen eine
geringere Glycin-abhingige Enzymaktivitdt als der wungefilterte Matrixextrakt aus
Mitochondrien, was moglicherweise auf die Entfernung eines niedermolekularen Faktors
zuriickzufiihren ist. Weiterhin ist die spezifische Enzymaktivitit dieser Proteine bei
Proteinkonzentrationen oberhalb 0,05 mg ml”', wo das Vorliegen eines GDC angenommen
wird, nahezu konstant, steigt aber unterhalb 0,05 mg ml™ deutlich an. Dieses Ergebnis deutet
an, dass, im Gegensatz zur vorherrschenden Meinung, Komplexbildung bei hohen

GCS-Konzentrationen nicht zu einer hoheren Enzymaktivitit des GCS fiihrt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich trotz leicht unterschiedlicher Stochiometrie die
rekombinanten Synechocystis Proteine grundsitzlich als Modell fiir Struktur-Funktions-
Analysen des GCS eignen. Bei hohen Konzentrationen bilden sie wie die pflanzlichen
Matrixproteine einen wenn auch instabilen Komplex. Mit diesem methodischen Fortschritt
konnen die rekombinanten cyanobakteriellen GCS-Proteine als Modell fiir zukiinftige

Struktur-Funktions-Analysen des pflanzlichen GCS-Multienzymsystems eingesetzt werden.
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2. Einleitung

2.1. Das Glycine Cleavage System

Sagers und Gunsalus (1961) waren die Ersten, die einen Tetrahydrofolat- und Pyridoxal-5-
Phosphat-abhingige Abbau von Glycin beschrieben. Thre Untersuchungen am anaeroben
Bakterium Diplococcus glycinophilus zeigten die Bildung von CO; und Ammonium, wenn
dem Wachstumsmedium Glycin zugegeben wurde. Die dafiir notwendigen Proteine wurden
seither vielfach untersucht und gemeinsam als Glycine Cleavage System (GCS) beschrieben.
Es handelt sich dabei um ein fiir Eukaryoten und viele Prokaryoten essentielles
Multienzymsystem (Engel et al. 2007; Kikuchi et al. 2008). In der Literatur sind nur wenige
Organismen beschrieben, in denen nicht alle Teilreaktionen des GCS erforderlich sind: das
Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 (Hagemann et al. 2005), das Proteobakterium
Sphingobium sp. strain SYK-6 (Harada et al. 2017) sowie die einzelligen Parasiten
Plasmodium berghei (Varadarajan et al. 2014) und Trichomonas vaginalis (Nyvltova et al.
2016).

Die vier Proteine des GCS sind in Eukaryoten kerncodiert (Day et al. 1985), werden im
Zytosol synthetisiert (Walker und Oliver 1986b) und anschlieBend in das Mitochondrium
importiert (Bourguignon et al. 1992; Bourguignon et al. 1993; Kim und Oliver 1990; Turner
et al. 1992). Bei der oxidativen Decarboxylierung von Glycin werden unter Verwendung des
Cofaktors Tetrahydrofolat (THF) die Produkte Methylentetrahydrofolat (CH,-THF), CO,, und
NH; gebildet. Dariiber hinaus wird unter Verbrauch von NAD" der fiir die Oxidation des
Glycins bendtigte Dithiolan-Ring proteingebundener Liponséure regeneriert (siche Abbildung
1). Die Gesamtreaktion ist prinzipiell reversibel und die beteiligten Proteine lose mit der
mitochondrialen Matrix assoziiert (Motokawa und Kikuchi 1971). Zusammen mit der
Reaktion der Serin-Hydroxymethyltransferase (SHMT) und eines weiteren Glycin-Molekiils

entsteht in der oxidativen Richtung Serin.
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SHMT

Abbildung 1: Reaktionszyklus der Oxidation von Glycin durch das GCS und die Bildung von
Serin in Zusammenhang mit der SHMT.

Die Reaktionen des GCS und der SHMT wandeln zwei Molekiile Glycin in ein Molekiil Serin um.
Dabei werden CO, und NH; freigesetzt sowie NAD" zu NADH reduziert. P: P-Protein; H: H-Protein;
T: T-Protein; L:L-Protein; SHMT: Serin-Hydroxymethyltransferase, THF: Tetrahydrofolat,
CH,-THF: Methylentetrahydrofolat. Die Erlduterung der einzelnen Schritte und Nummerierungen sind
im Text erklart (#).

Die grofite Untereinheit des GCS und das Eingangsenzym der oxidativen Decarboxylierung
von Glycin ist das P-Protein (Dimer, ca. 210 kDa; EC 1.4.4.2). Dieses Protein gehdrt zu der
Gruppe der Oxidoreduktasen und verwendet neben Glycin auch lipoyliertes H-Protein als
Substrat. Dabei bildet der Cofaktor Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) mit Glycin eine Verbindung
iiber eine Schiffsche Base wobei die a-Carboxylgruppe als CO, freigesetzt wird (Abbildung 1
(#1)) (Pares et al. 1994). Die verbleibende Aminomethylengruppe wird als
Reaktionsintermediat auf oxidierte Liponsdure iibertragen, die als prosthetische Gruppe des
H-Proteins fungiert (#2). Das P-Protein selbst liegt bei Eukaryoten und einer Reihe von
Prokaryoten als o, Homodimer (siehe Abbildung 3A) vor (Flaveria pringlei Bauwe et al.
1995; Synechocystis sp. PCC 6803 (hiernach Synechocystis) Hasse et al. 2010; Escherichia
coli Okamura-lkeda et al. 1993; Pisum sativum Turner et al. 1992). In Synechocystis konnte
die Regulation des P-Proteins bereits detailliert beschrieben werden. Dort bildet der

972

hochkonservierte Cysteinrest Cys” '~ des C-Terminus eine Disulfidbriicke mit dem ebenfalls
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konservierten Cys®> und verschlieBt so das aktive Zentrum unter oxidierenden Bindungen.
Unter reduzierenden Bedingungen wird diese Disulfidbriicke getrennt. Das aktive Zentrum
liegt frei und nach der Bindung von PLP kann Glycin decarboxyliert werden (Hasse et al.
2013). Das ca. 14 bis 18 kDa groB3e H-Protein (Abbildung 2 und 3B) kann als Mono- und
Dimer vorliegen (Oliver 1994). An das Apoprotein wird im Mitochondrium (Fujiwara et al.
1990) a-Liponsdure an den konservierten Lys®- (P. sativum, MacHerel et al. 1990) bzw.
Lys”’-Rest (Huhn, Fujiwara et al. 1986) als prosthetische Gruppe gebunden, sodass ein
funktionsfdhiges Holoprotein entsteht. Diese Cg-Fettsdure wird mittels einer Amidbindung
mit dem Protein verkniipft. Dafiir wird zundchst mittels Lipoat-Protein Ligase oder
Octanoyltransferase ein Lipoyl- bzw. Octanoylrest auf das H-Apoprotein ilibertragen. Im Fall
der Octanoyliibertragung werden dann zwei Schwefelatome mittels Lipoylsynthase eingefiigt
(Ewald et al. 2014). Diese Disulfidbindung ist anschlieBend in der Lage
Reaktionsintermediate des GCS zu binden und zwischen den einzelnen Enzymen weiter zu
geben (Oliver 1994). Im reduzierten und oxidierten Zustand (Abbildung 2A und C) ist der
Liponsdurerest frei beweglich (Cohen-Addad et al. 1997). Nach der Decarboxylierung von
Glycin durch das P-Protein wird die verbliebene Aminomethylengruppe an das distale
Schwefelatom gebunden (Abbildung 1 (#2)). Das aminomethylierte H-Protein kann mittels
Ionenaustauschchromatographie von den weiteren H-Protein-Varianten getrennt werden
(Neuburger et al. 1991). Die Aminomethylierung des H-Proteins fithrt zu einer
Konformationsénderung, in deren Folge der Liponsédurerest durch
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen in das Protein eingelagert
wird (Ser'?, Asp”” Glu'*, Tle”’, Ala’', Leu® und Ala/Thr®, siehe Abbildung 2B). Dadurch
wird eine spontane Freisetzung von NHj verhindert (Cohen-Addad et al. 1995; Nakai et al.
2003; Pares et al. 1995). Diese Verbindung wird erst wihrend des nidchsten Reaktionsschrittes
durch die Interaktion des H-Proteins mit dem T-Protein geldst, wodurch der Liponsdurerest
mit dem gebundenen Aminomethylenrest an die Oberfliche des H-Proteins verlagert und fiir

das T-Protein zugénglich wird (Fujiwara et al. 1984; Guilhaudis et al. 2000).
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Abbildung 2: Strukturen der verschiedenen Formen des H-Proteins.

A: Oxidierte Form (H,y), B: Aminomethylierte Form (H,,), C: Reduzierte Form (H,.q) (Cohen-Addad
et al. 1995; Abbildung modifiziert nach Douce et al. 2001). Die Bindung der Aminomethylen-Gruppe
an die Prosthetische Gruppe fiihrt durch Strukturinderungen des H-Proteins zur Einlagerung des
modifizierten Liponsdurerestes.

Das T-Protein (EC 2.1.2.10) ist eine ca. 40 kDa grole Aminomethyltransferase mit nicht-
kovalent gebundenem THF als Cofaktor (Bourguignon et al. 1993, Abbildung 3D). Durch
THF ist das T-Protein mit der SHMT-Reaktion gekoppelt und die Metabolisierung von Glycin
zu Serin ist moglich. Nach der Aminomethylierung des H-Proteins durch das P-Protein wird
der Methylenrest (CH;) vom H-Protein mittels des T-Proteins auf THF iibertragen und
Ammonium freigesetzt (Abbildung 1 (#3)). Die Thiolgruppe des lipoylierten H-Proteins wird
dadurch reduziert. Das entstandene CH,-THF wird von der SHMT genutzt, um die aktive
Methylengruppe auf ein weiteres Glycin-Molekiil zu iibertragen, wodurch Serin entsteht
(Abbildung 1 (#4)). Die Bindung des Sauerstoff-sensitiven THF an das T-Protein oder die
SHMT verhindert dessen Oxidation (Rebeille et al. 1994; Reed und Archer 1980). Das H-
Protein ist wihrend der Reaktion sowohl Substrat als auch Reaktionspartner des T-Proteins.
Zusitzlich dazu stabilisiert die physische Interaktion das T-Protein, da es in Abwesenheit des

H-Proteins in vitro zur Aggregation neigt (Guilhaudis et al. 2000).

Das L-Protein (EC 1.8.1.4) ist das dritte Enzym des GCS und gleichzeitig die E3-Untereinheit
der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH), der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase und der Branched-
chain a-Ketoacid Dehydrogenase (Bourguignon et al. 1992; 1996). Daraus resultiert eine
essentielle Funktion des L-Proteins fiir den gesamten Stoffwechsel. Das Protein liegt als ca.
100 kDa Homodimer (Abbildung 3C) vor, mit nicht-kovalent gebundenem
Flavinadenindinukleotid (FAD) als Cofaktor. Innerhalb des GCS schlieBt es den katalytischen

Zyklus der oxidativen Decarboxylierung von Glycin, indem es die Thiolgruppe des
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lipoylierten H-Proteins unter Bildung von FADH, reoxidiert (Abbildung 1 (#5)). Der an
FADH, gebundene Wasserstoff fiihrt im Anschluss zur Reduktion von NAD".

A | B

Abbildung 3: Ubersicht der verfiigbaren Kristallstrukturen der einzelnen GCS-Proteine.

A: P-Protein aus Synechocystis - pdb 4LHC (Hasse et al. 2013); B: H-Protein aus Pisum sativum —
pdb 1THTP (Cohen-Addad et al. 1995); C: L-Protein aus Pisum sativum - pdb 1DXL (Faure et al.
2000); D: T-Protein aus Escherichia coli - pdb 1VLO (Okamura-lkeda et al. 2010). Die Skala dient
jeweils fiir beide angrenzenden Strukturen (50 A: P- und L-Protein, 20 A H- und T-Protein). Die
Darstellungen der Strukturen wurden mit dem Programm Chimera erstellt.

Fiir Escherichia coli (E. coli) (Okamura-lkeda et al. 1993) und Bacillus subtilis (Mandal et al.
2004) konnte gezeigt werden, dass drei GCS-Komponenten (P-, T- und H-Protein)
polycistronisch transkribiert werden. Im Unterschied dazu liegen im Gram-positiven
Bodenbakterium Streptomyces griseus nur das H- und T-Protein in einem Operon vor. Die
Regulation der Translation erfolgt hier iiber einen glycine riboswitch in der 5’UTR der mRNA

des HT-Operons und des P-Protein Gens. Dieser Mechanismus erlaubt eine verstirkte
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Bildung dieser Proteine bei erhohten Glycinmengen, um toxische Konzentrationen von Glycin

in der Zelle zu vermeiden (Tezuka und Ohnishi 2014).

2.1.1. Das Glycine Cleavage System in Pflanzen

Wie in allen Eukaryoten ist auch das pflanzliche GCS in Mitochondrien lokalisiert
(Neuburger et al. 1986). Die 16slichen mitochondrialen Matrixproteine bestehen zu ca. 30 %
aus GCS-Proteinen (Oliver et al. 1990b). Diese hohe Proteinkonzentration fiihrt zu einem
Glycin zu Serin Umsatz von bis zu 1200 nmol mg” min™' und einer CO,-Abgabe, die bis zu

fiinffach hoher ist als die des Tricarbonsdurezyklus (TCA) (Douce et al. 2001).

In Pflanzen reprédsentieren das GCS und die SHMT die mitochondriale Komponenten des
photorespiratorischen Zyklus (zusammengefasst in Bauwe et al. 2010). Dieser
Stoffwechselweg baut das fiir die Zelle toxische 2-Phosphoglykolat ab (2-PG) (Anderson
1971; Hall et al. 1987; Kelly und Latzko 1976), das durch die Oxygenase-Reaktion der
Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) entsteht. In mehreren
Reaktionsschritten, die sich iiber drei Kompartimente der Zelle (Chloroplasten, Peroxisomen,
Mitochondrien) und das Zytosol (Bauwe et al. 2010; Timm et al. 2008) verteilen, wird aus
zwel Molekiilen 2-PG ein Molekiil 3-Phosphoglycerat generiert und so als C3-Einheit dem
Stoffwechsel wieder zur Verfligung gestellt. Die Photorespiration wurde lange Zeit als
verschwenderisch bezeichnet (Wingler et al. 2000), da sowohl vorher fixiertes CO, wieder

freigesetzt als auch Reduktionsdquivalente verbraucht werden.

Dennoch riickt die Optimierung der Photorespiration in den letzten Jahren zunehmend
erfolgreich in den Fokus der Pflanzenziichtung, da sich hier ein groBles Potential zur
Verbesserung des Pflanzenwachstums bietet (Weber und Bauwe 2013). Neben den Ansédtzen
zur synthetischen Verdnderung des photorespiratorischen Stoffwechsels (South et al. 2019)
konnte auch gezeigt werden, dass durch die Uberexpression des nativen H- bzw. L-Proteins
eine erhohte photorespiratorische Kapazitit entsteht und dies einen positiven Effekt auf die
Photosyntheseleistung und das pflanzliche Wachstum ausiibt (Lopez-Calcagno et al. 2018;
Timm et al. 2012; Timm et al. 2015).

2.1.2. Das Glycine Cleavage System in Synechocystis sp. PCC 6803

Uber das GCS aus Synechocystis ist aus der Literatur nur sehr wenig bekannt. Eisenhut et al.
(2008) konnten zeigen, dass der photorespiratorische Abbau von 2-PG auch fiir
Cyanobakterien essentiell ist. Das Modellcyanobakterium Synechocystis besitzt insgesamt

drei Stoffwechselwege (Eisenhut et al. 2008), um das durch die Oxygenase-Reaktion der
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RubisCO entstandene toxische 2-PG abzubauen. Es wird entweder decarboxyliert oder mittels
des C2-Zykluses bzw. des Glycerat-Weges in 3-Phosphoglycerat umgewandelt. Der C2-
Zyklus gleicht dabei dem photorespiratorischen Stoffwechselweg aus Pflanzen und beinhaltet
ein funktionelles GCS mit allen vier Proteinen. Dieses wurde im Gegensatz zum pflanzlichen
GCS als nicht essentiell beschrieben, da z. B. die Deletion des T-Proteins (S110171, ca.
40 kDa) keine Verdnderung im Wachstum oder der Photosyntheserate der Cyanobakterien
zeigte. Nur das interne Verhiltnis zwischen Glycin und Serin war zum Glycin verschoben

(Hagemann et al. 2005).

Einzelstudien zu den vier Proteinen des GCS aus Cyanobakterien sind ebenfalls selten. Das L-
Protein (SIr1096, ca. 100 kDa) wurde auf Grund seiner gleichzeitigen Funktion innerhalb der
PDH als essentiell identifiziert und als membrangebundes Homodimer beschrieben (Engels et
al. 1997; Engels und Pistorius 1997). Das cyanobakterielle L-Protein enthdlt wie das
pflanzliche Protein FAD als Cofaktor. Die Untersuchungen des P-Proteins (S1r0293, ca. 200
kDa) erfolgten in erster Linie mittels des rekombinanten Proteins. Es wurde fiir Synechocystis
als redox-reguliertes Homodimer mit PLP als Cofaktor beschrieben. Lipoyliertes H-Protein
(S1r0879, ca. 14 kDa) sowie Glycin dienen auch hier als Substrate (Hasse et al. 2007; 2013).
Mit Hilfe des Symechocystis P-Proteins gelang es erstmalig die Kristallstruktur des
homodimeren Enzyms zu generieren (Abbildung 3A) (Hasse et al. 2010). Auf Grund der
Funktions- und Strukturdhnlichkeiten zum pflanzlichen GCS scheint das System aus

Synechocystis ortholog zu diesem zu sein (Kern et al. 2011).

Die Organisation der GCS-Gene im Genom von Synechocystis ist unabhingig, d.h. sie werden
nicht in einem Operon transkribiert. Darin unterscheidet Synechocystis sich z. B. von dem
Heterocysten-bildendem Cyanobakterium Anabaena (oder auch Nostoc) sp. PCC 7120. Dort
sind die Gene fiir das P-, T- und H-Protein in einem gemeinsamen Operon angeordnet

(all4607, all4608, all4609).

2.1.3. Das Glycine Cleavage System im Menschen

Fehlfunktionen des GCS sind im Menschen an verschiedenen Krankheitsbildern beteiligt. Fiir
den menschlichen Stoffwechsel ist Glycin keine essentielle Aminosdure, da sie u. a. aus Serin
und Threonin gebildet werden kann. Fiir den Katabolismus von Glycin ist das GCS jedoch
essentiell. Eine Fehlfunktion des GCS fiihrt zur Akkumulation von Glycin in
Korperfliissigkeiten und -gewebe wie z. B. dem Gehirn. Daraus resultiert das Krankheitsbild
der nicht-ketotischen Hyperglycindmie (NKH). Dabei handelt es sich um eine autosomal-

rezessive Erbkrankheit, die bereits in den ersten Lebensstunden zu Lethargie,
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Muskelhypotonie und Atemstillstand fithren kann (van Hove et al. 1993). Bei ca. 30 % der
Patienten fiihrt NKH bereits in den ersten drei Tagen nach der Geburt zum Tod (Kure et al.
2006). Der Grund fiir die Akkumulation von Glycin sind Punktmutationen in
Proteinuntereinheiten des GCS und eine daraus resultierende verringerte enzymatische
Aktivitit beim Glycinabbau. In ca. 80 % der Fille ist das Gen des P-Proteins mutiert und in
ca. 20 % das des T-Proteins (Kure et al. 2006). Hiraga et al. (1981) beschrieben dariiber

hinaus einen Fall von NKH, der durch die Fehlfunktion des H-Proteins hervorgerufen wurde.

Weiterhin scheint der GCS bei der Krebsentstehung im menschlichen Korper beteiligt zu sein.
Zhang et al. (2012) zeigten zum Beispiel, dass tumor-initiierende Zellen nicht-kleinzelliger
Lungenkarzinome eine erhohte Expression des P-Proteins aufweisen. Zusammen mit dem
Stammzellfaktor LIN28B ist das P-Protein fiir das Wachstum und die Tumorgenese der
initiierenden Zellen verantwortlich. Durch den knock down des P-Proteins mittels shRNA
(smallhairpin RNA) konnte das Wachstum der initiierenden Zellen signifikant verringert

werden. Die Autoren erhoffen sich daraus einen neuen Ansatz fiir die Krebstherapie.

Kiirzlich wurde zudem ecine Studie verdffentlich, die eine Korrelation zwischen einer

Fehlfunktion des GCS und dem Auftreten von Schizophrenie zeigt (Yoshikawa et al. 2018).

2.2, Die Komplexbildung des Glycine Cleavage System

Die ersten Hinweise auf die Bildung eines instabilen Komplexes der GCS-Proteine wurden
von Hiraga et al. (1972) verdffentlicht. Dabei handelte es sich um GCS-Proteine aus
Lebermitochondrien des Huhns. Die Autoren beschrieben, dass nach der
GroBenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) in derselben
Fraktion sowohl die Synthese als auch der Abbau von Glycin sowie der Glycin-"*CO,-
Austausch gemessen werden konnte. Da diese Fraktion vor der Katalase als Markerprotein
(ca. 240 kDa) eluierte, wurde geschlussfolgert, dass die GCS-Proteine aus
Hiithnermitochondrien als Komplex (ca. 280 kDa) vorliegen miissten. Weitere Studien zur
Komplexbildung wurden spéter in erster Linie mit GCS-Proteinen aus Blattmitochondrien

durchgefiihrt.

2.2.1. Physische Interaktion der GCS-Proteine aus Erbsen-Mitochondrien

Eine erste Teilcharakterisierung der Komplexbildung der pflanzlichen GCS-Proteine wurde
1983 publiziert (Sarojini und Oliver). Durch die Féllung des Matrixextraktes mit Aceton
gelang es den Autoren eine Fraktion mit allen GCS-Proteinen zu isolieren, die in der Lage

war markiertes Glycin aus NaHMCOg, NH," und nicht-markiertem Serin zu generieren.
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Obwohl nicht bewiesen wurde, dass die Proteine dafiir in einem Komplex assoziiert waren,
wurde zumindest auf eine starke Bindung des H- und P-Proteins geschlossen, da keine

Stimulierung der Reaktion durch zusitzliche Liponsaure erfolgte.

Die Assoziation aller vier pflanzlichen GCS-Proteine wurde von Neuburger et al. (1986)
nachgewiesen. Mit Hilfe einer XM-300 Diaflow Membran (Ausschlussgréfe: 300 kDa)
konnten alle vier Proteine akkumuliert werden und zeigten bei Anwesenheit von PLP und
THF eine Oxidation von Glycin unter Bildung von NADH und Serin. Aus letzterem wurde,
wie auch fiir die Reaktion in Vertebraten, eine weitere Assoziation des GCS mit der SHMT
geschlussfolgert. Die Komplexbildung fand nur bei einer geringen lonenkonzentration und
einem neutralen pH-Wert statt, wodurch die Bindung des H-Proteins an die GCS-Enzyme
gefordert wird (Neuburger et al. 1986). Des Weiteren mussten die Cofaktoren (PLP und THF)
in gesidttigten Mengen vorhanden sein. Als weitere essentielle Voraussetzung fiir die
Komplexbildung stellte sich die Proteinkonzentration heraus. Dies wurde von Walker und
Oliver (1986a) postuliert und mit Hilfe eines Verdiinnungsexperimentes bestétigt (Neuburger
et al. 1986). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Menge an H-Protein, die auf einer
Membran mit 300 kDa als AusschlussgroBe verbleibt, mit sinkender absoluter
Proteinkonzentration abnimmt. Uber einer Proteinkonzentration von 0,25 mg ml™ verblieben
ca. 90 % des H-Proteins oberhalb der Membran und mit sinkender Proteinkonzentration nahm
auch der im Retentat verbleibende Anteil an H-Protein kontinuierlich ab. Unklar blieb, ob die
Konzentration an GCS-Proteinen oder die Gesamtkonzentration an mitochondrialen
Matrixproteinen dabei entscheidend war. Mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) wurde fiir diesen Komplex eine Stochiometrie von 2P,:1L,:9T:27H; (1o =
Monomer/Dimer) publiziert. Dies hat ein auf die Monomere bezogenes Verhéltnis von
4P:2L:9T:27H zur Folge und fiihrt zu einer Grofe des Komplexes von ca. 1,3 MDa (Oliver et
al. 1990a; Oliver et al. 1990b). Fiir das pflanzliche System etablierte sich auf Grund der
Komplexbildung auch der Name Glycindecarboxylase-Komplex (GDC).

Bisher ist es nicht gelungen einen intakten GDC aus pflanzlichem Gewebe zu isolieren. Diese
Ergebnisse werden durch die ComplexomeMap der Arabidopsis thaliana GCS-Proteine aus
Abbildung 4 unterstiitzt (Senkler et al. 2017). Keines der GCS-Proteine ist mit Hilfe der Blue-
Native-Methode in einem héher-molekularen Bereich als 200 kDa zu finden, mit Ausnahme
einer sehr geringen Menge T- und P-Protein bei 300 kDa (). Die von oben nach unten nach
der ProteingroBBe geordnete heatmap zeigt jedoch, dass das H-Protein sowohl in Hohe des P-

als auch des T-Proteins verstdrkt vorhanden ist (dunkelblaue Markierung). Auch in Héhe der
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hochsten L-Protein Menge zeigt sich eine erhohte Menge an H-Protein, wenn auch geringer
als fiir P und T. Dies konnte auf eine Assoziation dieser Proteine als Sub-Komplexe bzw.

Enzym-Substrat-Komplexe hindeuten (siche 2.2.2).

-
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Abbildung 4: Heatmap der Verteilung der Arabidopsis thaliana GCS-Proteine in einer Blue
Native-PAGE.

Die ComplexomeMap (https://complexomemap.de/; Stand 14.06.2019) wird vom Institut fiir
Pflanzengenetik von Prof. Dr. H. P. Braun der Leibniz Universitdt Hannover zur Verfligung gestellt.
Dafiir wurden die mitochondrialen Proteine mittels einer Blue Native-PAGE aufgetrennt und
anschliefend mittels nicht-markierter quantitativer Proteomanalyse identifiziert (Senkler et al. 2017).
P-Protein - AT4G33010; L-Protein - AT1G48030; T-Protein - AT1G11860; H-Protein - AT2G35370

2.2.2. Sub-Komplexe der einzelnen GCS-Untereinheiten
Fine direkte Assoziation zwischen einzelnen Proteinen des GCS wurde bisher in erster Linie

zwischen den enzymatisch aktiven Proteinen und dem H-Protein beschrieben.

Die aus Mitochondrien vom Huhn isolierten P- und H-Proteine sind in der Lage eine relativ
stabile 1:1 Interaktion einzugehen, die mittels Gelfiltration und
Dichtegradientenzentrifugation gezeigt werden konnte (Hiraga und Kikuchi 1980). Die
Interaktionsflichen beider Proteine konnte von Nakai et al. (2005) in dem Gram-negativen
Eubakterium Thermus thermophilus HB8 nachgewiesen werden. Die Erkennungsregion am
P-Protein ist positiv geladen und beinhaltet eine ca. 18 A tiefe Spalte fiir die Aufnahme des
Liponsdurerestes des H-Proteins. Am H-Protein handelt es sich um eine negativ geladene
Region nahe der prosthetischen Gruppe (Region II), in der die Aminosiuren Asp> und Asp®’

hoch konserviert vorliegen (Nakai et al. 2003).

In derselben Arbeit wurde auch die Interaktionsregion am H-Protein fiir die Verbindung mit
dem T-Protein beschrieben (RegionI; Glu® und Asp®’). Diese Interaktion ist auch fiir
Proteine beschrieben, die aus Lebermitochondrien des Huhns isoliert wurden (Okamura-lkeda
et al. 1982). Dort sind das H- und T-Protein in der Lage einen stabilen 1:1-Komplex zu
bilden. Dies wurde 1997 von Cohen-Addad et al. mittels small angle X-ray scattering

43

bestitigt. Die Interaktion erfolgt zwischen dem Lys*™ des T-Proteins und Asp® des
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H-Proteins (Okamura-Ikeda et al. 1999). Zusitzlich konnte das Arg®” des T-Proteins als
essentielle ~ Aminosdure fir die Verbindung identifiziert ~werden, da sie
Wasserstoffbriickenbindungen mit drei Aminoséduren (Glu®', Ser®” und Val®®) des H-Proteins

eingeht (Okamura-Ikeda et al. 2010).

Im Vergleich zum HP- und HT-Subkomplex scheint eine stabile Interaktion zwischen dem H-
und L-Protein nicht denkbar. Im reduzierten Zustand ist der Liponsdurerest (abgesehen von
der Bindung am Lys63) nicht definiert am H-Protein verankert. Eine Interaktion mit dem
aktiven Zentrum des L-Proteins ist deshalb nur mdglich, wenn die prosthetische Gruppe um
90° rotiert wird. Dies macht eine stabile Interaktion unwahrscheinlich (Faure et al. 2000) und
wird durch die biochemische Charakterisierung dieser Interaktion zusétzlich unterstiitzt

(Neuburger et al. 2000).

Zusitzlich zu diesen Interaktionen konnte mittels GroBenausschlusschromatographie eine
Verbindung des L- und P-Proteins und iiber Dichtegradientenzentrifugation eine Interaktion
des P-, T- und H-Proteins aus Lebermitochondrien des Huhns gezeigt werden (Hiraga et al.

1972).

2.3. Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse des GCS aus Synechocystis sp. PCC 6803
als Modell fiir in vitro Analysen zur Komplexbildung des pflanzlichen GDC. Das aus
rekombinanten Proteinen rekonstruierte Modell sollte die Untersuchungen zu Struktur-
Funktions-Beziehungen des GCS/GDC ermdoglichen, da es bis heute weder gelungen ist einen
aktiven GDC aus Pflanzen zu isolieren noch die pflanzlichen Proteine in enzymatisch aktiver

Form rekombinant zu gewinnen.

Zusitzlich dazu sollten erste Hinweise auf die Stochiometrie des moglichen cyanobakteriellen
Komplexes gesammelt werden, um in Zusammenhang mit der Analyse der pflanzlichen
Stochiometrie das Vorliegen eines einheitlichen Komplexes in phototrophen Organismen zu

iiberpriifen.

Die anteilige biochemische Charakterisierung des Multienzymkomplexes aus P. sativum

sollte abschliefend das Verstindnis dessen instabiler Komplexbildung erweitern.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders vermerkt, entsprachen die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien dem
analytischen Reinheitsgrad und wurden von folgenden Firmen bezogen: Applichem
(Darmstadt), BioRad Laboratories GmbH (Miinchen), Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH
(Karlsruhe), Invitrogen (Leck, NL), Fermentas (St. Leon Rot), PeqLab (Erlangen), Promega
(Madison, USA), QIAGEN (Hilden), Sigma-Aldrich (Steinheim), Sigma (Taufkirchen).

Die Verbrauchsmaterialien wurden bezogen von: Biometra (Gottingen), BioRad Laboratories
GmbH (Miinchen), Eppendorf (Hamburg), Serva (Heidelberg), Sorvall (Bad Homburg),
Sartorius (Gottingen), GE Healthcare (Little Chalfont, UK), Invitrogen (Kalifornien, USA).

3.1.2. DNA- und Proteinstandards

Tabelle 1: Verwendete DNA- und Proteinstandards

Grofienstandard Hersteller
1 kB Marker Fermentas
Unstained Protein Molekular Weight Marker Fermentas

SERVA Native Marker Liquid Mix fiir BN/CN

Serva Electrophoresis

3.1.3. Antikorper

Tabelle 2: Verwendeten Antikorper

Antikorper Organismus Hersteller Verdiinnung
H-Protein Flaveria trinervia Kopriva et al. 1996 1:500 (gereinigt)
T-Protein Synechocystis sp. PCC 6803 (D}?r\ll‘;(I{IS Biotechnologie 1:2000
T-Protein Arabidopsis thaliana Bioscience 1:2000
L-Protein Arabidopsis thaliana Bioscience 1:1000 (gereinigt)
P-Protein Synechocystis sp. PCC 6803  Seqlab 1:1000
P-Protein Pisum sativum - 1:3000

SHMT Solanum tuberosum Bioscience 1:500 (gereinigt)
Liponséure - Calbiochem 1:1000
Anti-His-HRP - Miltenyi Biotec 1:10.000
Anti-Rabbit Kaninchen BioRad 1:5000

IgG-HRP
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3.14. Oligonukleotide

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide zur Plasmidherstellung

Primer Sequenz 5¢->3¢ Konstrukt
5110171 BamHI fw GGATCCGTGGCCAAT CTTTTCCCTG T-Protein in
slI0171EcoRI rev GAATTCTTAACGAGGTTTTTGCTCGG pET-Duet-1
slr1096.Xhol fw CTCGAGATGAGTCAGGATTTT L-Protein in
slr1096EcoRI1 rev GAATTCTTAAACCGCCCGTTT pBAD-HisA
slr1096Munl fw CAATTGATGAGTCAGGATTTTGATTACGAT L-Protein in
slr1096Xhol rev CTCGAGAACCGCCCGTTTATACGCTTCGTC pET-Duet-1
sIr0293 BamHI fw GGATCCAATGCCCAACCTAGAGCCCGCCGT P-Protein in
sIr0293 Pst] rev CTGCAGCTATCCTTCCTTATAAGCCTCCAT pACYCDuet-1
slr0879Ndel fw CATATGATGGAACTGGAACATCCTGACGAT H-Protein in
slr0879Xhol rev CTCGAGATCTCCCGTCTCTAGGGTGGCGCG pACYCDuet-1
sIr0293Xhol fw CTCGAGATGCCCAACCTAGAG P-Protein in
sIr0293 Pvull rev CAGCTGCTATCCTTCCTTATA pBAD-HisA
slr0879Ndel fw CATATGGAACTGGAACATCCGGACGATCTGTAT  H-Protein in
slr0879BamHI rev GGATCCCTAATCGCCCGTCTCCAGGGTGGC pET28a

Die Expressionsstimme fiir s/70293-pBAD-HisA, s//1096-pBAD-HisA und s/r0879-pET28a
wurden bereits von Dr. Dirk Hasse generiert und sind hier nur der Vollstandigkeit halber
aufgefiihrt. Die Vektorkarten und einzelnen Klonierungsnachweise fiir die innerhalb dieser
Arbeit erstellten Expressionsstimme (s/70879-s/r0293-pACYCDuet-1 und s//0171-s/r1096-
pET-Duet-1) befinden sich im Anhang 7.1.

3.1.5. Apparaturen, Gerite und Zubehor

Tabelle 4: Verwendete Geriite und Apparaturen

Gerit/Apparatur Hersteller Herstellungsort
Agarosegel-Apparaturen Bio-RAD Miinchen
Aktaprime GE Healthcare UK

Beckman Optima™ XLA Beckman Coulter Indianapolis, USA
Biofuge pico Heraeus Instruments Osterode

g;g( tigpllfgt;)\rfr:: ter Agilent Technologies Kalifornien, USA
Conviron PGR 15 CLF Plant climatic Emersacker
Gefriertrocknungsanlage g;rgg Christ Gefriertrocknungsanlagen Osterode am Harz
Vaccumpumpe Vacuubrand GmbH Wertheim
Mastercycler® Eppendorf AG Hamburg
PAGE-Apparaturen VWR/PEGLAB Pennsylvania, USA
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Gerit/Apparatur Hersteller Herstellungsort
pH 211 Microprocessor pH-Meter  Hanna Instruments Ruménien
PowerPac 300/200 Power Supply =~ BioRad Miinchen
Prazisionswaage 572-33 Kern & Sohn GmbH Balingen

Recorder REC111 Amersham Bioscience UK
Schiittelinkubator 3032 GFL Burgwedel
Schiittler SM-30 Edmund Biihler GmbH Bodelshausen
Schwingmiihle MM400 Retsch Haan

Shimadzu automated HPLC- Shimadzu Japan

System

Sigma 3K30 Sigma Laborzentrifugen GmbH Osterode am Harz
Sorvall RC 5 Plus Thermo EC ll\fszsaChusettS,
;reﬁig;l:flﬁl?;oskop JEOL tl\ﬁlglzsachusetts,
JEOL 2100

Tri-carb 2810 TR Perkin Elmer ll\ilgzsachusetts,

3.1.6. Kulturmedien fiir Escherichia coli

Die fiir diese Arbeit verwendeten Kulturmedien entsprechen den Standardmedien fiir E. coli

aus Green und Sambrook 2012. Fiir die Kultivierung von E. coli zur Plasmidgenerierung

wurde Luria-Bertani (LB-)Medium nach Herstellerprotokoll (Roth) verwendet. Die

Expression von Proteinen fand in 2YT-Vollmedium statt mit Ausnahme des '°N-markierten

QconCAT-Proteins zur massenspektrometrischen Analyse. Dieses wurde in Minimalmedium

iiberexprimiert. Fiir eine detaillierte Zusammensetzung in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verschiedenen Kulturmedien fiir E. coli

LB-Medium [500 ml]

S5¢g Trypton/Pepton
25¢g Hefeextrakt
25¢g NaCl
2YT-Medium [500 ml]

8g Trypton/Pepton
S5¢g Hefeextrakt
25¢g NaCl

5x Minimalmedium [200 ml]

854 ¢ Na,HPO,*2H,0
3 g KH2P04

0,5¢g NaCl

lg “NH,CI

1x Minimalmedium [250 ml]

50 ml 5x Minimalmedium
2,5 ml 40 % Glycerol
0,5 ml 1 M MgSO,

25 ul 1 M CaCl

197 ml H,O
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3.1.7. Bakterienstimme

BL21 StarTM (DE3) FompT hsdSg (15", mg’) galdcmrnel31 (DE3)
(Invitrogen)

LMG194 (Thermo) F AlacX74 galE thirpsL AphoA (Pvull) Aara714leu::Tn10
DH5a (Invitrogen)  FendAl ginV44 thi-1 relA1 gyrA96 deoR nupG lacZAM15 hsdR17

3.1.8. Cyanobakterien und Anzucht

Das verwendete cyanobakterielle Lysat wurde aus Synechocystis sp. PCC 6803 (russischer
Wildtyp) gewonnen. Die Anzucht erfolgte in BG11-Medium (Rippka et al. 1979) in 50 ml
Kulturréhrchen unter kontinuierlicher CO, Begasung (5 %) und konstanter [llumination mit

ca. 120 uE m?s’.

3.1.9. Pflanzenmaterial und Anzucht

Bei den genutzten Erbsenpflanzen (Pisum sativum) handelte es sich um die Sorte ,,Kleine
Rheinldnderin®, welche von der Firma Kiepenkerl bezogen wurde. Die Pflanzen wurden nach
der Stratifikation (48 h bei 4 °C) auf einem Gemisch aus Erde und Vermiculite (Mini Tray;
Einheitserdewerk Uetersen; 4:1) bei einer Photoperiode von 12h/12h Tag/Nacht und
Normalluftbedingungen (380 bis 400 ul 1" CO,) angezogen. Die Ernte erfolgte nach drei
Wochen. Der Okotyp der verwendeten Arabidopsis thaliana Pflanzen war Columbia-0.
Ebenfalls verwendet wurde die gldt/-I Mutante (Timm et al. 2017). Die Anzucht war

identisch zu den Erbsenpflanzen. Die Ernte der Rosetten erfolgte jedoch erst nach 8 Wochen.

3.1.10. Programme und Software

Fiir den Entwurf von Klonierungsstrategien und der Auswertung von Sequenzierdaten wurden
die Programme Clone Manager Suite 7 und BioEdit verwendet. Die densitometrische
Auswertung wurde mittels ImagelJ durchgefiihrt. Die Graphen wurden mit SigmaPlot 13.0
erstellt und die Abbildungen mittels CorelDRAW 2017. Die Strukturdarstellung der einzelnen

Proteine erfolgte mit Chimera 1.11.

3.2. Methoden

3.2.1. Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Ein PCR-Reaktionsansatz wurde wie von Qiagen (Taqg PCR Master Mix Kit) empfohlen
angesetzt und die Fragmente mittels eines Thermocyclers amplifiziert. Je nach Fragmentgrofe
variierte die Elongationszeit. Ein allgemeiner Programmverlauf ist in Tabelle 6 dargestellt. Im
Anschluss wurden die Ansdtze mit 0,2 VT Stopplosung versetzt und mittels Agarose-

Gelelektrophorese getrennt.
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Tabelle 6: Teilschitte eines reguliren PCR-Programms zur Fragmentamplifikation

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

1 94 2

2 94 1

3 58 1 :|> 24-39 Zyklen
4 72 variabel

5 72 4

6 4 00

3.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Trennung, Reinigung und GroBenbestimmung amplifizierter DNA-Fragmente wurde die
Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Dazu wurde 1 % Agarose in TAE-Puffer gelost,
aufgekocht und bei ca. 55 °C mit 0,1 pg pl”' Ethidiumbromid versetzt. Die elektrophoretische
Trennung erfolgte bei 70 bis 100 V.

Tabelle 7: Zusammensetzung des TAE-Puffers fiir die Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer 40 mM Tris
0,1 % (v/v) 100 % Essigséure
0,5 mM EDTA (pH 8,0)

3.2.3. Agarose-Gelelution
Die Gelelution von DNA-Fragmenten erfolgte laut beigefiigtem Protokoll mittels des
peqGOLD Gel Extraktionskits (VWR).

3.2.4. Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde durch die Firma Seqlab durchgefiihrt.

3.2.5. Ligation
Die Ligation erfolgte nach dem Standardprotokoll aus Tabelle 8 durchgefiihrt und inkubierte
je nach Bedarf entweder 2 h bei 37 °C oder 12 h bei 4 °C. Im Anschluss wurde der Ansatz

direkt zur Transformation verwendet.

Tabelle 8: Zusammensetzung eines Standardligationsansatzes

2 ul Vektor-DNA

4 ul Fragment-DNA

1 pl PEG4000

1 ul T4-DNA-Ligase (Fermentas)
2 ul 10x Ligasepuffer (Fermentas)
10 pl H,O

3.2.6. Transformation kompetenter E. coli -Zellen

Zur Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen (z.B. DH5a, BL21(DE3)) tauten die

Zellen auf Eis auf und wurden anschliefend mit 20 pl Ligationsansatz (3.2.5) versetzt. Nach
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15-miniitiger Inkubation erfolgte ein Hitzeschock (90 sec, 42 °C) und eine weitere Inkubation
auf Eis (15 min). Danach wurden die Zellen mit 500 ul LB-Medium gemischt und 1h bei
37 °C geschiittelt. AbschlieBend erfolgte die Inkubation auf LB-Agar-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum zur Selektion {iber Nacht bei 37 °C.

3.2.7. Plasmid-Isolation

Plasmidpréparationen erfolgten entweder nach einem Standardprotokoll der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly 1979) mit den in Tabelle 9 aufgefiihrten Puffern oder mit Hilfe des
NucleoSpin® Plasmid EasyPure Kits (Macherey Nagel) aus einer 5 ml LB-Kultur, welche
zuvor iiber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert wurde.

Tabelle 9: Verwendete Losungen fiir die alkalische Lyse zur Plasmid-Isolation

Konzentration
Losung 1 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
15 mM EDTA
20 % (v/v) Glucose
Losung 2 1 % (w/v) SDS
02N NaOH
Losung 3 3iM Kaliumacetat
20 % (v/v) Essigsaure
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA

3.2.8. Restriktion
Eine Restriktion z. B. zur Plasmidkontrolle erfolgte durch ein Standardprotokoll (Tabelle 10).
Nach einer Inkubation von 2 h bei 37 °C wurde der Ansatz mit 0,2 VT Stopplosung versetzt

und mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt.

Tabelle 10: Zusammensetzung eines Standardansatzes zur Restriktion

2 ul Template-DNA

0,2 ul Restriktionsenzym 1 (Fermentas)
0,2 ul Restriktionsenzym 2 (Fermentas)
1 ul 10x Reaktionspuffer (Fermentas)
6,6 pl H,0

3.2.9. Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung wurde mit zwei verschiedenen Methoden durchgefiihrt, welche fiir
den jeweiligen Versuch benannt sind. Zum einen wurde die Bradford-Methode (Bradford
1976) mittels Roti®-Nanoquant (Roth) laut Protokoll durchgefiihrt. Zum anderen wurde die
Methode mit Amidoschwarz genutzt (Schaffner und Weissmann 1973). Dazu wurden 5 pl der
Proteinlosung mit H,O auf 100 pl aufgefiillt und mit 400 pl Farbelosung versetzt. Nach dem

Mischen und einer Zentrifugation (20.000xg, 4°C, 15 min) wurde der Uberstand abgenommen
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und das Pellet mit 1 ml Waschlosung gewaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation bevor
das Pellet bei 37 °C getrocknet wurde. Nach Aufnahme in 1 ml 0,2 M NaOH wurden die
Ansitze bei 615 nm am Spektrophotometer vermessen. Als Standard diente eine mit BSA

erstellte Eichreihe.

Tabelle 11: Verwendete Losungen zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Amidoschwarz

Konzentration
Férbelosung 90 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

0,1 % (w/v) Amidoschwarz 10B
Waschlosung 90 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

3.2.10. Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde nach Standardprotokollen (Laemmli
1970; Schiagger 2006) durchgefiihrt.

SDS-PAGE

Die SDS-Page wurde verwendet, um die Filtrationsproben aufzutrennen, den Reinheitsgrad
der Proteinelutionen nach IMAC zu iiberpriifen oder SEC-Fraktionen zu analysieren. Dazu

wurden Polyacrylamid-Gele mit 8 cm x 9 cm verwendet.

Tabelle 12: Zusammensetzung der SDS-PAGE zur Proteinauftrennung

Konzentration

Sammelgel (5 %) 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1 % (W/v) SDS
5% (W/v) Rotiphorese® Gel 30
0,05 (w/v) APS
0,1 % (W/v) TEMED

Trenngel (12 %) 375 mM Tris-HCI, pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS
12 % (W/v) Rotiphorese® Gel 30
0,05 (w/v) APS
0,05 % (w/v) TEMED

Laufpuffer 50 mM Tris-HCI
380 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Nach dem Auspolymerisieren wurden zwischen 0,1 bis 10 pg Protein bzw. Proteinextrakt
aufgetragen. Nach einer 30-miniitigen Elektrophorese bei 80 V wurde die Spannung auf 150
V erhoht bis die blaue Lauffront das Ende des Gels erreicht hat. Im Anschluss wurde das Gel
entweder mit Coomassie®-Brilliantblau G-250 voll oder mit Coomassie®-Brilliantblau R-250
colloidal gefarbt oder die Proteine mittels Western Blot (3.2.11) zur immunologischen

Detektion auf eine PVDF- oder Nitrocellulose-Membran transferiert.
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Native PAGE

Die native PAGE wurde nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt wie die SDS-PAGE (siehe
Tabelle 12) mit dem Unterschied, dass kein SDS im Gel- oder Laufpuffer eingesetzt wurde.

3.2.11. Western Blot

Zur immunologischen Detektion wurden die per PAGE aufgetrennten Proteine auf
Nitrocellulose- oder PVDF-Membran mittels semi dry Verfahren transferiert (90 min; 1
mA/cm?) (Towbin et al. 1979). Danach erfolgte die Blockierung der Membran mit 5 %
Magermilch (in TBS-Puffer gelost) fiir 1 h. Uber Nacht wurde die Membran mit dem
Primirantikdrper bei 4 °C inkubiert (Ausnahme: Anti-HIS-HRP Antikérper, 1h bei
Raumtemperatur (RT)). Nach 5x Waschen mit TBS folgte eine Inkubation mit dem
Sekundirantikorper fiir 1 h bei RT (Ausnahme: Anti-HIS-HRP Antikorper, dieser ist bereits
mit dem Sekundirantikorper gekoppelt). Durch die enhanced chemiluminescence (ECL,
Oxidation von Luminol mittels H,O;) kann mit Hilfe der Peroxidase das Zielprotein auf

einem lichtempfindlichen Film detektiert werden.

Tabelle 13: Verwendete Puffer zur Durchfiihrung eines Western Blots

Konzentration
Transfer-Puffer 48 mM Tris
39 mM Glycin
3,7 % (W/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
TBS-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,6
130 mM Natriumchlorid

3.2.12. Aufreinigung spezifischer Antikorper

Zur Optimierung der Proteindetektion mit spezifischen Antikorpern wurden diese zum Teil
(H- und L-Protein- sowie SHMT-Antikorper) fiir das entsprechende Protein nachgereinigt.
Dazu wurde das jeweilige Protein durch SDS-PAGE (3.2.10) aufgetrennt und mittels Western
Blot (3.2.11) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, die Membran mittels Ponceau S-
Losung (Ponceau bindet reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der Poteine)
angefarbt und die gewiinschte Proteinbande ausgeschnitten. Nach einer Inkubation mit 100
mM Glycin-HCI (pH 2,5) fiir 5 min und der Waschung mit TBS (siehe Tabelle 13) wurde die
Membran mit 3% BSA (biotinfrei, in TBS) 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit dem Antikorperserum (iiber Nacht, 4 °C). Nach der Waschung mit
TBS (2 x 5 min) und PBS (2 x 5 min) wurde der Antikérper mit 100 mM Glycin-HCI (pH
2,5) eluiert. Die Neutralisation erfolgte mit 1 M Tris-HCI (pH 8,0) und biotinfreiem BSA. Die
200 pl Aliquots lagerten bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C.
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Tabelle 14: Verwendete Puffer fiir die Affinititsreinigung von Antikérpern

Konzentration
PBS 4 mM Na,HPO,
30 mM NaCl
Ponceau S-Losung 025¢g Ponceau S
12,5 ml Essigsdure
237,5ml H,O

3.2.13. Reinigung der rekombinanten Proteine aus E. coli

Fiir die biochemischen Untersuchungen sowie die Analysen zur Komplexbildung wurden die
vier GCS-Gene heterolog in E. coli iiberexprimiert und die Proteine mittels des angefiigten
Hisx6-tags iiber Affinititschromatographie gereinigt (IMAC). Die Expressionskultur (2YT-
Medium inklusive Antibiotikum) wurde aus einer Vorkultur (5 ml LB-Medium inklusive
Antibiotikum iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt) bis zu einer ODgyo von 0,8 bis 1 inkubiert.
AnschlieBend erfolgten die Induktion durch z. B. Zugabe von 1 mM Isopropyl--
thiogalactopyranosid (IPTG) und eine weitere Inkubationsphase von 12 h. Danach wurden die
Zellen pelletiert und im Homogenisationspuffer aufgenommen. Danach erfolgte die Lyse der
Zellen mittels Ultraschall. Feste Zellbestandteile wurden wieder pelletiert und der klare
Uberstand als Lysat auf eine mit Homogenisationspuffer equilibrierte ProBond™ NI-NTA-
Matrix (Invitrogen) gegeben. Diese wurde im Anschluss mit Waschpuffer von unspezifischen
Proteinen befreit und das Zielprotein anschlieBend durch den Elutionspuffer von der Séule
eluiert. Die spezifischen Angaben zu jedem Proteinkonstrukt sind in Tabelle 15 aufgefiihrt,
die genutzten Puffer in Tabelle 16. Liponsédure (LS) wurde der Zellkultur zur Expression des
H-Proteins hinzugegeben, da es sich hierbei um die prosthetische Gruppe des Proteins handelt
und E. coli nicht in der Lage ist die bei der Expression entstehenden sehr hohen

Proteinmengen eigensténdig vollstindig zu lipoylieren.

Tabelle 15: Ubersicht iiber die Spezifikationen zur GCS-Proteinbiosynthese in E. coli

Protein Stamm Vektor Antibiotikum Induktor Medium °C
H BL21(DE3) pET28a 50 ug ml! Kan 1 mM IPTG, 2YT 30
0,24 mM LS
T/H BL21(DE3) pET-DUETI, pET28a 100 pg ml” Amp, 1mMIPTG, 2YT 25
50 pg ml™" Kan 0,24 mM LS
L LMG194 pBAD-HisA 100 pgml' Amp 0,02 % (v/v) 2YT 30
Arabinose
P LMG194 pBAD-HisA 100 pgml' Amp 0,02 % (v/v) 2YT 30
Arabinose
HTLP BL21(DE3) pET-DUET]I, 30 ug ml”' Cm, 1 mM IPTG, 2YT 30

pACYC-DUET1 100 pgml' Amp 0,24 mM LS
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Tabelle 16: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir die Reinigung der GCS-Proteine

Puffer Konzentration
P-Protein 20 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,8
Homogenisationspuffer 500 mM NaCl

0,2 mM PLP

15 mM B-Mercaptoethanol
P-Protein 20 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,8
Waschpufter 500 mM NaCl

0,2 mM PLP

15 mM B-Mercaptoethanol

40 mM Imidazol
P-Protein 20 mM Na-Phosphat pH 7,8
Elutionspuffer 500 mM NaCl

0,2 mM PLP

15 mM B-Mercaptoethanol

500 mM Imidazol
H/L-Protein 20 mM Tris-HCI pH 7,8
Homogenisationspuffer 50 mM NaCl

10 mM Imidazol
H/L-Protein 20 mM Tris-HCI pH 7,8
Waschpuffer 1000 mM NaCl

40 mM Imidazol
H/L-Protein 20 mM Na-Phosphat pH 7,8
Elutionspuffer 500 mM NaCl

300 mM Imidazol
H/T-Protein 50 mM Tris-HCI pH 7,5
Homogenisationspuffer 200 mM NaCl

0,1% (w/v) Tween 80

1 mM DTT
H/T-Protein 50 mM Tris-HCI pH 7,5
Waschpuffer 500 mM NaCl

0,1% (w/v) Tween 80

1 mM DTT
H/T-Protein 50 mM Tris-HCl pH 7,5
Elutionspuffer 500 mM NaCl

0,1% (w/v) Tween 80

1 mM DTT

150 mM Imidazol

3.2.14. GroBenausschlusschromatographie

Fiir die GroBenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) wurde

eine High-Load 16/600 Superdex 200 Siule mit dem Aktayime oder Aktagypiorer System (alles

GE Healthcare) verbunden und dquilibriert (Puffer siehe Tabelle 17). Zur Eichung wurden im
Herstellerprotokoll angegebene Mengen von Carboanhydrase (29 kDa), BSA (66 kDa) und
Alkohol Dehydrogenase (150 kDa) verwendet (MWGF200-1KT Sigma Aldrich). Die zu

untersuchenden Proben wurden gefiltert (45 um Filter) und in einem Volumen von 1 ml auf

die Siule gegeben und bei entweder 0,1 ml min™ iiber Nacht oder 1 ml min™ fiir ca. 2 h eluiert

(beide Verfahren zeigten keinen Unterschied in der Auftrennung der Proteine). Fraktionen mit

einem Volumen von 1 ml wurden gesammelt und anschlieend per 12% SDS-PAGE und ggf.
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Western Blot analysiert. Die meisten SEC-Analysen wurden in Rostock durchgefiihrt, ein Teil
der Ergebnisse wurde dariiber hinaus in Kooperation mit Shanshan Wang und Dr. Markus

Wirtz (COS Heidelberg) erhalten.

Tabelle 17: Puffer fiir die GroBenausschlusschromatographie.

Konzentration
SEC-Puffer 1 20 mM Tris-HCI, pH 8.0
150 mM NacCl
SEC-Puffer 2 5 mM MOPS
5 mM Tris-HCI, pH 7.0
1 mM Serin
20 uM PLP

3.2.15. Filtration durch einen 300 kDa cut-off Filter

Fiir die Filtrationsversuche wurden die GCS-Proteine entweder einzeln oder in verschiedenen
Kombinationen gemischt und ca. 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden
50 pl des Ansatzes in ein Filtrationsrohrchen iiberfiihrt, wobei der enthaltene Filter eine
AusschlussgroBe von 300 kDa (Sartorius, Vivaspin 500, MWCO 300 kDa) hatte. Die
Rohrchen wurden fiir 3 min bei 4 °C und 15.000xg zentrifugiert und anschlieBend das Filtrat
(F) in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf} liberfiihrt. Zur Waschung (W) des Filters wurde noch drei
Mal Puffer (siehe Tabelle 19) im gleichen Volumen auf den Filter gegeben, zentrifugiert und
das Filtrat (W1 und W2) entnommen. Nach der dritten Waschung wurden sowohl das Filtrat
(W3) als auch das Retentat (R) entnommen und alle Proben mittels einer 12% SDS-PAGE

analysiert. Das Mischungsverhéltnis ist in Tabelle 18 exemplarisch dargestellt.

Tabelle 18: Ubersicht iiber das Mischungsverhiiltnis der GCS-Proteine fiir die Filtration

Protein P H T L
Molmasse 107 14 40 50
Verhiltnis 1 8 2,5 2
Menge [pg] 1 8 2,5 2
Proteinkonzentration [ug pl '1] 2,71 1,56 2,57 0,84
Volumen (Menge/Proteinkonezntration) [ul] 0,37 5,12 0,97 2,38
Konzentration im Gemisch (Menge/Summe) [ug pl '] 0,11 0,91 0,28 0,23
Menge an Protein fiir 100 ul [pl] 4,18 57,90 11,00 26,92

Tabelle 19: Puffer fiir die Filtration durch einen 300 kDa cut-off Filter.

Konzentration
Filtrations-Puffer 5 mM MOPS
5 mM Tris-HCI, pH 7,0
1 mM Serin
20 uM PLP

1 mM Triton X-100
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3.2.16. Pulldown-Experimente

Der Pulldown wurde durchgefiihrt, um aus dem Synechocystis Zelllysat mogliche
Interaktionspartner des immobilisierten Proteins zu finden. Dazu wurde das jeweilige Protein
an die ProBond™ NI-NTA-Matrix gebunden und zusammen mit Synechocystis Lysat
[Zellpellet einer 50 ml Kultur, OD7s¢: 2-3, in Lysispuffer (siche Tabelle 19) aufgenommen
und mittels zwei french press Zyklen lysiert] 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei
Waschungen (sieheTabelle 16 - H/L-Protein Waschpuffer) wurde das Protein von der Matrix
eluiert (H/L-Protein Elutionspuffer) und mittels 12% SDS-PAGE und Western Blot sowie
Massenspektrometrie (Methode: HDMSF, siehe 3.2.24) untersucht. Als Kontrollen diente
sowohl leere als auch mit FDH geséttigte Matrix, inkubiert mit Lysat oder Puffer, als auch mit

L- und P-Protein geséttigte Matrix, die mit Puffer statt Lysat inkubiert wurde.

3.2.17. Isolation von pflanzlichen Mitochondrien

Die Pflanzen wurden wie unter 3.1.9 aufgefiihrt angezogen und anschlieend sowohl Spross
als auch Blitter (insgesamt 150 bis 200 g) geerntet. Die Mitochondrienisolation erfolgte
nachdem Protokoll von Keech et al. 2005 mit den in Tabelle 20 aufgefiihrten Puffern.

Tabelle 20: Zusammensetzung der Puffer zur Mitochondrienisolation aus Pisum sativum und

Arabidopsis thaliana
Puffer Konzentration
Extraktionspuffer 300 mM Saccharose
60 mM TES
10 mM KH2PO4
1 mM Glycin
2 mM EDTA (Di-Natrium-Salz)
1% (w/v) Polyvinylpyrrolidone 25
1% (W/v) BSA
25 mM Na4P207
50 mM Natrium-Ascorbat
20 mM B-Mercaptoethanol
Waschpuffer 300 mM Saccharose
10 mM TES
10 mM KH,PO,
2 mM EDTA (Di-Natrium-Salz)
Percollgradientenpuffer 600 mM Saccharose
20 mM TES
20 mM KH2P04
2 mM Glycin
2 mM EDTA (Di-Natrium-Salz)

Dazu wurden 30 bis 40 g Pflanzenmaterial der Erbse (15 bis 20 g von Arabidopsis) mit der
Schere zerkleinert und mit 100 ml Extraktionspuffer im Mixer zwei Mal 10 Sekunden auf

niedrigster Stufe zerkleinert. Die entstandene Suspension wurde durch ein Mulltuch (45 pm)
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und anschlieend durch ein Nylontuch (20 um) filtriert. Nach einer Zentrifugation (10 min,
2420xg, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und erneut zentrifugiert (20 min, 14.560xg,
4 °C). Das entstandene Pellet wurde in 1 ml Waschpuffer resuspendiert und anschlieBend auf
sechs vorher priparierte Percoll-Gradienten (50% Percoll/50% Percollgradientenpuffer,
Zentrifugation 40 min, 18.500 rpm, 4 °C) gleichmiflig verteilt. Anschliefend an die
Zentrifugation (30 min, 11.000 rpm, 4 °C) wurden die Mitochondrien (ca. ein Zentimeter liber
dem unteren Rand als diffuse Wolke erkennbar) in ein weiteres Zentrifugengefa3 iiberfiihrt
und mittels zwei Waschschritten mit je ca. 30 ml Waschpuffer und nachfolgender
Zentrifugation (30 min, 11.000 rpm, 4 °C) vom Percoll befreit. Fiir die
Enzymaktivititsmessungen erfolgte eine direkte Lagerung der Mitochondrien in einer
moglichst geringen Menge Waschpuffer bei -80 °C. Fir die Analysen mittels
Massenspektrometrie wurde ebenfalls moglichst viel Waschpuffer entfernt und das
verbliebene Volumen nochmals zentrifugiert (40 min, 16.000xg, 4 °C), der Uberstand entfernt
und das Pellet in 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 aufgenommen und ebenfalls bei -80 °C gelagert.

3.2.18. H-Protein Aktivitiit

Das H-Protein des GCSs hat keine eigene katalytische Aktivitét, sondern dient dem Transport
von Zwischenprodukten, welche wihrend der Reaktion am P-, T- und L-Protein generiert
werden. Dennoch konnte {iberpriift werden, ob das H-Protein intakt und lipoyliert ist. Dazu
wurde es dem L-Protein (siche 3.2.20) und P-Protein (siehe 3.2.21) Aktivitdtsansatz

zugegeben.

3.2.19. T-Protein Aktivitit

Um die Aktivitdt des T-Proteins zu bestimmen wurde freigesetztes Ammonium/Ammoniak
mittels der Berthelot-Reaktion und einer adaptierten Methode von Weatherburn 2002
gemessen. Dabei liegt das freigesetzt Ammoniak auf Grund des basischen pH-Wertes als NH;
vor und kann mit Hypochlorid zu Monochloramin reagieren. Mittels des Phenols entsteht in
einer weiteren Reaktion Indophenol, welches im alkalischen Milieu in blauer Form vorliegt.
Fiir diese Reaktion wurden zuvor verschiedenen Mengen an P-, H- und T-Protein in einem
Endvolumen von 392,5 ul GDC Aktivitdtspuffer ohne THF (Tabelle 24) fiir 5 min inkubiert.
Nach Entnahme einer 100 ul Probe wurden 7,5 pul THF fiir eine finale Konzentration des 6S-
THF von 0,14 mM hinzugegeben und jeweils nach 1 min und 5 min 100 pl Probe
entnommen. Die Proben wurden direkt nach Entnahme mit 400 pul H,O und 100 pl Phenol-
Nitroprussid-Losung gemischt und gevortext und nach der Zugabe von 200 ul Hypochlorid-

Losung nochmals gevortext. Nach einer 20 miniitigen Inkubation im Wasserbad (50 °C)
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erfolgte eine Lagerung fiir 40 min bei Raumtemperatur und im Anschluss wurden die Proben

bei 636 nm am Spektrophotometer vermessen.

Tabelle 21: Losungen fiir die Messung der T-Protein Aktivitiit

Loésung Konzentration
Phenol-Nitroprussid-Losung 7 ml Phenol
34 mg Nitroprussid
93 ml H,O
Hypochlorid-Losung, 2,96 ¢ NaOH
pH 12 14,77 g Na,HPO,*2H,0
16,6 ml 12% NaOCl
183,4 ml H,O

3.2.20. L-Protein Aktivitit

Das L-Protein reoxidiert das H-Protein unter Reduzierung von NAD" und stellt es somit der
Decarboxylierungsreaktion am P-Protein wieder zur Verfligung. Zur Uberpriifung der
L-Protein Aktivitdt wurde die Reaktion mit reduziertem H-Protein (die Reduzierung erfolgte
im Vorfeld der Aktivitdtsmessung mit 70 mM TCEP) und NAD" gemessen. Dazu wurde
10 pg des gereinigten L-Proteins in einem finalen Volumen von 1 ml Puffer (siehe Tabelle
22) inkubiert. Durch die Absorptionsinderung bei 340 nm (Cary 50 UV-Vis
Spektrophotometer, Agilent Technologies) wurde so die spezifische Aktivitit des L-Proteins
gemessen (Patel et al. 1995).

Tabelle 22: Reaktionspuffer fiir die Messung der L-Protein Aktivitit

Konzentration
L-Protein Aktivititspuffer 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer, pH 6,3
1,5 mM EDTA
0,6 mg ml” BSA
variierend reduziertes H-Protein
0,2 mM NAD"

3.2.21. P-Protein Aktivitit

Die Aktivitit des P-Proteins wurde als Riickreaktion gemessen, indem der Kohlenstoff der
Carboxylgruppe von Glycin mit Hilfe von NaH'"CO; gegen ein '*C-markiertes
Kohlenstoffatom ausgetauscht wird (Hasse et al. 2007). Dafiir wurden 7,5 pg P-Protein und
30 ug H-Protein in einem finalen Volumen von 900 pl Puffer (siche Tabelle 23) 5 min bei 30
°C inkubiert. Nach Zugabe von NaH14CO3 wurden iiber einen Zeitraum von 30 min zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (0, 15 und 30 min) 270 pl entnommen und durch Zugabe von 80
ul 50% Trichloressigsdure die Reaktion abgestoppt. Die Messung der Radioaktivitét erfolgte
in fliissigem Scintillationsmix (Perkin Elmer, Ultima Gold™) mit Hilfe des Tri-carb 2810 TR
(Perkin Elmer).
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Tabelle 23: Reaktionspuffer fiir die Messung der P-Protein Aktivitit

Konzentration
P-Protein Aktivititspuffer 50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0
1 mM DTT
0,1 mM PLP
20 mM Glycin
30 mM NaH"“CO;

3.2.22. GCS-Gesamtaktivitiit

Die Gesamtaktivitdt aller GCS-Proteine wurde als Glycin-abhingige Reduktion von NADH
gemessen (Neuburger et al. 1986; Timm et al. 2017). In einem finalen Puffervolumen (siche
Tabelle 24) von 400 ul wurde Mitochondrienextrakt mit verschiedenen Endkonzentrationen
(0,01 bis 0,25 pg ul) sowie die einzelnen Fraktionen der SEC (0,01 bis 0,03 pg ul™)
hinsichtlich ihrer Aktivitit untersucht. Auf Grund der Sauerstoff-Sensitivitdt von THF (siehe
Anhang 7.2) erfolgte dies unter anaeroben Bedingungen bei 25 °C. Nach der Zugabe von
Glycin wurde am Spektrophotometer die Zunahme von NADH bei 340 nm gemessen. In

Kontrollmessungen wurde anstatt Glycin, im gleichen Volumen Puffer zugegeben.

Tabelle 24: Reaktionspuffer fiir die Messung der GDC-Gesamtaktivitit

Konzentration
Aktivititspuffer 5 mM MOPS
5SmM Tris-HCI, pH 7,2
0,02 mM PLP
1 mM B-Mercaptoethanol
1 mM MgCl,
1 mM EDTA
2mM NAD'
0,14 mM 6S-THF (in 100 mM
Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0)
20 mM Glycin

3.2.23. Berechnung der Enzymaktivitat

Die Berechnung der Enzymaktivitdten wurde mit folgender Formel durchgefiihrt.

U [umol min~t* mg1]

AE [min~1] * Volumengesqme[ml]

s[umol‘l sz] * dK(ivette [Cm] * VOlumenProbe [ml] * Cprotein [mg ml_l]

Die Ermittlung der K,, und V.x-Werte erfolgten nach der Ermittlung einer Substrat-
Sattigungskurve nach Michaelis-Menten-Kinetik (Michaelis und Menten 1913) mit der von
Lineweaver und Burk (1934) publizierten Methode.



Materialien und Methoden 29

3.2.24. Quantitative Proteomanalyse

Die quantitative Proteomanalyse wurde durchgefiihrt, um das molare Verhiltnis der GCS-
Proteine zueinander zu analysieren und somit eine mogliche Stochiometrie des GDC-
Komplexes in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) und Pisum sativum (P. sativum) zu
ermitteln. Dafiir wurden fiir jedes Protein spezifische Peptide (sieche Tabelle 25) von JPT
Peptide Technologies GmbH synthetisiert. Diese waren C-terminal mit einem markierten
Lysinrest versehen und konnten so im Massenspektrometer von den nativen Peptiden
unterschieden werden. Die Auswahl der Peptide erfolgte auf der Grundlage von fritheren MS-
Analysen, so dass eine eindeutige Zuordnung zu den GCS-Proteinen und eine hohe
Signalstirke erreicht werden konnten. Die generierten Peptide von JPT waren dabei nicht in

der Lage zwischen den verschiedenen Isoformen der Proteine zu unterscheiden.

Tabelle 25: Ubersicht iiber die von JPT synthetisierten Peptide

Protein Sequenz Organismus
H-Protein YAPSHEWVK* P. sativum

H-Protein YANSHEWVK* A. thaliana

T-Protein GGAIDDSVITK* P. sativum/A. thaliana
L-Protein AIDNAEGLVK* P. sativum/A. thaliana
L-Protein AIDTAEGMVK* A. thaliana

P-Protein TAILNANYMAK* P. sativum/A. thaliana

Die zweite Methode zur Quantifizierung war die Expression eines QconCAT-Proteins (Smith
et al. 2016). Dabei handelte es sich um ein synthetisches Protein, das zwei oder mehr Peptide
der zu quantifizierenden Proteine enthielt. Die Peptide wurden so gewihlt, dass die Isoformen
unterschieden werden konnten. Fiir Arabidopsis war je ein Peptid Isoform-spezifisch und
eines in beiden Isoformen vorhanden. Die Expression erfolgte mit "NH,CI als einzige
Stickstoffquelle im Expressionsmedium. Dadurch werden die Peptide schwerer als die nativen

und konnen im Massenspektrometer voneinander unterschieden werden.

Die Sequenz des Proteins wurde so gewihlt, dass fiir jedes GCS-Protein aus P. sativum und
Arabidopsis zwei Peptide enthalten waren. Zur Unterscheidung der Isoformen in Arabidopsis
wurde hier je ein Peptid fiir die eine und ein Peptid fiir die andere Isoform ausgewihlt. Diese
tryptischen Peptide wurden mit einer unspezifischen Sequenz aus mindestens sechs
Aminoséduren verbunden. Auf Grund der Lysin- bzw. Argininreste am C-Terminus konnen die
spezifischen Peptide und linker-Sequenzen durch einen Verdau mit Trypsin voneinander
getrennt werden. Zusétzlich zu den Peptiden wurden zur internen Kontrolle der
Quantifizierung zwei Peptide der Glykogen Phosphorylase (PhosB) des Kaninchens, die auch

als quantifizierte synthetische Standardpeptide verfiigbar waren, N- und C terminal
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angehdngt. Um abschlieBend die Reinigung des Peptides mittels IMAC zu ermdglich, wurde
C terminal ein his-tag fusioniert. Im Vergleich zur N-terminalen Lokalisierung des fags kann

so verhindert werden, dass unvollstdndig translatierte Peptide an die Matrix gebunden werden.

Zur Herstellung des QconCAT-Proteins wurde aus der gewiinschten Aminosduresequenz (320
Aminosduren, 35,9 kDa) eine Nukleotidsequenz (969 bp, siche Anhang 7.3) abgeleitet. Diese
wurde mit Ncol- und Xhol-Schnittstellen versehen, von der Firma BaseClear synthetisiert und
in den pUC57-Vektor ligiert. Das Fragment wurde von mir in den Expressionsvektor pET28a
ligiert und dieser in E. coli BL21(DE3) transformiert.

Die Expressionsinduktion erfolgte, nachdem die Kultur bei 37 °C auf ODgg 0,9 angewachsen
war, mit | mM IPTG, worauthin eine Inkubation von 20 h bei 37 °C erfolgte. AnschlieBend
wurde das Protein mittels IMAC gereinigt. Da das Protein nicht nativ vorliegen musste wurde
es mit Harnstoff-haltigen Puffern gereinigt, um den Zellaufschluss und somit die verfiigbare

Proteinmenge zu optimieren.

Die Elutionsfraktionen wurden anschlieBend nochmals mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
durch colloidale Féarbung sichtbar gemacht. Die QconCAT-Bande wurde ausgeschnitten, mit
Hilfe eines Gel-Eluters (Biorad) eluiert und mit der Amidoschwarz-Methode (siche 3.2.9) die

Proteinkonzentration bestimmt.

Tabelle 26: Puffer zur denaturierenden Reinigung des "N-QconCAT-Peptids aus E. coli

Konzentration
Homogenisationspuffer 1 50 mM HEPES pH 7,6

100 mM NaCl

10 mM B-Mercaptoethanol

1M Harnstoff

1% Triton X-100
Homogenisationspuffer 2 50 mM HEPES pH 7,6

100 mM NaCl

10 mM B-Mercaptoethanol

8 M Harnstoff

1% Triton X-100
Waschpuffer 20 mM Tris-HCI pH 7,8

1M NaCl

40 mM Imidazol

4 M Harnstoff
Elutionspuffer 20 mM Na-Phosphat pH 7,8

500 mM NaCl

300 mM Imidazol

4 M Harnstoff

Fiir die Proteomanalyse wurden Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana und Pisum sativum

durch drei Einfrier-Auftau-Zyklen aufgeschlossen und die 16slichen Matrixproteine durch
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anschliefende Zentrifugation (4 °C, 40.000xg, 1 h) von der Membranfraktion getrennt. Die
massenspektrometrische Untersuchung erfolgte vollstandig durch Dr. Stefan Mikkat (Core
Facility Proteomanalytik, Universitidtsmedizin Rostock) wie in Pade et al. (2017) beschrieben.
Nachdem die 16slichen Matrixproteine von der Membranfraktion getrennt wurden erfolgte der
tryptische Verdau der Proteine mit einem Verhiltnis von 1:100 Trypsin/Protein und der

FASP-Technik (filter-aided sample preparation, Wisniewski et al. 2009).

Die Analyse des Proteoms erfolgte entweder als markierungsfreie Hi3-Methode oder durch
die Zugabe von markierten (schweren) Referenzpeptiden. Die Hi3-Methode (Silva et al. 2006)
basiert auf der Analyse der Abundanz der drei Peptide mit dem stdrksten Signal und einem
Phos B (Glycogen Phosphorylase) Standard (Waters). Die Messungen erfolgten als LC-MS"
bzw. -HDMS® Analysen, letzteres ist eine Methode, bei der Daten von wechselnd geringen
und verstdrkten Energiestadien der Peptide erhoben werden. Das genutzte System war das
nanoAcquity UPLC System (Waters) verbunden mit dem Synapt G2-S Massenspektrometer
(Waters). Die Trennung der Peptide wurde durch eine analytische Saule (ACQUITY UPLC
HSS T3, Waters) bei einer Laufgeschwindigkeit von 300 nl min™ und einem Gradienten von 3
bis 35 % Puffer B (0,1% Ameisensédure in Acetonitril) tiber 90 min erreicht. Zur Auswertung

wurde das Programm Progenesis QI verwendet.

3.2.25.  Analyse des Synechocystis Gesamtproteoms
Die Anzuchtbedingungen und Methode (Hi3) der Gesamtproteomanalyse des Synechocystis
Wildtyp Zelllysats sind in Pade et al. (2017) beschrieben, ein Teil der erhobenen Daten

wurden dort bereits veroffentlicht.

3.2.26. Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) wurde in Kooperation mit Dr. Norbert Miicke
(dkfz. Heidelberg) durchgefiihrt, um mittels einer unabhingigen Methode die Struktur der
GCS-Proteine im Tris-NaCl-Puffer zu untersuchen. Die Untersuchung erfolgte in einer
Beckman Optima™ XL-A Ultrazentrifuge mit einem An-60 Ti Rotor. Bei dem genutzten
Puffer handelte es sich um 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl. Die Menge an
analysiertem Protein entsprach bei OD;gy zwischen 0,2 und 0,7. Das Prinzip der AUZ beruht
darauf, dass die Proteinverteilung in einer durchldssigen Zelle (Abbildung 5) wihrend der
Zentrifugation (42.000 rpm) gemessen und auf Grund einer Referenzzelle direkt mit dem
verwendeten Puffer vergleichen werden kann. Dafiir wird der gesamte Zellenbereich iiber den
Zeitraum der Zentrifugation (abhdngig von der Proteingrofle, kleine Proteine sedimentieren

langsamer als grof3e) gescannt und die Verteilung der Proteine bei 280 nm gemessen. Durch
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die Sedimentation der Proteine verschiebt sich die Proteinkonzentration zum Zellenrand.
Diese Sedimentationsgeschwindigkeit kann genutzt werden um die MolekiilgroBe zu

bestimmen. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Norbert Miicke unter Verwendung des

Programms DCDT+.

Absorbance

575 6,00 6,25 6,50 675 7.00 7.25
Radius (cm)

Abbildung 5: Darstellung einer Standardzelle fiir die AUZ und eines Verlaufes einer
Sedimentation.

Links: Frontal Ansicht einer Standardzelle fiir die AUZ — Linke Kammer: Pufferreferenz, Rechte
Kammer: Proteinlosung. Rechts: Verteilung der Proteine in der Standardzelle wihrend der
Ultrazentrifugation.

3.2.27. Elektronenmikroskopische Aufnahmen mittels Negativkontrastfirbung

Durch Negativkontrastfirbung (NKF) ist es moglich Proteinkomplexe abzubilden und
hinsichtlich GroBBe und Form zu analysieren (Harris 2015; Haschemeyer und Harven 1974).
Dazu wurden 10 pl der jeweiligen Probe auf ein Kupfernetz, welches vorher mit Graphen
beschichtet wurde, iiberfiihrt und ca. 1 min inkubiert. Im Anschluss wurde die Fliissigkeit mit
Hilfe eines Filterpapiers entfernt und direkt 10 pl 1% Uranylacetat (UA) zur Farbung
aufgetragen. Nach 1 min wurde diese Fliissigkeit ebenfalls entfernt und mit der gleichen
Prozedur und H,O das Kupfernetz von tiberschiissigem UA befreit. Durch das UA werden die
Rénder des Molekiils sowie das Kupfernetz an Stellen geférbt, die kein Protein beinhalten.
Mit Hilfe eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM) kénnen die auf dem Kupfernetz
abgebildeten Partikel im Anschluss visualisiert werden. Per NKF wurden in Kooperation mit
Dr. Thomas Heimler (Universitit Marburg) die einzelnen GCS-Proteine sowie das Retentat

der 300 kDa cut-off Filtration hinsichtlich der dort vorhandenen Proteinkomplexe untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse der rekombinanten Synechocystis GCS-Proteine

4.1.1. Das P-Protein

Eine eingehende Analyse des Synechocystis P-Proteins erfolgte bereits in fritheren Arbeiten
(Hasse et al. 2007; 2009; 2010; 2013). Aus diesem Grund wurde fiir diese Arbeit das
P-Protein nur mittels SDS- und nativer PAGE sowie SEC untersucht, um eine Eignung des
heterolog exprimierten Proteins fiir Komplexversuche sicherzustellen. Die Messung der
Aktivitit des rekombinanten Proteins erfolgte ausschlieBlich unter den publizierten optimalen

Bedingungen (Hasse et al. 2007).

Die PAGE-Analysen bestitigen sowohl die apparente Masse des P-Protein Monomers (ca.
110 kDa, Abbildung 6A), als auch die des Dimers (ca. 220 kDa, Abbildung 6A). In der
nativen PAGE zeigt sich zusitzlich noch eine héhermolekulare Bande, die auf die Bildung
eines Oligomers unter diesen Bedingungen hindeuten konnte. Die Untersuchungen mittels

SEC (Abbildung 6B) konnten keinen Peak in dieser Groenordnung detektierten.

Die SEC-Analysen wurden vergleichend unter komplexfordernden Pufferbedingungen (GDC-
Puffer; Neuburger et al. 1986) sowie Kontrollbedingungen durchgefiihrt. Erstere setzen sich
aus geringen Salzkonzentrationen, einem niedrigen pH-Wert und PLP als Cofaktor des
P-Proteins zusammen, wéhrend es sich beim Kontrollpuffer um einen 20 mM Tris/50 mM
NaCl Puffer handelt. Im direkten Vergleich konnte dabei beobachtet werden, dass die aus den
Elutionsprofilen berechneten Groéfen (Eichgeraden siehe Anhang 7.4) des P-Proteins
voneinander abweichen. Wiahrend im GDC-Puffer das P-Protein bei der erwarteten Grof3e von
ca. 220 kDa auftritt, eluiert es im Tris-Puffer frither und hat dort eine apparente Grof3e von ca.
270 kDa. Moglicherweise haben die genutzten Puffer einen Einfluss auf die Form des
Proteins, da nicht allein die GroBBe des Proteins, sondern auch dessen hydrodynamischer
Radius die Elution beeinflussten. Dadurch kann es zu einem abweichenden
Migrationsverhalten des Proteins an der Sdule und dadurch zu einer spéteren Elution von der
Sdule kommen. Dennoch konnte die GroBe des P-Protein Dimers weitestgehend bestétigt (200
bis 270 kDa) werden. Die Abweichungen lassen sich moglicherweise auch durch die
unterschiedlichen Systeme der SEC-Analysen erkldren (durchgefiihrt in Rostock: Aktapr,-me fur
komplexfordernde Bedingungen und durchgefiihrt in Heidelberg: Aktacypiorer fiir Tris-Puffer),

die auf Grund verschiedener Pumpmechanismen (Aktayime: pulsierend; Aktacxpiorer:
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kontinuierlich) einen Einfluss auf das Laufverhalten der Proteine haben kénnen, obwohl zu

Analyse die gleiche Sdule genutzt wurde.

Die Aktivititsmessung zeigt, dass das heterolog in E. coli exprimierte P-Protein aus
Synechocystis in der Lage ist, Glycin umzusetzen. Im Vergleich zur negativen Kontrolle, bei
der kein Glycin zum Messansatz hinzugegeben wurde, ist die spezifische Aktivitdt mit Glycin
um das fast 35-fache erhoht (ohne Glycin ca. 11 nmol min™ mg™'; mit Glycin ca. 367 nmol
min” mg”, die Hintergrundaktivitit wurde abgezogen). Damit ist das P-Protein katalytisch
aktiv und kann fiir weitere Versuche genutzt werden. Da fiir die Aktivititsanalysen das
ebenfalls in E. coli exprimierte H-Protein aus Synechocystis verwendet wurde, kann
gleichzeitig bestitigt werden, dass auch dieses seine Funktion als Substrat erfiillt und sich

somit fiir Komplexversuche eignet.
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die Untersuchungen zum rekombinanten Synechocystis P-Protein.

A: PAGE-Analysen des rekombinanten P-Proteins. Links: Denaturierende SDS-PAGE mit der
Proteinbande bei ca. 110 kDa. Rechts: Native PAGE mit der Proteinbande bei ca. 220 kDa.
B: P-Protein Analysen mittels SEC. Vergleich zwischen GDC-Puffer und Tris-Puffer. Das P-Protein
eluiert in beiden Puffern unterschiedlich, aber die berechneten Groflen entsprechen weitestgehend der
Erwartung von ca. 220 kDa: Tris-Puffer (schwarz) 270 kDa; GDC-Puffer (grau) 200 kDa. C:
Vergleich der Aktivitdt des P-Proteins aus Synechocystis zwischen dem Reaktionsansatz mit Glycin
(dunkelgrau) als Substrat und der Kontrolle ohne Glycin (schwarz). n=3; ***p<0,001
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4.1.2. Das L-Protein

Eine detaillierte Untersuchung des L-Proteins aus Synechocystis wurde bisher nur am aus
Zellen gereinigten Protein durchgefiihrt (Engels et al. 1997; Engels und Pistorius 1997). Da
innerhalb dieser Arbeit erstmalig rekombinantes L-Protein genutzt wurde, erfolgte neben der
Untersuchung der Oligomerisierung mittels PAGE- und SEC-Analysen auch eine
biochemische Charakterisierung hinsichtlich der Aktivitét des L-Proteins in Abhdngigkeit der
Substratkonzentration. Als Substrat diente hierbei rekombinantes H-Protein aus Synechocystis
(reduziert mit Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)). Abbildung 7A zeigt das Ergebnis der
SDS- und nativen PAGE. Zu erkennen ist, dass die Masse des Monomers (ca. 55 kDa) und
die des Homodimers (ca. 120 kDa) weitestgehend mit den erwarteten (ca. 50 bzw. 100 kDa)
tibereinstimmen. Im Unterschied zur SEC-Analyse (Abbildung 7B) des P-Proteins stimmen
die berechneten GroBen des L-Proteins unter beiden Pufferbedingungen (GDC-Puffer und
Kontrolle) nahezu iiberein (140 bis 150 kDa). Dennoch unterscheiden sich beide von der
erwarteten GroBe. Dieser Unterschied ldsst sich moglicherweise auf eine Abweichung der
Form des L-Proteins von einem idealen globuldren Protein zuriickfiihren (sieche 2.1), was die
Migration des Proteins im Sdulenmaterial beeinflusst. Aus den Aktivititsmessungen
(Abbildung 7C) wird deutlich, dass das rekombinante Synechocystis L-Protein katalytisch
aktiv ist und fiir weitere Analysen des GCS genutzt werden kann. Die Daten zeigen die
erwartete Sittigungskurve mit ansteigender Substratkonzentration. Daraus konnten mittels
Lineweaver-Burk-Auftragung der Via- (3 pmol min” mg1) und K,-Wert (0,007 mM)
berechnet werden. Letzteres liegt dabei unter dem publizierten K,-Wert des L-Proteins aus P.

sativum fiir das pflanzliche H-Protein (0,027 mM) (Neuburger et al. 2000).
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Abbildung 7: Ubersicht iiber die Untersuchungen zum rekombinanten Synechocystis L-Protein.

A: PAGE-Analysen des rekombinanten L-Proteins. Links: Denaturierende SDS-PAGE mit der
L-Proteinbande bei ca. 55 kDa (Monomer). Rechts: Native PAGE mit der L-Proteinbande bei ca.
110 kDa (Dimer). B: L-Protein Analysen mittels SEC. Vergleich zwischen GDC-Puffer zur
Komplexforderung und Tris-Puffer zur Kontrolle. Das L-Protein eluiert in beiden Puffern nahezu
gleich mit einer GroBe zwischen von ca. 150 kDa (GDC-Puffer, grau; Tris-Puffer, schwarz).
C: Messung der L-Protein Aktivitdt in Abhéngigkeit der Konzentration des reduzierten Synechocystis
H-Proteins.

4.1.3. Das H-Protein

Eine Analyse des rekombinanten H-Proteins aus Synechocystis erfolgte bereits in fritheren
Arbeiten (Hasse et al. 2007; 2009). Dennoch wurde auch dieses Protein hinsichtlich seiner
GroBe und seines Einflusses auf die Proteinaktivitdt untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 8 dargestellt. Die Analysen mittels PAGE (Abbildung 8A) zeigen, dass das
rekombinante H-Protein aus Synechocystis unter denaturierenden Bedingungen ein Dimer (ca.
28 kDa, Monomer 14 kDa) bildet. Dies wurde bereits in fritheren Arbeiten gezeigt (Hasse et
al. 2009), der Grund dafiir bleibt weiterhin unbekannt. Auf Grund des verdnderten
Laufverhaltens des H-Proteins in der Tricin-SDS-PAGE (siehe Dissertation Hasse, 2010)
konnte es sich um einen artifiziellen Effekt der Glycin-SDS-PAGE handeln. Die Literatur
(Oliver 1994) und die Ergebnisse der SEC lassen jedoch auf eine Oligomerisierung des

H-Proteins schlieflen.

In der nativen Page ist der Unterschied des lipoylierten und nicht-lipoylierten H-Proteins zu
erkennen. Ohne den Zusatz externer Liponsdure zum Expressionsmedium ist E. coli nicht in
der Lage die hohen Mengen an rekombinantem H-Protein vollstdndig zu lipoylieren. Auf
Grund der geringeren positiven Ladung des Holoproteins, vermittelt von der prosthetischen

Gruppe, lduft dieses innerhalb der nativen PAGE weiter als das Apoprotein (Abbildung 8A).



Ergebnisse 37

Die SEC-Analysen zeigen einen deutlichen Unterschied im Elutionsprofil des H-Proteins
unter komplexfordernden und Kontrollbedingungen (Abbildung 8B). Wihrend
GDC-Puffer das H-Protein bei 80 kDa eluiert, hat es im Tris-Puffer eine berechnete Grofie

im

von 32 kDa. Demnach scheint das H-Protein aus Synechocystis bei neutralem pH-Wert und
geringer Salzkonzentration in der Lage zu sein, eine oligomere Struktur zu bilden. Der Peak
der SEC-Analyse spricht fiir ein Tetramer. Die Interaktion mehrere H-Proteine zeigt sich
zuséatzlich auch in dem Filtrationsexperiment durch eine 50 kDa cut-off Membran (Abbildung
8C), bei dem der iiberwiegende Teil der H-Proteine im Uberstand verbleibt, obwohl das
monomere Protein nur ca. 14 kDa grof} ist und somit die Membran passieren kdnnen sollte.
Auch im Immunoblot konnte ein Teil des Proteins bei ca. 50 kDa detektiert werden

(Abbildung 8D).
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Abbildung 8: Ubersicht iiber die Untersuchungen zum rekombinanten Synechocystis H-Protein.

A: PAGE-Analysen des rekombinanten H-Proteins. Links: Denaturierende SDS-PAGE. Rechts:
Native PAGE mit H-Protein ohne vollstdndige Lipoylierung (links) bei ca. 30 kDa und mit
Lipoylierung (rechts) bei ca. 22 kDa. B: H-Protein Analysen mittels SEC. Vergleich zwischen
GDC-Puffer (grau) und Tris-Puffer (schwarz). Das H-Protein eluiert in beiden Puffern unterschiedlich,
im GDC-Puffer: 80 kDa und im Tris Puffer: 32 kDa. C: Filtration des H-Proteins durch eine 50 kDa
cut-off Membran. Die Filtration bestitigt die SEC-Ergebnisse, dass das H-Protein im GDC-Puffer eine
hoher molekulare Struktur (>50 kDa) bildet. D: Immunoblot des aufgereinigten H-Proteins. Der
Nachweis erfolgte mit dem spezifischen aufgereinigten H-Protein Antikorper aus F. frinervia. Zu
sehen ist die erwartete Bande bei 30 kDa (Dimer) und eine Bande bei ca. 50 kDa (Trimer).

Die SEC- und Filtrations-Analysen wiirden fiir ein Trimer oder Tetramer aus H-Proteinen
sprechen. Um die mogliche Oligomerisierung des H-Proteins zu visualisieren wurden mit
Hilfe von SymmDock (Schneidman-Duhovny et al. 2005a, 2005b) Modelle eines Tri- und
eines Tetramers erstellt (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock/).
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Abbildung 9A zeigt eine mogliche Organisation mehrerer H-Proteine zu einem Trimer,
welches eine mogliche Kernstruktur des Synechocystis Komplexes bilden konnte. In dieser
Anordnung liegt die prosthetische Gruppe am Lys® (Abbildung 9C) so, dass sie von den
enzymatisch aktiven GCS-Proteinen erreicht werden kann und somit Reaktionsintermediate
binden kénnte. Zusitzlich dazu ist der Ser’-Rest jedes Monomers in der Lage eine
intermolekulare Wasserstoffbriicke mit dem Val”’-Rest der Hauptkette eines weiteren
Monomers einzugehen (Abbildung 9B). Da es sich hier um theoretische Analysen handelt,
bleibt der experimentelle Beweis aus, dass eine einzelne Wasserstoftbriickenbindung
ausreicht, um ein stabiles Oligemor zu bilden. Desweiteren sind auch die angrenzenden
Aminosdurereste (60-63, Abbildung 9C) frei zugdnglich, um eine Interaktion mit dem

T-Protein einzugehen. Letzteres wird durch die publizierte Struktur eines HT-Komplexes aus

E. coli unterstiitzt (Okamura-Ikeda et al. 2010) (siehe auch Abbildung 13).
*

Abbildung 9: Mogliche Struktur eines H-Protein Trimers aufbauend auf der pdb-Struktur
1HTP (P. sativum).

SymmDock erméglicht die Darstellung einer Proteinstruktur mit mehreren Untereinheiten basierend
auf deren geometrischer Symmetrie. Das hier gezeigte Ergebnis dient ausschlielich der
Visualisierung und hat keinen experimentellen Hintergrund. A: H-Protein Trimer. Der Trimer ist
symmetrisch angeordnet und hat eine nach auBlen gelagerte prosthetischer Gruppe (Liponsdure), um
einen Reaktionsablauf des GCS zu ermdglichen. B: Darstellung einer Wasserstoffbriickenbindung
(WBB) zwischen den H-Proteinen. Die Riickansicht des Modells zeigt, dass eine intermolekulare
Interaktion der einzelnen H-Proteine iiber eine WBB (2,65 A) zwischen Ser®® und Val” méglich ist.
C: Detailansicht des Lys” mit kovalent gebundener Liponsiure. Die Anordnung der einzelnen
H-Proteine erfolgte so, dass die drei Aminosduren, die fiir die Interaktion des H-Proteins mit dem
T-Protein notwendig sind, diesem zugénglich sein kdnnen (siehe 2.1, Abbildung 13).
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Auch die Bildung eines H-Protein Tetramers ist auf Grund der SEC-Analysen prinzipiell
denkbar. Eine mogliche Anordnung der Monomere ist in Abbildung 10 dargestellt. Fiir diese
Anordnung konnten keine intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen vorhergesagt
werden, so dass diese Abbildung rein auf Symmetrie und der nach auBlen gelagerten
Liponsdure sowie den Aminosdureresten zur Bindung des T-Proteins (siehe Trimerstruktur)

beruht.

Abbildung 10: Mégliche Struktur eines H- Protein Tetramers aufbauend auf der pdb-Struktur
1HTP (P. sativum).

SymmDock erméglicht die Darstellung einer Proteinstruktur mit mehreren Untereinheiten basierend
auf deren geometrischer Symmetrie. Das hier gezeigte Ergebnis dient ausschlieflich der
Visualisierung und die Anordnung der Untereinheiten hat keinen experimentellen Hintergrund.
Dargestellt ist ein symmetrischer H-Protein Tetramer mit nach aullen gelagerter prosthetischer Gruppe
(Liponséure), um einen Reaktionsablauf des GCS prinzipiell zu ermdglichen. Skala: 20 A

4.14. Das T-Protein

Cohen-Addad et al. publizierten 1997, dass das T-Protein aus P. sativum durch Zugabe von
H-Protein l6slich blieb und ansonsten schwer 16sliche Proteinaggregate bildete. Das konnte
auch fiir das T-Protein aus Synechocystis beobachtet werden (siehe Abbildung 11). Initial

konnte das T-Protein nicht mittels einer nativen PAGE aufgetrennt werden, sondern verblieb

in der Tasche des Sammelgels (Abbildung 11A;™), wihrend alle anderen GCS-Proteine
entsprechend ihrer Grofle nach getrennt wurden. Da das Protein {iber die IMAC gereinigt
werden konnte und somit wihrend dessen 16slich war, erfolgte die Analyse der Aggregation
nach der Reinigung und mit dem T-Protein in GDC-Puffer. Die Aggregation des gereinigten

Proteins wurde in Abhéngigkeit der Zeit bei ODgo gemessen und die Losung zeigte eine
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schrittweise Triibung (Abbildung 11B — Kontrolle). Um dies moglicherweise zu verhindern,
wurden Glycerol (20 %) und Harnstoff (1M) (Bondos und Bicknell 2003) sowie DTT (1 mM)
zum Puffer hinzugegeben. Keine dieser Reagenzien hatte einen positiven Effekt auf die
Loslichkeit des T-Proteins (Abbildung 11B). Aus diesem Grund wurde das T-Protein
anschlieBend immer mit dem H-Protein coexprimiert (BL21 DE3, sll0171-pET-DUET]I,
slr0879-pET28a: TH-Protein) und mittels IMAC gereinigt. In diesem Zustand blieb das

T-Protein 16slich, was sich in den Filtrations- und SEC-Untersuchungen zeigt.
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die Analysen zur Aggregation des T-Proteins.

A: Native PAGE aller GCS-Proteine aus Synechocystis. Das T-Protein blieb in der Tasche des
Sammelgels und konnte nicht getrennt werden. B: Ubersicht iiber das Aggregationspotential als
Zunahme der ODyy, des T-Proteins mit unterschiedlichen Pufferzusitzen.

Nach der Coexpression mit dem H-Protein zeigten die Grofenanalysen des T-Proteins mittels
PAGE die erwartete GroBBe von ca. 45 kDa sowohl im denaturierenden als auch im nativen
(mit zzgl. 75 und 100 kDa inklusive H-Protein) System. Die SEC-Analysen fiir das
TH-Protein zeigen deutliche Unterschiede zwischen den Kontroll- und komplexférdernden
Bedingungen. Im GDC-Puffer konnte trotz Vorliegen beider Proteine nur ein Elutionspeak
detektiert werden. Die berechnete Grofe dieses Peaks entsprach 100 kDa und die
Peakfraktion enthielt sowohl T- als auch H-Protein (sieche Abbildung 11B). Daraus ldsst sich
vermuten, dass unter diesen Bedingungen das H- und T-Protein einen relativ stabilen
Komplex eingehen, welcher nicht durch Verdiinnung gelost werden kann. Dies wird durch

den Einzellauf des H-Proteins unterstiitzt (siche Abbildung 8B). Dort scheint das H-Protein
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um ca. 40 kDa spdter zu eluieren, was ungefihr der GroBe des T-Protein Monomers
entsprechen wiirde. Der Vergleich mit dem Lauf unter Kontrollbedingungen zeigt, dass im
Tris-Puffer die beiden Proteine in verschiedenen Konformationen vorliegen. Die berechneten
GroBen sprechen dabei fiir einen 1:1 TH-Komplex (68 kDa) und das H-Protein (32 kDa)
alleine (Abbildung 11B). Moglicherweise liegt ein Teil des T-Proteins ebenfalls allein vor.
Die Aktivitit des rekombinanten T-Proteins konnte mit dem im Material- und Methodenteil
beschriebenen Test (3.2.19) bisher nicht nachgewiesen werden. Uber die Messung der
Gesamtaktivitidt der GCS-Proteine (siehe 4.2.4) konnte die T-Protein Aktivitdt jedoch indirekt

nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Ubersicht iiber die Untersuchungen zum rekombinanten Synechocystis
TH-Protein.

A: PAGE-Analysen des rekombinanten TH-Proteins. Links: Denaturierende SDS-PAGE mit der
H-Proteinbande bei ca. 30 kDa (Dimer) und der T-Proteinbande bei ca. 45 kDa (Monomer). Rechts:
Native PAGE mit der H-Proteinbande bei ca. 30 kDa (Dimer) und der T-Proteinbande bei ca. 47 kDa.
Bei den zusitzlichen Banden (75 und 100 kDa) konnte es sich um TH-Komplexe mit
unterschiedlichen Stochiometrien handeln. B: TH-Protein Analysen mittels SEC. Vergleich zwischen
GDC-Puffer zur Komplexforderung und Tris-Puffer zur Kontrolle. Wéahrend unter komplexférdernden
Bedingungen die beiden Proteine innerhalb eines Peaks erscheinen und somit vermutlich einen
Komplex bilden, erscheinen unter Kontrollbedingungen zwei Peaks. Der erste entspricht einem
TH-Komplex und der zweit dem H-Protein bei ca. 30 kDa (GDC-Puffer, grau; Tris-Puffer, schwarz).

Die Assoziation des T-Proteins mit einem H-Protein in einem stabilen Komplex wurde fiir
E. coli bereits experimentell bestétigt (Okamura-Ikeda et al. 2010). Die folgende Abbildung
zeigt, dass diese Assoziation auch mit einem H-Protein Trimer theoretisch moglich wire.

Dafiir wurde das nach Symmetrie geordnete H-Protein-Trimer (Abbildung 9) mittels des
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Chimera Programms mit der Kristallstruktur des TH-Komplexes (pdb 3AS8J) iiberlagert.
Dabei wird deutlich, dass eine Interaktion zwischen H- und T-Protein auch mdglich ist, wenn
drei H-Proteine als Trimer assoziiert sind, was mit der beobachteten molekularen Masse der

TH-Coeluate von ca. 100 kDa tibereinstimmen wiirde.

Fiir eine Assoziation dieser beiden Synechocystis Proteine spricht die von Nakai et al. 2003
identifizierte Interaktionsfliche Region I am H-Protein von 7. thermophilus. Die
verantwortlichen Aminosduren sind Glu® und Asp®, wie sie auch in Synechocystis
vorkommen (sieche Abbildung 14). Dariiber hinaus zeigt ein Alignment (Abbildung 15) der
T-Protein Sequenzen aus E. coli und Synechocystis, dass die fiir die Interaktion notwendige
Aminosiure Asp>? aus E. coli (Okamura-Ikeda et al. 2010) auch in Synechocystis konserviert

ist.

Abbildung 13: Vergleich des H-Protein Trimers mit dem TH-Komplex (pdb 3A8J).

Die Uberlagerung des H-Protein Trimers (gold/weiB) mit dem publizierten E. coli TH-Komplex (blau,
Okamura-Ikeda et al. 2010) zeigt, dass eine Interaktion eines H-Proteins mit dem T-Protein weiterhin
mdglich ist, auch wenn drei H-Proteine als Trimer vorliegen, denn keines der zusétzlichen H-Proteine
blockiert die Bindestelle des T-Proteins (Arg™?).
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T. thermophilus VYVELPEVGR WEKGEAVAV VKT YAPVAGEIVE
Synechocystis sp. PCC 6803 .F..... E.D K. .FEQSMGA .T.TVI.

Abbildung 14: Sequenzvergleich der H-Proteinsequenzen von Synechocystis und T.
thermophilus.

Dargestellt sind nur 40 Aminoséuren mit der konservierten Region I am Glu® und Asp®’ (Nakai et al.
2003; rote Markierungen). Der vollstindige Vergleich ist unter 7.6 dargestellt. Der Vergleich wurde
mit Hilfe des Programms BioEdit und der Matrix Blosum62 erstellt.

290 300 310 320

P Y T R R B I |

E. coli LEVQREHGTE K-LVGLVMTE K LPV RFTDAQGNQH
Synecocystis sp. PCC 6803 .TE.KAN.V. .R....E.LA .QI Y.I LHN----GEI

Abbildung 15: Sequenzvergleich der T-Proteinsequenzen von E. coli und Synechocystis.

Dargestellt sind nur 40 Aminosiuren mit der publizierten Bindestelle des T-Proteins Asp”> (Okamura-

Ikeda et al. 2010, rote Markierung) fiir die Interaktion mit dem H-Protein. Der vollstindige Vergleich
ist unter 7.6 dargestellt. Der Vergleich wurde mit Hilfe des Programms BioEdit und der Matrix
Blosum62 erstellt.

4.1.5. Simultane Expression aller GCS-Proteine in E. coli mittels DUET-Vektoren

Bei der Untersuchung von Proteinkomplexen, kann die gleichzeitige Expression aller
Komplexpartner hilfreich sein. Aus diesem Grund wurde das DUET-Vektor-System von
Novagen® genutzt, um alle vier GCS-Proteine in derselben E. coli-Zelle zu exprimieren. Fiir
diese Arbeit wurden die Synechocystis-Proteine wie folgt zusammen kloniert und exprimiert:
das H-Protein mit dem P-Protein in den pACYC-Duetl-Vektor und das T-Protein mit dem
L-Protein in pET-Duet1-Vektor. Die verwendeten Oligonukleotide sind unter 3.1.4 dargestellt
und die Methoden fiir die Klonierung unter 3.2. Die Expressionsbedingung sind unter 3.2.13
beschrieben. Das anschlielend aus den Zellen gewonnene Lysat wurde in erster Linie fiir die

Analysen mittels Groenausschlusschromatographie genutzt.
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Abbildung 16: Ubersicht iiber den Klonierungsnachweis der in den pACYC-Duetl ligierten
DNA-Fragmente von s/r0879 und s/r0293.

Die Ubersicht zeigt, dass beide Fragmente vollstindig in den Vektor ligiert wurden. Die
verwendeten Restriktionsenzyme waren: Ndel und X#ol fiir das H-Protein (s/r0879, 400 bp)
und BamHI und Pst1 fiir das P-Protein (s/70293, 2963 bp). Obwohl das H-Protein Gen mittels
Kolonie-PCR nachgewiesen werden konnte, war es nicht mdglich es mittels Restriktion

ebenfalls nachzuweisen.
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Abbildung 17: Ubersicht iiber den Klonierungsnachweis der in den pET-Duetl ligierten DNA-
Fragmente von s//0171 und s/r1096.

Die Ubersicht zeigt, dass beide Fragmente korrekt in den Vektor ligiert wurden. Die
verwendeten Restriktionsenzyme waren: BamHI und EcoRI fiir das T-Protein (s//0171,

1132 bp) und Munl und Xhol fiir das L-Protein (s/r1096, 1428 bp).

Nach der erfolgreichen Klonierung erfolgte der Nachweis der simultanen Expression aller

Proteine.
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Abbildung 18: Testexpression fiir beide Konstrukte. (A) pACYC-Duetl mit H-Protein und
P-Protein (B) pET-Duetl mit T-Protein und L-Protein.

Die Testexpression beider Konstrukte zeigt, dass das H- (28 kDa), T- (40 kDa) und P-Protein
(107 kDa) sichtbar nach der Induktion exprimiert wurden. Die Expression des L-Proteins
konnte nicht nachgewiesen werden. Nach der Kombination beider Plasmide, war die
Expression des T- und P-Proteins deutlich verstirkt und beide Proteine konnten gereinigt
werden. Das H-Protein wurde ebenfalls exprimiert, ist jedoch nicht an einen Ais-tag gekoppelt
(s-tag) und konnte somit nicht an die NI-NTA binden. Trotz des nicht nachweisbaren
L-Proteins wurde der gezeigte Expressionsstamm zur Analyse von Subkomplexen verwendet.
Zur Analyse eines moglichen Gesamtkomplexes wurde das separat heterolog exprimierte
L-Protein vor der Analyse zum Lysat hinzugegeben und der Ansatz fiir mindestens eine

Stunde inkubiert.
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Abbildung 19: Expression und Reinigung mittels NI-NTA des T- und P-Proteins aus dem
Expressionsstamm mit s/r0879-s/r0293-pACY CDuet-1 und s//0171-slr1096-pET-Duet-1.

4.1.6. Analytische Ultrazentrifugation der Synechocystis GCS-Proteine

In Heidelberg erfolgte nach der Analyse der einzelnen GCS-Proteine per SEC in Tris-
NaCl-Puffer die Untersuchung der Proteine mittels Analytischer Ultrazentrifugation (AUZ).
Nach der SEC war die Proteinkonzentration in den jeweiligen Fraktionen sehr klein, so dass
nur noch die Analyse in Tris-NaCl-Puffer durchgefiihrt werden konnte und nicht mehr in
GDC-Puffer. Eine erneute Aufreinigung der Proteine in Heidelberg zur Wiederholung des
Versuches in GDC-Puffer war nicht erfolgreich.

Mit Hilfe der AUZ konnten die GCS-Proteine unabhédngig von ihrer individuellen Form
hinsichtlich ihrer Grofe analysiert werden. Abbildung 20 zeigt die Zusammenfassung der
Einzelldufe fiir jedes Protein. Zu sehen ist, dass die Proteine entsprechend der Erwartung
migrieren, weshalb sich die Unterschiede zwischen der erwarteten Groéfle und der im
Tris-NaCl-Puffer gemessen Grofle wihrend der SEC-Analysen auf die Form der Proteine
zuriickfiihren lassen. Wéhrend das P-Protein (lila, die Abbildungen wurden von Dr. Norbert
Miicke zur Verfiigung gestellt) mit einem Sedimentationskoeffizienten von 9,3 S* am
schnellsten sedimentiert, braucht das H-Protein (griin, 1,8 S*) entsprechend linger. Da fiir das
T-Protein die Fraktion mit dem geringsten Anteil an H-Protein gewéhlt wurde, ist im AUZ-
Lauf nur ein Peak erkennbar. Die berechneten GroBen sind in Tabelle 27 dargestellt.
Zusétzlich wurde im gleichen Puffer ein AUZ-Lauf durchgefiihrt, in dem alle GCS-Proteine
im Verhiltnis der Filtrationsversuche enthalten waren (sieche 3.2.15), um eine evtl.

Komplexbildung nachzuweisen. Das Ergebnis dafiir ist in Abbildung 20B dargestellt. Zu
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sehen ist, dass kein Protein oder Proteinkomplex mit einem  hdheren

Sedimentationskoeffizienten detektiert werden konnte als der des P-Proteins.

A B

%{s*) [OD/Svedberg]
g(s*) [O D /Svedberg]

Abbildung 20: Darstellung des Sedimentationskoeffizienten der GCS-Proteine in Abhiingigkeit
der S-Verteilung (g/s*).

Der Sedimentationskoeffizient ergibt sich dabei aus der Verteilung der Proteine zu einem bestimmten
Zeitpunkt in Abhéngigkeit von der Winkelgeschwindigkeit. Dabei gilt, je groer das zu messende
Protein, desto schneller sedimentiert es bei der gewihlten Winkelgeschwindigkeit. A: Ubersicht der
Sedimentationskoeffizienten der einzelnen GCS-Proteine im Tris-Puffer. Die einzelnen GCS-Proteine
migrieren innerhalb der AUZ wie anhand der Tertidrstruktur vorausgesagt. (griin — H-Protein,
schwarz — T-Protein, blau — L-Protein; lila — P-Protein). B: Abbildung des
Sedimentationskoeffizienten des P-Proteins (lila) im Vergleich zur Probe mit allen GCS-Proteinen
(schwarz). Die Probe mit allen GCS-Proteinen im Tris-Puffer zeigte keinen Proteinkomplex mit
héherem Sedimentationskoeffizienten als dem des P-Proteins. s* bedeutet, dass die Berechnung mit
den tatséchlichen GroBen der Proteine (inklusive zag) durchgefiihrt wurden.

Tabelle 27: Ubersicht iiber die berechneten molekularen Massen der GCS-Proteine mittels des
Sedimentationskoeffizienten [S*].

Protein MW |erwartet] S* [Svedberg] MW |herechnet]
P-Dimer 210 kDa 9,3 197 kDa
L-Dimer 100 kDa 5,6 107 kDa
T-Monomer 45 kDa 4,1 43 kDa

H-Monomer 14 kDa 1,8 16 kDa
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4.2. Komplexbildung

4.2.1. Filtration der GCS-Proteine durch einen 300 kDa cut-off Filter

Die Filtration durch einen 300 kDa cut-off Filter wurde unter komplexférdernden
Pufferbedingungen durchgefiihrt, um, wie zuvor bei Pflanzenmitochondrienextrakten gezeigt
(Oliver et al. 1990b), die Interaktion der Synechocystis GCS-Proteine miteinander zu
untersuchen. Dadurch sollte ein erster Hinweis auf eine mogliche Komplexbildung erhalten
werden. 300 kDa wurden als cut-off Grolle gewihlt, da jedes Protein einzeln kleiner ist als
300 kDa. Das P-Protein Dimer mit 214 kDa ist dabei das grof3te Protein. Erst eine Verbindung
der Einzelproteine miteinander fiihrt zu einer Proteinstruktur groBer als 300 kDa und somit zu
einem Verbleib von Proteinen oberhalb der Membran (Retentat - R). Ungebundene Proteine
konnen die Membran passieren und finden sich entweder in einer Waschfraktion (W) oder
dem initialen Filtrat (F).
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L-Pratein {110 kDa) - — — b4
-— -

T-Protein (45 kD) | ==

HProtein (17 kDg) | s e g = -

c D

P-Protein (220 kDs) - —

L-Proteln (110 kDa) &b —

T-Protein (46 kDa) — —

Lo L TE LA R P ——— ~—

Abbildung 21: Ergebnisse der Filtrationsversuche durch einen 300 kDa cut-off Filter.

A: Negativkontrollen der einzelnen GCS-Proteine. B: Die direkte Filtration der kombinierten Proteine
ohne zusdtzliche Inkubation zeigt, dass ca. 33 % der Proteine im Retentat verbleiben. C: Die
Kombination der Proteine inkl. 10 min Inkubation mit anschlieBender Filtration fithrt zu einer
Komplexbildung aller GCS-Proteine, wodurch ca. 37 % der Proteine im Retentat verbleiben. D: Die
Kombination der Proteine mit einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur fithrt zum Verbleib von
ca. 55 % der initial geladenen Proteine im Retentat.
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Abbildung 21A zeigt die Negativkontrolle fiir die Filtration der jeweiligen
GCS-Einzelproteine. Um sicherzustellen, dass weder eine Aggregation der Proteine vorliegt
noch, dass diese in der Lage sind mit dem Filtermaterial (Polyethersulfon) zu interagieren,
wurden die Proteine zunichst einzeln durch die Membran mit einem Grofenausschluss von
300 kDa filtriert. Die SDS-PAGE der jeweiligen Fraktionen zeigt, dass alle Proteine in der
Lage sind vollstindig die Membran zu passieren und kein Protein im Retentat verbleibt.
Wurden die Proteine gemischt und anschlieBend direkt filtriert oder vor der Filtration 10 bzw.
60 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann filtriert, zeigt sich das Ergebnis aus den
Abbildung 21B-D. Weiterhin sind ungebundene Proteine in der Lage die Membran zu
passieren (demnach ist die Membran nicht blockiert und nicht alle Proteine interagieren
miteinander), jedoch verbleibt ein deutlicher Anteil der Proteine selbst nach der dritten
Waschung im Retentat. Der zeitliche Vergleich zeigt dabei, dass eine Inkubation von nur 10
min bereits zum Auftreten interagierender Proteine fiihrt (ca. 33 - 37 %, sieche Tabelle 28).
Wird das Proteingemisch vor der Filtration 60 min inkubiert, so steigert sich der prozentuale

Anteil der miteinander interagierenden Proteine auf ca. 55 %.

Das bedeutet, dass die GCS-Proteine zwar in der Lage sind schnell aneinander zu binden,
diese Menge im Laufe der Zeit aber noch zunimmt. Aus der Tabelle 28 wird deutlich, dass der
prozentuale Anteil der GCS-Proteine im Retentat nach 1 h um ca. 20 % erhdht ist und sich
somit beinahe verdoppelt hat.

Tabelle 28: Ubersicht iiber die prozentualen Anteile der einzelnen GCS-Proteine im Retentat

nach der Filtration durch eine 300 kDa cut-off Membran. Berechnet wurde jeweils der molare
prozentuale Anteil an der insgesamt gefilterten Proteinmenge.

Anteil des jeweiligen GCS-Proteins in %
Protein 0 miq Inkubation 10 mip Inkubation 60 mip Inkubation
Abbildung 21B Abbildung 21C Abbildung 21D
P-Protein 2,5 2,75 5,2
L-Protein 5,1 4,15 8,6
T-Protein 7.9 3,74 14,9
H-Protein 17,2 259 25,9
X 32,9 36,5 54,6

Neben dem zeitlichen Aspekt wurde auch gepriift, welche der einzelnen GCS-Proteine fiir die
Interaktion essentiell sind. Das Ergebnis ist in Abbildung 22 dargestellt. Ein Versuch ohne
H-Protein war dabei nicht moglich, da das T-Protein auf Grund seines hohen
Aggregationspotentials immer zusammen mit dem H-Protein exprimiert und gereinigt werden

musste.
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Abbildung 22: Ergebnisse der Filtrationsversuche durch eine 300 kDa cut-off Membran mit
jeweils drei der vier GCS-Proteine und 10 min Inkubation.

A: Filtration der Proteine ohne das T-Protein. Ohne die Zugabe von T-Protein ist keine groere Menge
an Protein im Retentat zu verzeichnen (10 %), woraus eine Notwendigkeit des T-Proteins fiir die
Komplexbildung in vitro vermutet werden kann. B: Filtration der Proteine ohne das L-Protein. Die
Kombination der GCS-Proteine ohne das L-Protein zeigt eine geringe Menge der Proteine im Retentat
und deutet damit auf keine essentielle Funktion des L-Proteins bei der Komplexbildung hin (19 %). C:
Filtration der Proteine ohne das P-Protein. Die Kombination der GCS-Proteine ohne das P-Protein
zeigt das gleiche Ergebnis wie ohne das L-Protein (22,5 %).

Abbildung 22A zeigt, dass ohne das T-Protein, die anderen GCS-Proteine wieder in der Lage
sind, vollstindig die Membran zu passieren. Verglichen mit dem Filtrat und den Waschungen
verbleiben nur 10 % der Proteine im Retentat. Diese Menge kann vermutlich mit einem
weiteren Waschschritt ebenfalls entfernt werden. Somit scheint das T-Protein und /oder eine
ausreichende Menge an H-Protein auf Grund der simultanen Expression fiir die Interaktion

der GCS-Proteine in vitro entscheidend zu sein.

Anders verhilt es sich, wenn entweder kein L- (Abbildung 22B, 19 %) oder P-Protein
(Abbildung 22C, 22 %) im Ansatz enthalten sind. Wie fiir den Versuch mit allen vier
Proteinen verbleibt ein deutlicher Anteil an Proteinen (siche Tabelle 29) im Retentat und ist

somit zur Interaktion fahig, wodurch diese die Membran nicht mehr passieren konnen. Das P-,



Ergebnisse 51

T- und H-Protein sind also in der Lage ohne das L-Protein eine Substruktur zu bilden.
Auffillig ist jedoch, dass ein wesentlich geringerer Anteil an Proteinen im Uberstand
verbleibt als in der Probe mit allen vier Proteinen (33 %). Daraus kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass das T- und /oder eine ausreichende Menge an H-Protein unbedingt
vorliegen muss, um Komplexbildung in vitro zu initiieren und gleichzeitig das Fehlen des L-
oder P-Proteins die Komplexbildung zwar reduziert aber nicht komplett verhindert.

Tabelle 29: Ubersicht iiber die prozentualen Anteile der einzelnen GCS-Proteine in den

Retentaten nach der Filtration durch eine 300 KDa cut-off Membran. Berechnet wurde jeweils
der molare prozentuale Anteil an der insgesamt gefilterten Proteinmenge.

Anteil des jeweiligen GCS-Proteins in %
Protein ohne? T-Protein 0hn§ L-Protein ohn§ P-Protein
Abbildung 22A Abbildung 22B Abbildung 22C
P-Protein 2,0 1,2 -
L-Protein 5,4 - 2,8
T-Protein - 49 5,6
H-Protein 2,7 12,8 14,1
x 10 19 22,5

Um zu iberprifen ob das fehlende T- oder eine zu geringe Menge an H-Protein die
Komplexbildung in vitro verhindert, wurde eine intitiale Analyse mit steigender Menge an
H-Protein durchgefiihrt. Abbildung 23 zeigt das unterschiedliche Filtrationverhalten
identischer Proben in denen ausschlieBlich die Menge an zugegebenem H-Protein variiert
wurde. Wihrend der Filtrationsansatz in Abbildung 23A 1,1 pg pl”' H-Protein enthielt und
keine Komplexbildung initiiert werden konnte, waren es in Abbildung 23B 1,4 pg pl’
H-Protein und eine entsprechende Menge aller GCS-Proteine verblieb im Retentat. Daraus
kann geschlossen werden, dass eine ausreichende Menge an H-Proteinen zumindest ein
entscheidender Faktor bei der in vitro Komplexbildung darstellt. Um das T-Protein als
essentiell nachweisen zu konnen, sollte zukiinftig der Versuch aus Abbildung 22A mit

steigender Menge an H-Protein wiederholt werden.



Ergebnisse 52

Abbildung 23: Ergebnisse der Filtrationsversuche durch eine 300 kDa cut-off Membran in
Abhingigkeit der initial zugegebenen Menge an H-Protein.

A: Die Probe enthielt alle rekombinanten GCS-Proteine in folgenden Konzentrationen: 0,1 pg pl”
P-Protein, 0,3 pg pl”' L-Protein, 0,3 pug ul” T-Protein und 1,1 ug pl” H-Protein. Nach 10-miniitiger
Inkubation wurde die Probe wie unter 3.2.15 beschrieben filtriert. B: Die Probe enthielt alle
rekombinanten GCS-Proteine in folgenden Konzentrationen: 0,1 pgpul' P-Protein, 0,3 pg pl’
L-Protein, 0,3 pg pl” T-Protein und 1,3 pg pl' H-Protein. Nach 10 miniitiger Inkubation wurde die
Probe wie unter 3.2.15 beschrieben filtriert.

Zuletzt wurde getestet, inwiefern der Cofaktor des P-Proteins, Pyridoxal-5-Phosphat, die
prosthetische Gruppe des H-Proteins oder die Zugabe eines Reduktionsmittels (Dithiothreitol,
DTT) zur Komplexbildung beitragen. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass weder PLP,
noch die Zugabe von DTT einen Einfluss auf die Komplexbildung in den
Ultrafiltrationsexperimenten hatten. Der Anteil an verbliebenen Proteinen im Retentat mit
H-Protein ohne Liponsdure ist dagegen deutlich erhoht (siehe Tabelle 30: 56 % statt 36,5 %).
Damit scheint die prostethische Gruppe des H-Proteins nicht direkt an der

Komplexinteraktion beteiligt zu sein.
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Abbildung 24: Ergebnisse der Filtrationsversuche durch eine 300 kDa cut-off Membran in
Abhingigkeit von PLP, DTT und Liponsiure.

A: Filtration ohne zusitzliches PLP. Ohne die Zugabe von zusitzlichem PLP zeigt sich keine
Veridnderung in der Verteilung der Proteine zwischen den Proben. B: Kombination mit einem nur
geringfiigig lipoylierten H-Protein. Wie in der positiven Kontrolle mit nahezu vollstindig lipoyliertem
H-Protein verbleibt ein groB3er Teil der Proteine im Retentat. C-D: Vergleich zwischen Filtrationen mit
(C) und ohne (D) DTT. Die Zugabe von 13 mM DTT hat keinen Einfluss auf den Verbleib der
Proteine im Retentat. Die angegebenen Proteingroflen beziehen sich jeweils auf die native Struktur.

Tabelle 30: Ubersicht iiber die prozentualen Anteile der einzelnen GCS-Proteine in den
Retentaten nach der Filtration durch eine 300 kDa cut-off Membran. Berechnet wurde jeweils der
molare prozentuale Anteil an der insgesamt gefilterten Proteinmenge.

Anteil des jeweiligen GCS-Proteins in %
Protein ohne PLP H—Proj[ein ohne LS ohne DTT mit DTT
Abbildung 24A Abbildung 24B Abbildung 24C Abbildung 24D

P-Protein 4,2 13,2 3.4 2,1
L-Protein 9,5 18,5 5,2 3,8
T-Protein 9,2 16,1 4,1 4,2
H-Protein 16 8.5 20,9 204

)y 38,9 56,3 33,6 30,5
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4.2.2. Stochiometrie der Synechocystis GCS-Proteine in vitro

Die Analyse der in vitro Stochiometrie des GCS aus Synechocystis erfolgte, in dem mittels
Imagel die Bandenstirke der einzelnen GCS Proteine in den finalen Retentaten quantifiziert
wurde (Abbildung 25A). Die relativen Intensititen wurden mit den jeweiligen
Molekularmassen der Proteine verrechnet (P: 107 kDa, L:50 kDa, T: 41 kDa und H: 14 kDa).
Abschlieffend erfolgte die Berechnung des Verhiltnisses zum L-Protein um vergleichbare
Werte zu den publizierten Daten aus Pflanzen zu erhalten (Neuburger et al. 1986; Oliver et al.
1990b). Das Ergebnis ist in Abbildung 25B dargestellt und zeigt ein Verhéltnis von
1L:1,5T:0,5P:13H. Aus diesem Verhéltnis ldsst sich eine Stochiometrie von 2L,:6T:1P,:52H
ableiten und eine Komplexgrofe von ca. 1,3 MDa. Auf Grund der hohen Standardabweichung
in der H-Protein Berechnung und dem Ergebnis aus der SEC, dass das H-Protein zur
Trimerbildung neigt, wire auch ein Verhiltnis von 2L,:6T:1P,:54H moglich. Eine Analyse
der KomplexgroRe mittels nativer oder BN PAGE war nicht erfolgreich.
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Stichiometrie des GCS in Synechocystis

20

P-Protein | s .
15

L-Protoin | | | e | || . — £
1

T-Protein |G | w— | S, = | |- E o

i 5
H-Protein o
a oF |y w | aw O : e

P L T H

Abbildung 25: Die Berechnung der in vitro Stochiometrie der GCS-Proteine aus Synechocystis
mittels ImagelJ.

A: Ubersicht iiber die zur Berechnung verwendeten Uberstinde aus den Filtrationsversuchen. Zur
Auswertung wurde das Programm Image] verwendet. B: Grafische Darstellung des berechneten
Verhiltnisses. Aus den ImageJ-Berechnungen lasst sich ein Verhiltnis von 1L:1,5T:0,5P:13H und eine
mogliche Stochiometrie von 2L,:6T:1P,:52-54H ableiten. n=7

4.2.3. Interaktionsstudien durch SEC

Als weitere Methode fiir die Untersuchung der Interaktion der GCS-Proteine wurde die
GroBenausschlusschromatographie (SEC)  durchgefiihrt. Dazu wurde sowohl eine
Kombination (siehe Filtration) der einzeln hergestellten rekombinanten Proteine, als auch ein
E. coli Lysat in dem alle GCS-Proteine aus Synechocystis coexprimiert wurden, eingesetzt.
Auch diese Analysen wurden unter den publizierten komplexfordernden Pufferbedingungen
(Neuburger et al. 1986) durchgefiihrt. Wie zuvor bei den Filtrationsversuchen (3.2.15) wurden

die rekombinanten Proteine nach der Reinigung im gleichen Verhéltnis gemischt.
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AnschlieBend erfolgte eine Inkubation iiber Nacht bei 4 °C und die SEC. Dabei sollte
festgestellt werden, ob der GDC wie in den Filtrationsversuchen nachgewiesen auch bei
starkerer Verdiinnung erhalten bleibt. Zusitzlich sollte die mogliche Grofle des Komplexes
eingegrenzt werden. Abbildung 26A zeigt das Elutionsprofil einschlieBlich SDS-PAGE mit
den Fraktionen von 480 bis 40 kDa und den Immunoblots der Fraktionen von 480 bis 260
kDa. Das Elutionsprofil zeigt zwei markante Peaks, denen mit Hilfe der SDS-PAGE die
einzelnen GCS-Proteine (Peak 1: ca. 200 kDa, P-Protein; Peak 2: ca. 65 kDa, H- und T-
Protein) zugeordnet wurden. Im Bereich iiber 260 kDa wurde kein Peak aufgezeichnet und
weder die SDS-PAGE noch die Immunoblots zeigen eine Akkumulation der GCS-Proteine in
diesem Bereich. Somit gehen die Proteine vermutlich eine Interaktion ein, konnen diese aber
auf Grund der Verdiinnung nicht beibehalten. Den einzigen Unterschied zu den Einzelldufen
zeigen das H- und T-Protein. Diese beiden Proteine eluieren spéter als erwartet, was auf eine
kompaktere Struktur hindeuten konnte, die evtl. durch die anderen GCS-Proteine
hervorgerufen wurde. Unklar ist, warum das L-Protein auch im hochmolekularen Bereich
detektierte werden konnte, evtl. neigt das L-Protein unter den Bedingungen der SEC teilweise

zur Aggregation oder Oligomerisierung.

Da in vivo die GCS-Proteine nicht unabhingig von anderen Proteinen vorkommen, wurde
versucht die kompakte Situation innerhalb der Zelle wihrend des SEC-Laufes zu simulieren.
Dazu wurden mit Hilfe des DUET-Vektor-Systems alle GCS-Proteine gleichzeitig in E. coli
exprimiert (sieche 4.1.5). Dadurch sollte im hochmolekularen Bereich wihrend der SEC-
Elution ein makromolecular crowding Effekt erzielt (zusammengefasst in Kuznetsova et al.
2014) und die instabile Interaktion der gereinigten Proteine stabilisiert werden. Da die
Expression des H- und L-Proteins in den pDUET-Vektoren verhéltnismiBig gering war,
wurden diese beiden Proteine dem Lysat vor der Elution noch zusétzlich zugefiigt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 26B dargestellt. Das Elutionsprofil verdeutlicht, dass im
hochmolekularen Bereich (260 bis 480 kDa) eine hohe Konzentration an Molekiilen
(Proteine, DNA, RNA etc.) vorherrscht und somit ein crowding Effekt entsteht. Die unterhalb
von 260 kDa abnehmende Proteinkonzentration ist im Vergleich mit der Konzentration aus
Abbildung 26A auch bei kleineren Proteinmassen weiterhin erhoht. Dabei handelt es sich in
erster Linie um endogene E. coli Proteine. Die SDS-PAGE der einzelnen Fraktionen zeigt
jedoch bereits, dass eine erhohte Menge an GCS-Proteinen vorhanden ist. Diese eluieren wie
die gereinigten Proteine ebenfalls weitestgehend bei der erwarteten GroBe. Da in der SDS-
PAGE zwischen 260 und 480 kDa nicht zwischen rekombinanten GCS- und endogenen

E. coli-Proteinen unterschieden werden kann, wurde fiir diesen Bereich ein Immunoblot mit
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spezifischen Antikorpern gegen die einzelnen GCS-Proteine gemacht. Der his-tag Antikorper
wurde zur gleichzeitigen Detektion des T- und P-Proteins verwendet und um zweifelsfrei das
rekombinante Synechocystis Protein zu identifizieren. Das Vorhandensein aller GCS-Proteine
im Bereich >260 kDa (das P-Protein einzeln eluiert bei 200 kDa) bestétigt eine Interaktion
dieser Proteine. Diese Interaktion scheint durch den simulierten macromolecular crowding
Effekt stabilisiert zu werden. Das bedeutet, dass die rekombinanten GCS-Proteine aus
Synechocystis in der Lage sind, eine hohermolekulare Struktur zu bilden, die von der

Gesamtkonzentration aller vorhandenen Proteine abhéngig ist.
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Abbildung 26: Vergleich der Groéfienausschlusschromatographien von rekombinanten
GCS-Proteinen und dem E. coli Lysat mit simultaner Expression aller Proteine.

A: Die rekombinanten GCS-Proteine wurden nachtréglich geméf der Filtrationsversuche kombiniert,
inkubiert und mittels SEC getrennt. Das Chromatogramm zeigt den hochsten Anteil an eluierten
Proteinen nach 100 kDa und die SDS-PAGE zeigt die Verteilung der GCS-Proteine iiber alle eluierten
Fraktionen. Der Immunoblot bestétigt, dass in den héher molekularen Fraktionen kein H-, T- oder
P-Protein detektiert werden konnte. B: Das E. coli Lysat aus Zellen mit simultaner GCS-Expression,
wurde mittels SEC aufgetrennt. Das Chromatogramm zeigt eine starke Absorption im
hochmolekularen Bereich zwischen 260 und 480 kDa und spater nochmal um 100 kDa. Die
zugehorige SDS-PAGE zeigt eine breite Verteilung der eluierten Proteine. Der Immunoblot zeigt alle
GCS-Proteine im Bereich tiber 220 kDa.
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Auch das Symechocystis Wildtyp Zelllysat wurde per SEC analysiert. Allerdings war es
mittels Immunoblot nicht moglich die GCS-Proteine zu detektieren. Dies ist vermutlich auf
die geringe Abundanz der Proteine im Lysat zuriickzufiihren. Deshalb sind diese Ergebnisse

nicht dargestellt.

4.2.4. Die Gesamtaktivitit des GCS aus Synechocystis

Nachdem die GCS-Proteine aus Symechocystis im hochmolekularen Bereich der SEC
detektiert wurden, erfolgte die Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit als Glycin-
abhéngige Bildung von NADH. Das Ergebnis ist in Abbildung 27 dargestellt und zeigt, dass
in den Elutionsfraktionen GSC-Gesamtaktivitdt detektiert werden konnte (blaue Quadrate).
Das Aktivititsmaximum trat in den hochmolekularen Fraktionen vor dem P-Protein Peak
(weiBBe Kreise) auf. Dabei handelt es sich um GCS-Aktivitit der Synechocystis Proteine, da
das Eluat des Kontrollstamms (transformiert mit den leeren pDUET-Vektoren, graue
Quadrate) diese Aktivitdt nicht zeigt. Auf Grund der immunologischen Untersuchung dieser
Fraktionen (sieche Abbildung 26B) und in Zusammenhang mit der hier detektierten Aktivitat
kann angenommen werden, dass es sich bei den GCS-Proteinen aus Synechocystis um eine
aktive Komplexstruktur handelt. Des Weiteren zeigt dieses Ergebnis, dass das rekombinante
Synechocystis T-Protein aktiv ist, auch wenn dessen Aktivitit im Einzeltest nicht gezeigt

werden konnte.
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Abbildung 27: Spezifische GCS-Gesamtaktivitit in den Elutionsfraktionen der SEC-Analyse.

Die Gesamtaktivitit wurde als Glycin-abhingige Bildung von NADH in den hochmolekularen
Elutionsfraktionen der SEC gemessen. Vergleichend mit der Aktivitit des Expressionsstammes (blaue
Quadrate) sind die Aktivitit des leeren E. coli Kontrollstammes (graue Quadrate) und das
Elutionsprofil des P-Proteins (weille Kreise) dargestellt. Die GCS-Gesamtaktivitit steigt in den
Fraktionen vor dem einzelnen P-Protein an und deutet somit auf eine aktive Komplexbildung hin,
bestehend aus allen vier Untereinheiten (sieche Abbildung 26). Proteinkonzentration im Assay: 0,01 —
0,02 mg ml™', Expressionsstamm n>2, Kontrollstamm n=1.

4.2.5. In vitro Interaktionen der GCS-Proteine

Eine gingige Methode fiir die Analyse moglicher Interaktionspartner eines bestimmten
Proteins ist der Pulldown-Assay. Durch diese Methode kann untersucht werden, inwieweit ein
spezifisches Protein mit weiteren Proteinen interagiert. Dazu wurde das P- bzw. das L-Protein
mittels ihres his-tags an einer NI-NTA Matrix immobilisiert und diese anschlieBend mit
Zelllysat des Synechocystis Wildtyps inkubiert. Nachdem durch Waschungen unspezifisch
gebundene Proteine entfernt wurden, wurden das rekombinante Protein und die daran
gebundenen Interaktionspartner mit Imidazol eluiert und die Elutionsfraktionen mittels
Immunoblot und Massenspektrometrie analysiert. Im Anschluss wurde der Einfluss der

gebundenen Proteine auf die jeweilige Aktivitéit des L- bzw. P-Proteins untersucht.

Abbildung 28A zeigt das Ergebnis des Pulldown-Versuches mit rekombinantem P-Protein als
Koder. Wihrend in der SDS-PAGE keine weiteren Proteine detektiert werden konnten, zeigt
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die immunologische Untersuchung, dass das L-Protein aus dem cyanobakteriellen Lysat
extrahiert werden konnte. Als Kontrollen wurden eine leere Matrix und eine mit
rekombinanter Format Dehydrogenase (FDH, Pseudomonas sp. 101, bereitgestellt von
Shanshan Song) beladene Matrix mitgefiihrt, welche ebenfalls mit Lysat des Synechocystis
Wildtyps inkubiert wurden. Die Kontrollen zeigen, dass das L-Protein weder an die leere
Matrix noch an die mit FDH beladene Matrix unspezifisch bindet (Abbildung 28B). Daraus
kann eine spezifische Interaktion zwischen P- und L-Protein postuliert werden. Die
Untersuchung der P-Protein Aktivitdt (Methode siehe 3.2.21) ergab dariiber hinaus, dass die
mit Lysat inkubierte Probe eine 1,8-fach hohere P-Protein Aktivitit aufweist als die mit Puffer
inkubiert Probe (Abbildung 28C; Puffer: 65 nmol min™ mg"; Lysat: 117 nmol min" mg™).
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Menge an P-Protein fiir die Messung der Aktivitat
mittels Image] und SDS-Gel ermittelt wurde. Bei sehr geringen Unterschieden in der
Proteinkonzentration konnen hier Fehler auftreten. Die Ermittlung der Proteinmenge mittels
Massenspektrometrie (siche Tabelle 31) ergab eine doppelte Menge an P-Protein in der Lysat-
inkubierten Probe. Es ist also moglich, dass der positive Effekt auf die P-Protein Aktivitét

ausschlieBlich auf die erh6hte Menge an P-Protein im Messansatz zuriickzufiihren ist.

Ein weiterer Interaktionspartner des P-Proteins konnte mittels Coelution und anschlieBender
SDS-PAGE detektiert werden. Bei der Reinigung des rekombinanten Synechocystis
H-Proteins mittels IMAC konnte wiederholt beobachten werden, dass neben dem H-Protein
auch das P-Protein aus E. coli eluiert wurde (Abbildung 28D; die Identifikation mittels MS
wurde von Dr. Stefan Mikkat durchgefiihrt). Da sowohl beim Pulldown als auch bei der
Coelution wihrend der Reinigung eine hohe Salzkonzentration vorherrscht (Waschung
40 mM Imidazol, Elution 300 mM Imidazol), miissen sowohl zwischen dem P- und H-Protein
als auch zwischen dem P- und L-Protein starke hydrophobe Interaktionen bestehen, welche
nicht durch Salz - wie fiir die pflanzliche GDC-Komplex-Interaktion publiziert (Neuburger et
al. 1986) - getrennt werden konnen. Der Sequenzvergleich deutet darauf hin, dass die
Interaktionsfliche des H-Proteins mit dem P-Protein vermutlich die gleiche ist, die fiir

Thermus themophilus von Nakai et al. 2003 publiziert wurde (siche Abbildung 29).
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Abbildung 28: Ubersicht iiber die Interaktionen des P-Proteins mit weiteren GCS-Proteinen.

A: Pulldown mit dem rekombinanten P-Protein als Kdder. Mittels Immunoblot konnte das L-Protein in
der mit Synechocystis Lysat inkubierten Probe detektiert werden. B: Immunoblot der Kontrollen. Die
Kontrollen mit leerer Matrix und Matrix mit FDH gesittigt zeigen, dass keine unspezifische
Interaktion des L-Proteins mit der Matrix auftritt. C: Vergleichende P-Protein Aktivititsmessungen
zwischen der mit Puffer und der mit Synechocystis Lysat inkubierten Probe. Die Aktivitdt des
P-Proteins war in der mit Symechocystis Lysat inkubierten Probe um das 1,8-fache erhoht. n=3,
*#%p<0,0001 D: Coelution des P- und H-Proteins wéihrend der Reinigung des H-Proteins. Bei der
Reinigung des H-Proteins durch IMAC konnte in den Elutionsfraktionen das P-Protein (E. coli) mittels
MS-Analyse (Dr. Stefan Mikkat) identifiziert werden. Die weiteren dominanten Proteinbanden
entsprechen von oben nach unten der E. coli Glutamine-Fructose-6-Phosphat-Aminotransferase (1)
und dem E. coli Polymyxin-Resistenz Protein (2).
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Abbildung 29: Sequenzvergleich der H-Proteinsequenzen von Synechocystis und T.
thermophilus.

Dargestellt sind die ersten 40 Aminosduren der Proteine mit der konservierten Region Il am Asp>® und
Asp’’ (Nakai et al. 2003; rote Markierungen). Der vollstindige Vergleich ist unter 7.6 dargestellt. Der
Vergleich wurde mit Hilfe des Programms BioEdit und der Matrix Blosum62 erstellt.

Zur Bestitigung der Proteinidentifikation mittels Immunoblots wurden die Elutionsfraktionen
der Pulldown-Experimente zusitzlich mittels Proteomanalyse (HDMS" = high-definition
elevated energy) analysiert (Dr. Stefan Mikkat). Das Ergebnis ist in Tabelle 31 dargestellt.
Dabei zeigt sich deutlich eine spezifische Anreicherung des L-Proteins durch an die Sédule
gebundenes P-Protein. Im Vergleich zur Kontrolle ist die Menge an L-Protein mehr als
200-fach erhoht. Zusitzlich dazu ist auch die Menge an P-Protein leicht erhoht (2-fach).
Neben dem L-Protein konnte mittels MS-Analyse auch das H-Protein als spezifischer
Interaktionspartner des P-Proteins aus dem Synechocystis Lysat detektiert werden. Die Menge
an H-Protein ist dabei um das 150-fache gegeniiber der Pufferkontrolle erhoht. Dieses

Ergebnis unterstiitzt die auf Grund der Coelution des rekombinanten Synechocystis H-Proteins
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und des E. coli P-Proteins vermutete Wechselwirkung und konnte so auf eine stabile
Substruktur aus P-, L- und H-Protein hindeuten. Zusétzlich dazu besteht die Moglichkeit, dass
die Interaktion zwischen L- und P-Protein nicht direkt, sondern indirekt iiber das H-Protein

stattfindet. Das T-Protein konnte nicht detektiert werden.

Tabelle 31: Ubersicht iiber die Synechocystis GCS-Proteine, die in der Elutionsfraktion des
Pulldown-Versuches mittels MS detektiert werden konnten.

Dargestellt sind jeweils die P- und L-Protein-Probe, welche mit Puffer inkubiert wurde im Vergleich
zur Probe, welche mit Lysat des Synechocystis Wildtyps inkubiert wurde. Die Werte sind als relative
Mengen angegeben inklusive des dazugehdrigen fold change. n.d. = nicht detektiert. Vollstdndige
Liste siche Anhang 7.5.

Beschreibung  P-Protein L-Protein

Puffer Lysat fold change Puffer Lysat fold change
L-Protein 13,7 3.039 221 15.1375 183.065 1,2
P-Protein 5.066 10.526 2,1 122 302 2,5
H-Protein 0,0 150 150 811 4.533 5,6
T-Protein n.d. n.d. - n.d. n.d. -

Im Vergleich zu den Versuchen mit Synechocystis P-Protein als Kdder konnte in Pulldown-
Experimenten mit gebundenem L-Protein nur eine geringe Anreicherung weiterer
GCS-Proteine nachgewiesen werden (siehe Tabelle 31 sowie Abbildung 30): P-Protein
2,5-fach erhoht, H-Protein 5,6-fach erhoht. Das T-Protein konnte auch durch das L-Protein
nicht gebunden werden. Trotz der mangelnden Interaktionen konnte die L-Protein Aktivitdt
nach der Inkubation mit Synechocystis Lysat erhoht werden. Zieht man jedoch die MS-
Analysen mit in Betracht, so hat sich die Menge an L-Protein verdoppelt, was die erhdhte
spezifische Aktivitit erkldren konnte. Eine weitere Erklarung wére, dass erst durch die
Interaktion mit dem H-Protein ein positiver Aktivitdtseffekt erzielt werden kann. Die
Abwesenheit von T-Protein in den Pulldown-Fraktionen konnte auch damit
zusammenhéngen, dass das Synechocystis T-Protein nicht in der 16slichen Proteinfraktion

vorliegt (Dr. Stefan Mikkat, personliche Mitteilung).
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Abbildung 30: Ubersicht iiber die Interaktionen des L-Proteins mit weiteren GCS-
Komponenten.

A: Pulldown mit dem rekombinanten L-Protein als Kdder. Mittels Immunoblot konnte das P-Protein
in der mit Synechocystis Lysat inkubierten Probe detektiert werden. B: Vergleichende L-Protein-
Aktivitdtsmessungen zwischen der mit Puffer und der mit Synechocystis Lysat inkubierten Probe. Die
Aktivitdt des L-Proteins war in der mit Synechocystis Lysat inkubierten Probe um das 1,5-fache
erhoht. n=3, ***p<0,005. C: L-Protein-Aktivitdtsmessung inklusive des rekombinanten P-Proteins.
Die L-Protein-Aktivitit konnte nicht erhoht werden, wenn das Protein vor der Messung mit
rekombinantem P-Protein im Verhiltnis 1:3 fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde.

4.2.6. Proteinstrukturvisualisierung mittels TEM und Negativkontrastfirbung

Die Negativkontrastfairbung (NKF) mit anschliefender Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) wurde durchgefiihrt, um die quartire Struktur eines GCS-Komplexes zu visualisieren.
Dazu wurde der Filtrationsversuch wie unter 3.2.15 beschrieben an der Universitit Marburg
durchgefiihrt und das so generierten Retentat ohne Verzug wie in 3.2.27 beschrieben und
unter Anleitung von Dr. Thomas Heimerl auf ein Kupfernetz iibertragen. Zur Kontrolle des
Filtrationsiiberstandes wurden auch die einzelnen GCS-Proteine aufgetragen und analysiert.

Die entstandenen Bilder sind in Abbildung 31 dargestellt.

Detaillierte Strukturanalysen mittels NKF und TEM sind erst ab einer Gréf3e von ca. 100 kDa
moglich. Deshalb zeigten die Proben des H- und TH-Proteins keine unterscheidbaren
Strukturen. Erst ab der GroBBe des L-Proteins (ca. 100 kDa) werden Strukturen erkennbar, die
sich in Form (rund oder oval) und Grof3e unterscheiden lassen. Das ist auf die verschiedenen
Ausrichtungen des Proteins auf dem Kupfernetz zuriickzufiihren. Die detaillierteste
Auflosung konnte fiir das P-Protein erzielt werden. Die Abbildung zeigt deutlich das

P-Protein in verschiedenen Ausrichtungen, die in Grofe (Durchmesser von ca. 10 nm £ ca.
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100 A) und Form mit der Kristallstruktur des P-Proteins aus Synechocystis iibereinstimmen

(Hasse et al. 2013).

Der Vergleich zwischen den Einzelproteinen und den kombinierten Proteinen zeigt fiir
letzteres eine sehr heterogene Probe. Zum einen sind eine Reihe kleinerer, vermutlich
ungebundener Proteine zu erkennen. Diese lagen entweder nach der Filtration im Retentat
noch ungebunden vor (siche hierzu auch Abbildung 21) oder ein Teil der gebildeten
Proteinkomplexe dissoziierte wihrend der Verdiinnung der Probe und der Uberfiihrung auf
das Kupfernetz bereits wieder. Zusitzlich dazu sind in der Abbildung jedoch verschiedene
groflere Partikel erkennbar. Diese stellen Proteinkomplexe dar und zeigen mogliche
Strukturen bzw. Substrukturen eines GDC der Synechocystis Proteine. Im Vergleich zum
20 nm GroBenstandard (Abbildung 31 weiller Balken) ist zu erkennen, dass diese Strukturen
groBer sind als das P-Protein. Die unterschiedlichen Formen zeigen dabei verschiedene
Ausrichtungen oder unterschiedliche Assemblierungen mit verschieden vielen gebundenen

Proteinen.
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Abbildung 31: TEM-Aufnahmen der einzelnen GCS-Proteine und des Filtrationsretentats.
Skala: 20 nm
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Die Untersuchungen mehrerer Kupfernetze (1:100 und 1:1000 Verdiinnungen) zeigten
wiederkehrende Formen von Partikeln. Eine genauere Analyse der groBBeren Strukturen zeigte,
dass zwei Formen héufiger auftraten. Die erste ist in Abbildung 32 abgebildet. Sie zeigt eine
langliche Struktur mit einer Verdickung in der Mitte und einem schmaler werdenden Verlauf

zu jeder Seite. Auf Grund der Ahnlichkeit kann diese Struktur als »Schmetterlingsform*

bezeichnet werden.

Abbildung 32: Detaillierte TEM-Aufnahmen einer moéglichen Formation des GDC aus
Synechocystis. Die Abbildungen erinnern an die Form eines Schmetterlings. Skala 20 nm

Die zweite Struktur erinnert hingegen eher an einen Abbildung 33. Zu erkennen ist hierbei
eine Art Schirm, der sich aus mehreren Proteinen zusammensetzen konnte und ein Stiel, der

mittig aus diesem Schirm herausragt.

Abbildung 33: Detaillierte TEM-Aufnahmen einer weiteren moglichen Formation des GDC aus
Synechocystis. Die Abbildungen erinnern an die Form eines Pilzes. Skala 20 nm

Da es sich bei den Proben um gereinigte rekombinante GCS-Proteine handelt, kann vermutet
werden, dass es sich hierbei um eine Interaktion der Symechocystis GCS-Proteine in einer

bzw. zwei (Sub-)Komplexstrukturen handeln konnte.
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4.3. Der Glycindecarboxylase-Komplex aus Pisum sativum

Um einen Einfluss der Komplexbildung auf die Gesamtaktivitit der GCS-Proteine zu
analysieren, wurden Versuche mit isolierten Erbsenmitochondrien durchgefiihrt, da es bisher
nicht gelungen ist die GCS-Aktivitdt der Fraktionen aus den Filtrationsversuchen zu ermitteln.
Dazu wurde der Matrixextrakt von der Membranfraktion getrennt und anschlieBend durch
eine 300 kDa cut-off Membran gefiltert, um so die ungebundenen von den assoziierten
Proteinen zu trennen. Im Anschluss wurden die beiden Fraktionen hinsichtlich moglicher

Unterschiede in der Gesamtaktivitdt der GCS-Proteine analysiert.

Zur Optimierung des Versuchsaufbaus, besonders fiir die Messung der Aktivitit unter
anaeroben Bedingungen, wurde die Gesamtaktivitidt in Abhédngigkeit von der Glycin- und
THF-Konzentration im Mitochondrienextrakt bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 34 zu
sehen und die berechneten K- und Vy,.x-Werte sind in Tabelle 32 gelistet. Fiir die Messung
der Gesamtaktivitdt konnte nicht die sattigende Konzentration von THF eingesetzt werden,
weil THF schon ab einer Konzentration von 0,2 mM bei 340 nm fiir eine belastbare
Auswertung zu stark absorbiert. Bei den folgenden Analysen wurde deshalb eine
Konzentration von 0,14 mM THF eingesetzt. Fiir Glycin hingegen konnten sittigende
Substratmengen von 20 mM eingesetzt werden. Entscheidend fiir die Untersuchungen der
spezifischen GCS-Aktivitdit war die Arbeit unter anaeroben Bedingungen. Diese wurden
erreicht indem der Messansatz in der Kiivette 5 min mit Stickstoff begast wurde bevor das
Sauerstoff-sensitive THF hinzugegeben wurde. Wahrend der Messung wurde die Kiivette,
aber nicht der Messansatz, weiterhin kontinuierlich begast, um das Eindringen von Sauerstoff

Zu minimieren.
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Abbildung 34: GCS-Gesamtaktivitiit des ungefilterten Mitochondrienextraktes.

A: Bestimmung der Enzymaktivitit mit steigender Menge an Tetrahydrofolat. B: Bestimmung der
Enzymaktivitit mit steigender Menge an Glycin. Proteinkonzentration: 2,5 pg ml™, n=2

Tabelle 32: Ubersicht iiber die mittels Lineweaver-Burk berechneten K,, und V,,,.-Werte.

Ky, [mM] V max [NMol min"' mg™']
Tetrahydrofolat 0,2 777
Glycin 0,5 96

Nach Etablierung der Testbedingungen wurde die Gesamtaktivitit in Abhéngigkeit von der
Proteinkonzentration bestimmt. Neuburger et al. postulierten 1986 eine steigende
Enzymaktivitit des GDC aus Erbsen mit steigender Proteinkonzentration. Da die
Komplexbildung ab 0,25 mg ml™" Protein nahezu vollstindig sein sollte (Oliver et al. 1990b),
wurden Proteinkonzentrationen zwischen 0,005 und maximal 0,27 mg ml" gewihlt (siche
Abbildung 35). Das Ergebnis zeigt, dass im ungefilterten Gesamtextrakt die spezifische
Enzymaktivitit mit steigender Proteinkonzentration stark ansteigt (45 nmol min™ mg™ bei

0,005 mg ml" verglichen mit 245 nmol min™ mg™ bei 0,27 mg ml™).

Zusitzlich dazu wurde auch die Gesamtaktivitdit im Retentat nach der Filtration des
Matrixextraktes durch einen 300 kDa cut-off Filter gemessen. Auf Grund der hohen
Proteinkonzentration (ca. 2 mg ml™) und des Verbleibs der Proteine im Retentat sollten diese
hier als Komplex vorliegen und eine entsprechend hohe spezifische Enzymaktivitit
aufweisen. Die Messungen zeigen jedoch, dass die spezifische Aktivitdt bei niedriger
Proteinkonzentration von nur 0,005 mg ml” am héchsten ist (80 nmol min™ mg™). Weiterhin
nimmt die spezifische Aktivitit des Retentats mit steigender Proteinkonzentration ab. Erst

zwischen 0,08 bis 0,25 mg ml” Proteinkonzentration ist wieder ein leichter Aktivitdtsanstieg
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zu verzeichnen (siche VergroBerung Abbildung 35: 0,08 mg ml' = 9 nmol min™ mg” vs.

0,25 mg ml™ = 13 nmol min" mg™).
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Abbildung 35: Vergleich der GCS-Gesamtaktivitit des mitochondrialen Gesamtextraktes und
des Retentats nach der Filtration durch eine 300 kDa cut-off Membran.

Die spezifische Aktivitit wurde als Glycin-abhingige Bildung von NADH bei verschiedenen
Proteinkonzentrationen gemessen. Die Filtration wurde durchgefiihrt um den Anteil an ungebundenen
GCS-Proteinen zu reduzieren und damit moglichst ausschlieBlich Komplexaktivitidt zu messen. Der
Gesamtextrakt diente dabei als Kontrolle. n>2

Der Vergleich der GCS Enzymaktivitit zeigte einen deutlichen Unterschied in den
spezifischen Aktivititen zwischen dem mitochondrialen Gesamtextrakt und dem Retentat.
Nach den Ergebnissen von Neuburger et al. 1986 wurde dagegen eine hohere GCS Aktivitit
im Retentat bzw. bei den hochsten Proteinkonzentrationen erwartet, wo ein GDC vorliegen
sollte. Aus diesem Grund wurde bei einer einheitlichen Proteinkonzentration von 0,05 mg ml
' die spezifische Aktivitidt des Gesamtextraktes, des Retentats und des Filtrats nach der 300
kDa-Filtration erneut analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 36 dargestellt und zeigt, dass
sowohl das Retentat als auch das Filtrat eine geringere GCS Aktivitdt als der Gesamtextrakt
aufweisen. Dariiber hinaus {iibersteigt die Aktivitit des Filtrats die des Retentats. Die
korrespondierende SDS-PAGE und dazugehdrigen Immunoblots zeigen, dass es keinen
deutlichen Unterschied in der Menge der einzelnen GCS-Proteine in den Fraktionen gibt.
Auch die SHMT als ein an der Glycin-Serin-Interkonversion beteiligtes Enzym und der
Lipoylierungsstatus des H-Proteins sind vergleichbar. Das deutet darauf hin, dass vermutlich

einzig die unterschiedliche Proteinkonzentration zwischen Filtrat, Retentat und Gesamtextrakt
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und die damit einhergehende Assoziation/Dissoziation der Proteine fiir den Unterschied in der
Gesamtaktivitdt verantwortlich ist. Im Unterschied zu den Ergebnissen in Abbildung 35 ist
hier die spezifische Aktivitit des ungefilterten Extraktes um ca. die Hélfte reduziert. Grund
dafiir konnte eine Verunreinigung der Probe mit nicht-mitochondrialen Proteinen sein, so dass

der Anteil an GCS-Proteinen im Test geringer war als fiir die Berechnung angenommen.
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Abbildung 36: Gesamtaktivitit des ungefilterten mitochondrialen Matrixextraktes verglichen
mit dem Retentat und Filtrat, inklusive der Kkorrespondierenden SDS-PAGE und der
Immunoblots.

Verglichen mit dem Gesamtextrakt der Matrixfraktion weisen sowohl das Retentat als auch das Filtrat
eine geringere spezifische Aktivitit der GCS-Proteine auf. Proteinkonzentration: 0,05 mg ml”, n=4,
*p<0,05. Aufgetragene Proteinmenge fiir SDS-PAGE und Immunoblot: 10 pg. Verwendete
Antikorper siehe Tabelle 2, alle Blots wurde flir 30 Sekunden belichtet mit Ausnahme des SHMT-
Blots (1 min).

Inwiefern die Aktivitdt des pflanzlichen GCS von den vorhandenen Einzelproteinen abhéngt,
wurde anteilig anhand des T-Proteins getestet. Die Messung der spezifischen Aktivitit der
GCS-Proteine im Arabidopsis Wildtyp (Col.0) verglichen mit der gldti-1 knockdown Mutante
mit nur noch 5 % T-Proteingehalt wurden bereits in Timm et al. 2017 verdffentlich. Dort
konnte gezeigt werden, dass die Mutante trotz stark reduzierter Menge an T-Protein weiterhin
in der Lage ist, auch unter Normalluftbedingungen dhnlich dem Col.0 zu wachsen. Die GCS-
Aktivitdt ist dabei auf 30 % der wildtypischen Aktivitét reduziert. Aus diesen Beobachtungen
wurde geschlossen, dass das T-Protein in Arabidopsis in weitaus hoheren Mengen vorliegt als
fiir die Aktivitit notwendig wire. Diese nicht fiir die Aktivitét relevante Menge an T-Protein
konnte moglicherweise zum Schutz des Sauerstoff-sensitiven THF dienen. Der Vergleich der

Gesamtaktivitdt zwischen Wildtyp und gld¢/-1 Mutante ist in Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Vergleich der spezifischen Gesamtaktivitit der GCS-Proteine zwischen dem
Wildtyp von Arabidopsis thaliana (Col.0) und der gldt1-1 knockdown Mutante.

Verglichen mit dem Col.0 besitzt die Mutanten nur noch 5 % der urspriinglichen T-Protein
Konzentration und ist damit dennoch in der Lage noch 30 % der Wildtyp-Gesamtaktivitit zu
generieren. n=3, **p<0,01

4.4, Stochiometrie der GCS-Proteine aus P. sativum und A. thaliana

Fiir die Bestimmung der Stochiometrie der pflanzlichen GCS-Proteine wurde die quantitative
Proteomanalyse angewandt (Silva et al. 2006). Wie im Methodenteil beschrieben, wurden zur
Quantifizierung zwei verschiedene Arten von '’N-markierten Peptiden eingesetzt. Diese

wurden sowohl als rekombinantes Polypeptid (QconCAT) und auch als synthetische Peptide

(jpt) erzeugt.

4.4.1. Klonierung und Expression des QconCAT-Proteins

Die Klonierung des QconCAT-Proteins erfolgte wie unter 3.2.24 beschrieben. Der Nachweis
der Klonierung des QconCAT-Proteins ist in Abbildung 38 dargestellt. Die Peptide fiir die
einzelnen Isoformen der GCS-Proteine wurden auf der Grundlage friitherer
MS-Untersuchungen ausgewihlt. Entscheidend fiir die Auswahl war, dass jedes gewdhlte
Peptid ausschlie8lich in einem der entsprechenden Proteine bzw. Isoformen vorkommt und
somit eine eindeutige Zuordnung erfolgen kann. Zusitzlich dazu wurde sichergestellt, dass
diese GCS-typischen Peptide reproduzierbar mit hoher Signalintensitit wéhrend der MS-
Analyse von Pflanzenextrakten auftraten. Die abgeleitete Proteinsequenz ist im Anhang 7.3
dargestellt. Die Kontrollrestriktion des pET28a+QconCAT Plasmids zeigt, dass die Ligation
des synthetisierten Gens in den Vektor pET28a erfolgreich war (Abbildung 38A). Die SDS-
PAGE (Abbildung 38B) zeigt die Expression des Proteins nach Zugabe von IPTG (Abbildung
38C — I) sowie die Elution des Proteins mit Imidazol-haltigem Puffer (Abbildung 38B — E1
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bis E3). Nach einer weiteren Aufreinigung erfolgten zur Kontrolle eine SDS-PAGE und ein
Immunoblot mit his-tag Antikorper (Abbildung 38C). Jeder Schritt zeigt die erfolgreiche
Expression des QconCAT-Proteins mit der erwarteten molekularen Masse von ca. 36 kDa

durch den E. coli-Expressionsstamm BL21 (DE3).
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Abbildung 38: Ubersicht iiber die Klonierung und Expression des QconCAT-Peptids mit
>N-markierten Aminosiuren.

A: Klonierung der Nukleotidsequenz in den Vektor pET28a. B: SDS-PAGE der Expression des
QconCAT-Peptids in Minimalmedium mit "NH,Cl. Das Peptid wurde wie erwartet exprimiert und
nach der dritten Waschung mit 300 mM Imidazol eluiert. U: uninduzierte Probe; I: induzierte Probe;
L: Lysat; DF: Durchfluss; W: 3. Waschung; E1-E3: Elutionen 1-3; P: Pellet. C: SDS-PAGE und
Immunoblot zur Kontrolle. Die SDS-PAGE zeigte saubere Elutionsfraktionen, und mittels Ais-tag
Antikorper konnte das vollstindige QconCAT-Peptid nachgewiesen werden.

4.4.2. Proteomanalyse mittels markierungsfreier Hi3-Methode

Die Proteomanalyse und Auswertung wurde von Dr. Stefan Mikkat durchgefiihrt. Dabei
erfolgte die erste Quantifizierung mittels der markierungsfreien Hi3-Methode (Silva et al.
2006). Diese ist besonders fiir kleine Polypeptide (z. B. das H-Protein) auf Grund der

geringen Anzahl an tryptischen Peptiden unzuverldssig. Dennoch kann anhand der
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Hi3-Methode ein erstes Verhiltnis der Proteine untereinander abgeschitzt werden. Es konnte
beobachtete werden, dass mit dieser Methode kaum ein Unterschied in den Verhéltnissen der
GCS-Proteine aus P. sativum und A. thaliana besteht. Einzig das H-Protein scheint in
P. sativum (Verhéltnis L- zu H-Protein: ca. 5) hdufiger vorzukommen als in A4. thaliana
(Verhéltnis L- zu H-Protein: ca. 3). Des Weiteren unterscheiden sich auch die Ergebnisse der
16slichen Fraktionen nur gering von denen des jeweiligen Gesamtextraktes (siche Anhang
7.8), was dafiir spricht, dass die Proteine weitgehend 16slich oder hochstens lose mit der
mitochondrialen Matrix assoziiert sind. Die Abbildung 39 =zeigt die Verhéltnisse der
Monomere der GCS-Proteine bezogen auf ein L-Protein Monomer, welche in Tabelle 33
nochmals zusammengefasst sind. Diese Daten geben einen ersten Hinweis auf eine &hnliche

Stochiometrie der GCS-Proteine aus A. thaliana und P. sativum.

Hi3-Quantifizierung

B Arabidopsis thaliana
O Pisum sativurn
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Abbildung 39: Markierungsfreie Hi3-Quantifizierung der GCS-Proteine aus P. sativum und
A. thaliana.

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Arabidopsis thaliana und Pisum sativum. Die Menge an Protein
wurde jeweils als Verhéltnis zum L-Protein berechnet und die Stdchiometrie gilt fiir die Monomere.
n=2

Tabelle 33: Ermittelte Verhiltnisse der GCS-Proteine durch die Hi3-Methode.

P. sativum A. thaliana
L-Protein 1 1
T-Protein 3,6 3,5
P-Protein 3,3 3,4
H-Protein 2.9 5,2
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4.4.3. Eignung des QconCAT-Peptids und die Reinheit des Mitochondrienextraktes

Als Vorversuch zur quantitativen Proteomanalyse wurde zuerst getestet, ob die einzelnen
Peptide des tryptisch verdauten QconCAT-Proteins mittels MS-Analyse identifiziert werden
konnen. Das Chromatogramm mit 100 fmol des QconCAT-Proteins ist in Abbildung 40
dargestellt. Sie zeigt, dass alle Peptide identifiziert werden konnten. Dariiber hinaus zeigt das
Chromatogramm jedoch auch nicht identifizierbare Peaks. Dabei handelt es sich vermutlich
um Peptide, die unvollstindig proteolytisch geschnitten wurden und z. B. die /inker-Sequenz
(sieche Anhang 7.3) nicht wie vorgesehen entfernt wurde. Zusétzlich dazu unterlagen einige
Peptide auch Modifikationen infolge der Oxidation von Methionin-Resten, die bei der
Ermittlung der Stochiometrie beachtet wurden. Eine vollstindige Auflistung der den

Nummern zugehdrigen Peptide ist im Anhang 7.9 enthalten.
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Abbildung 40: Chromatogramm (Abundanz in % in Abhéngigkeit der Retentionszeit) des
tryptisch verdauten und mittels MS getrennten QconCAT-Proteins.

Die MS-Analyse des tryptisch verdauten QconCAT-Proteins konnte alle Peptide zweifelsfrei
identifizieren. Zusitzlich dazu wurden jedoch einige nicht identifizierbare Peaks ermittelt (n.d.) und
einige Peptide scheinen Modifikationen zu unterliegen. Die Abbildung wurde von Stefan Mikkat zur
Verfiigung gestellt.

Im Anschluss wurde der lineare Bereich der Quantifizierung mit Hilfe des QconCAT-Proteins
ermittelt, sprich der Bereich in dem ein lineares Verhiltnis der Peptidmenge mit der
gemessenen Signalintensitit vorliegt. Dazu wurden ansteigende Konzentrationen des
Eichproteins zu 20 pg Stromaproteinextrakt hinzugegeben und anschlieBend mit Trypsin

verdaut. Fiir alle GCS-Proteine wurde in Abbildung 41 je beispielhaft ein Peptid (unabhéngig
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von Organismus und Isoform) ausgewdhlt und die gemessene Abundanz in Abhéngigkeit der
Menge in finol on column angegeben. Aus der Linearitét ergibt sich eine gute Eignung der
Peptide fiir die Nutzung als Standard zur quantitativen Proteomanalyse. Die synthetischen jpt-
Peptide wurden mit dem gleichen Verfahren analysiert und deren Eignung konnte ebenfalls

bestétigt werden (nicht gezeigt).

P-Protein
L-Protein v
T-Protsin
H-Protsin

Ix10F

reOd

%
2

Abundanz

10°

0 10 20 30 40 50 60
QconCAT [fmol on column]

Abbildung 41: Untersuchung zur Linearitit der Peptide mit steigender Konzentration.

Zu 20 pg mitochondrialem Matrixextrakt wurden unterschiedliche Mengen QconCAT-Protein
zugegeben, tryptisch verdaut und mittels MS" analysiert. Fiir jedes GCS-Protein wurde exemplarisch
ein Peptid ausgewdhlt: P-Protein (Isoform 1): IIGISVDSSGK; L-Protein (Isoform 1):
AIDNAEGLVK; T-Protein: GGAIDDSVITK; H-Protein (Isoform 1): VKPSSPAELESLMGPK.

Ebenfalls als Vorversuch wurden die isolierten Mitochondrien hinsichtlich ihres
Reinheitsgrades analysiert. Unter allen identifizierten Proteine aus A4. thaliana konnten nur
sieben der insgesamt 40 identifizierten Proteine nicht eindeutig dem mitochondrialen Proteom
zugeordnet werden. Dariiber hinaus wurde ermittelt, dass die GCS Proteine ca. 34 % des
molaren Verhiltnisses am Gesamtproteom darstellen, was nahezu dem publizierten Anteil von
ca. 30 % entspricht (Douce et al. 2001). Die detaillierte Liste der identifizierten Proteine ist
unter 7.7 aufgefiihrt.

4.4.4. Stochiometrie der GCS-Proteine in hoheren Pflanzen

Durch die Zugabe einer definierten Menge des QconCAT-Peptids bzw. der jpt-Peptide als
Standard kann das auf die Monomere bezogene molare Verhéltnis der GCS-Proteine aus
A. thaliana und P. sativum prizise bestimmt werden. Dazu wurde die Menge des markierten
(schweren) Peptids mit der Menge des nativen (leichten) Peptids verglichen. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 42 und Tabelle 34 zusammengefasst und stimmen fiir beide Methoden und
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Organismen dabei weitestgehend tiberein. Fiir die QconCAT-Methode stimmen die Werte der
enzymatisch aktiven Proteine zwischen beiden untersuchten Pflanzen iiberein. Nur das
Verhiltnis des L-Proteins zum H-Protein ist in P. sativum (ca. 14) im Vergleich zu A. thaliana
(ca. 10) um ca. 40 % erhoht. Ebenso verhédlt es sich mit der jpt-Methode. Das L- und
T-Protein stimmen zwischen beiden Pflanzen weitestgehend iiberein und auch das H-Protein
ist in P. sativum vergleich mit A. thaliana erhoht. Einzig der Anteil des P-Proteins konnte
nicht zweifelsfrei ermittelt werden. Der gemessene Wert lag im Vergleich zur QconCAT-
Methode und Hi3-Methode um ein Vielfaches hoher. Vermutlich wurde das jpt-Peptid fiir das
P-Protein nicht vollstindig gelost, so dass sich in den Proben eine geringere Menge als
vorgesehen befand. Aus diesem Grund wurden die P-Protein Werte fiir die jpt-Methode nicht
weiter berticksichtigt. Somit scheint die jpt-Methode anfilliger fiir methodische
Schwachpunkte zu sein, als die QconCAT-Methode. Aus diesem Grund und weil mittels jpt-
Methode kein verldsslicher Wert fiir das P-Protein ermittelt werden konnte, wurden die

mittels QconCAT-Methode bestimmten Werte flir die Berechnung der Stdchiometrie

verwendet.
A , , ’ B , .
Arabidopsis thaliana Pisum sativum
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Abbildung 42: Stochiometrie der GCS-Proteine von A. thaliana (A) und P. sativum (B).

Verglichen wurden jeweils die QconCAT- und die jpt-Methode. Die Berechnung erfolgt immer im
Verhéltnis zur Abundanz des L-Proteins. Die Ermittlung des P-Protein-Verhéltnisses durch die
jpt-Methode ist fehlerhaft und deshalb nicht dargestellt. n=6
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Tabelle 34: Durch quantitative Proteomanalyse ermittelte Stochiometrien der GCS-Proteine aus
P. sativum und A. thaliana.

P. sativum A. thaliana
QconCAT jpt QconCAT jpt
L-Protein 1 1 1 1
T-Protein 3,7 5,5 3.8 5,1
P-Protein 4,3 - 4,3 -
H-Protein 14,1 13,5 9,7 9,9

Aus den Verhiltnissen ergibt sich eine mogliche Stochiometrie von 1L,:8T:4P,:28H fiir
P. sativum und 11,:8T:4P,:20H A. thaliana. Die Komplexgroflen wiren somit 1,5 bzw.
1,6 MDa. Der Vergleich zwischen den ermittelten Verhéltnissen dieser Arbeit und der
publizierten Stochiometrie des GDC aus P. sativum (11,:9T:2P,:27H, Oliver et al. 1990b)
zeigt kaum Abweichungen (siche Tabelle 34). Das legt die Vermutung nahe, dass das
Verhiltnis der GCS-Proteine und damit eine mogliche Stochiometrie des GDC in héheren
Pflanzen weitestgehend {bereinstimmen, vorausgesetzt alle Proteine liegen Komplex-
gebunden vor. Fiir den Vergleich wurde die publizierte Stochiometrie der Monomere bezogen
auf ein L-Protein Monomer dargestellt. Wahrend die Anteile von L- und T-Protein mit der
Arbeit von (Oliver et al. 1990b) weitestgehend iibereinstimmen, liegt der hier bestimmte
P-Protein Anteil doppelt so hoch wie zuvor publiziert. Dies wiirde bei einer vollstindigen
Integration aller GCS-Proteine in einen Komplex fiir ein zusétzliches P-Protein Dimer
innerhalb des GDC sprechen. Die mit der QconCAT-Methode bestimmte H-Protein
Stochiometrie relativ zu den anderen GCS-Proteinen aus P. sativum ist im Vergleich mit der
publizierten Menge nahezu identisch. Im Vergleich dazu, weicht der Wert des H-Proteins aus
A. thaliana ab, so dass sich hier ein Unterschied im Aufbau des Komplexes zwischen

A. thaliana und P. sativum zeigt.

Mit Hilfe der QconCAT-Methode konnten auch Analysen beziiglich des Anteils der
Isoformen der einzelnen Proteine an der Stochiometrie getroffen werden. Diese sind in
Abbildung 43 dargestellt. Das H1- (AT2G35370) und H3-Protein (AT1G32470) sind mit
nahezu gleichen Anteilen vorhanden (das H2-Protein wurde nicht gefunden). Im Gegensatz
dazu wird der Anteil an P-Protein zu ca. 80% von der ersten Isoform (AT4G33010) bestimmt.
Ebenso verhilt es sich mit dem L-Protein. Auch hier liegt der Anteil der ersten Isoform bei ca.

80% (AT1G48030).
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Anteil der Isoformen an der Stéchiometrie
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Abbildung 43: Ubersicht iiber den Anteil der einzelnen Isoformen an der Stochiometrie.

Mit der QconCAT-Methode konnte der Anteil der jeweiligen Isoform des Proteins an der
Stochiometrie ermittelt werden. Isoform 1: L-mtLPD1 (AT1G48030); P-GLDP1 (AT4G33010);
H-GDCHI (AT2G35370); Isoform 2: L-mtLPD2 (AT3G17240); P-GLDP2 (AT2G26080) H-GDCH3
(AT1G32470).

4.4.5. Untersuchung der Gesamtmenge an GCS-Proteinen in Synechocystis

In Pflanzenmitochondrien ist die Ausbildung des GDC abhingig von hohen
Proteinkonzentrationen. Dies deckt sich mit dem hohen prozentualen Anteil an GCS-
Proteinen (ca. 30 %; Oliver et al. 1990b, diese Arbeit) in den Mitochondrien phototrophen
Gewebes. Die Menge an GCS-Proteinen in der cyanobakteriellen Zelle war bisher nicht
bekannt. Mittels Hi3-Quantifizierung wurde innerhalb dieser Arbeit erstmals der prozentuale
Anteil der GCS-Proteine am Gesamtproteom von Synechocystis geschitzt. Dieser betrdgt ca.
0,3 % (siehe Tabelle 35) und ist damit 100-fach geringer als in Blattmitochondrien. Das
P-Protein wurde in diesem Experiment leider nicht detektiert und deshalb nicht in die
Berechnung einbezogen. FEine Aussage iiber die Stochiometrie der Synechocystis
GCS-Proteine konnte auf Grund der fehlenden Vergleichspeptide (QconCAT oder jpt, siche
auch 3.2.24) fiir die Proteomanalyse nicht getroffen werden. Die vollstindige Liste der

analysierten Proteine ist unter 7.11 dargestellt.
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Tabelle 35: Ubersicht iiber die Verteilung der GCS-Proteine im Zelllysat des Synechocystis
Wildtyps.

Je vier unabhingige Synechocystis Kulturen wurden in BG11-Medium angezogen und anschlieBend
eine shotgun Proteomanalyse durchgefiihrt um alle identifizierbaren Proteine zu ermitteln (Einzelwerte
siche Anhang 7.10). Aus der Abundanz wurden die durchschnittliche Menge () und das molare
prozentuale Verhéltnis (%) der GCS-Proteine zum Gesamtproteom berechnet. £ S.D., n=4

0] %
L-Protein 49.464 + 8.653 0,2+0,04
H-Protein 8.205 +1.260 0,03 + 0,006
T-Protein 6.623 £ 699 0,03 £ 0,002
Summe aller Proteine 24.767.589 + 840.017 100

% GCS 0,26 + 0,03
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5. Diskussion

Der Fokus dieser Arbeit lag in der funktionellen und strukturellen Untersuchung des ubiquitér
vorkommenden GCS am Beispiel des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 sowie
der Pflanzen Erbse bzw. Arabidopsis. Es sollte gepriift werden, ob die rekombinant
hergestellten GCS-Proteine aus Synechocystis in der Lage sind, in vitro einen enzymatisch
aktiven Komplex zu bilden. Dies wire die erste Rekonstruktion eines rekombinanten GDC
und wiirde eine methodische Grundlage fiir detaillierte Struktur-Funktions-Analysen schaffen.
Dariiber hinaus erfolgte der Vergleich der GCS-Stochiometrie, um die Literarturdaten zum
pflanzlichen GDC zu verifizieren und ihre allgemeine Giiltigkeit fiir phototrophe Organismen
zu priifen. Weiterhin erfolgte eine Teilcharakterisierung der Biochemie des GCS insbesondere

der Beziehung zwischen Proteinkonzentration und Enzymaktivitét.

5.1. Das cyanobakterielle Glycine Cleavage System

Innerhalb dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Synechocystis GCS-
Proteine in der Lage sind in vifro einen Proteinkomplex zu bilden. Dies ist der erste
beschriebene rekombinante GCS-Komplex. Bisherige Untersuchungen an GCS-Proteinen
beschrinkten sich auf die Analyse der Struktur und Funktion der einzelnen Proteine bzw. auf
die Rolle der GCS-Proteine im photorespiratorischen Metabolismus von Synechocystis
(Eisenhut et al. 2008). Die hier dargestellten Ergebnisse bilden die Grundlage fiir weitere
Untersuchungen hinsichtlich der Komplexassemblierung sowie der Rolle dieses Komplexes in
Cyanobakterien und, auf Grund der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten,

moglicherweise dariiber hinaus in phototrophen Organismen.

Begonnen wurde mit der Einzelcharakterisierung der rekombinanten GCS-Proteine (siehe
4.1). In den SEC-Untersuchungen zeigte sich dabei ein deutlicher Unterschied zwischen den
Kontroll- (Tris-Puffer) und den komplexférdernden Bedingungen (GDC-Puffer; Neuburger et
al. 1986) bei der Elution des H-Proteins. Unter Kontrollbedingungen (niedrige Ionen- und
Salzkonzentration, siche auch Tabelle 17) eluierte das H-Protein wie erwartet mit einer Grofe
von ca. 14 kDa, wihrend bei komplexfordernden Bedingungen eine Oligomerisierung auftrat
(siehe 4.1.3). Dies ldsst sich vermutlich durch die erhohte Salzkonzentration in Form von
Natriumchlorid im Kontrollpuffer erkléren. Der direkte Einfluss von Salz auf Proteine ist sehr
komplex und muss in jedem Einzelfall genauer analysiert werden. Jedoch geht aus der
Literatur zum GDC hervor, dass die Dissoziation der Proteine (besonders H- und P-Protein)

bei hohen Salzkonzentrationen stédrker ist als bei niedrigen (Neuburger et al. 1986), so dass
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eine Oligomerisierung des H-Proteins bei niedrigen Salzkonzentrationen gefordert und bei
hohen getrennt wird. Durch den Einfluss von lonen auf die Oberflaichenladung der Proteine
konnten elektrostatische Interaktionen und Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den
beteiligten Proteinen gelost werden. Dadurch wiirde das H-Protein eher in Monomeren
vorliegen und so die unterschiedlichen Elutionsvolumina des H-Proteins im Kontrollpuffer
mit 150 mM Natriumchlorid im Vergleich zum GDC-Puffer ohne Natriumchlorid erkldren
(Abbildung 8B). Getestet werden konnte diese Vermutung indem das H-Protein mit
verschiedenen Natriumchlorid (10 bis 50 mM) Konzentrationen iiber die SEC eluiert wird.
Dartiber hinaus kann Natriumchlorid auf Grund seiner Interaktion mit Wasser eine Faillung
des Proteins bewirken. Ob Chlorid- oder Natrium-Ionen diesen Effekt bestimmen, konnte
z. B. durch die Verwendung anderer Salze untersucht werden. Caesiumchlorid hat z. B. auf
Grund seines chaotropen Kations eine stirker destabilisierende Wirkung als
Magnesiumchlorid (Curtis und Lue 2006). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse legen
nahe, dass der Einfluss einer erhohten Salzkonzentration auch fiir die Assoziation des H- und

T-Proteins der Fall ist (siche 4.1.4).

Der zweite Unterschied zwischen dem Kontroll- und GDC-Puffer ist die Zugabe von Serin.
Diese Aminosdure wurde fiir Lysozym bereits als stabilisierend bestitigt (Arakawa und
Timasheff 1985) und konnte somit auch einen Effekt auf das GCS haben. Gegen diese
Vermutung spricht jedoch die von Oliver und Sarojini 1987 publizierte Hemmung der GCS-
Aktivitdt durch Serin. Der Effekt von Serin auf die Komplexbildung wurde innerhalb dieser
Arbeit nicht genauer untersucht, konnte zukiinftig aber mit einer ansteigenden Konzentration

dieser Aminoséure in den Puffern der SEC- oder Filtrationsuntersuchungen getestet werden.

Den ersten Hinweis auf eine mdgliche Komplexbildung der Synechocystis GCS-Proteine
boten Filtrationsexperimente. Diese waren angelehnt an die Rekonstruktionsexperimente mit
pflanzlichen GCS-Proteinen (Neuburger et al. 1986; Oliver et al. 1990b). Die Filtration der
cyanobakteriellen Proteine erfolgte durch eine 300 kDa cut-off Membran, da jedes GCS-
Protein einzeln kleiner ist als 300 kDa und somit die Membran ungehindert passieren kann.
Eine Mischung der Proteine bewirkte, dass ca. 30 % der initialen Proteinmenge im Retentat
verblieb. Das zeigt eine Interaktion der einzelnen GCS-Proteine aus Synechocystis in vitro.
Die daraus resultierende Struktur ist groBBer als 300 kDa und umfasst alle GCS-Untereinheiten
(P, L, T, H, Abbildung 21). Die Analyse mittels Image] ergab dabei eine mogliche
Stochiometrie der im Retentat verbliebenen Proteine von 2L,:6T:1P,:52H und damit eine

Masse des Komplexes von ca. 1,3 MDa. Diese Grofe entspricht trotz eines abweichenden
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Verhiltnisses der Proteine untereinander nahezu der innerhalb dieser Arbeit analysierten
KomplexgroBe des pflanzlichen GDC (1L,:8T:4P,:20H; 1,5 MDa) und koénnte durch die
Filtration durch eine 1.000 kDa cut-off Membran iiberpriift werden. Diese Analyse gibt einen
sehr guten Hinweis auf die Stochiometrie des Synechocystis GDC, sollte aber mit einer
weiteren Methode verifiziert werden. Coomassie ist nur eine bedingt geeignete Farbemethode
zur Analyse der Stochiometrie, da die Proteine auf Grund ihrer ungleichen Menge an
basischen Aminosduren an die Coomassie bindet unterschiedlich stark angefirbt werden.
Insbesondere eine libersattigte Farbung kann das Ergebnis verfilschen, sodass die Berechnung
dieses Proteinanteils hoher ausfdllt als tatsdchlich vorhanden. Aus diesem Grund sollte diese
Methode nie als einzige Methode zur Ermittlung der Stochiometrie von Proteinen verwendet
werden. Als zusdtzliche Methode konnte die innerhalb dieser Arbeit angewendete
MS-Analyse mittels QconCAT und/oder synthetischen Peptiden in der Zukunft angewendet

werden.

Das Filtrationsexperiment ldsst keine Schliisse dariiber zu, wie die Proteine miteinander
interagieren. Unwahrscheinlich ist, dass jedes Protein mit jedem weiteren interagiert und
somit ein Komplex gebildet wird. Wahrscheinlicher ist eine Kernstruktur aus H-Proteinen, da
dieses mit allen katalytisch aktiven Proteinen interagieren muss. Dies wurde auch fiir den

pflanzlichen GDC postuliert (Oliver 1994).

Trotz der fehlenden Informationen zur Gesamtstruktur zeigen die Filtrationsexperimente eine
definierte Komplexbildung und geben erste Hinweise iiber den Aufbau eines Komplexes aus
Synechocystis. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch die Ausbildung von
Subkomplexen aus H-, T- und L-Protein sowie H-, T- und P-Protein méglich ist (Pulldown).
Dies unterstreicht die Assoziation des H-Proteins mit den katalytisch aktiven Proteinen und
somit die Mdglichkeit der Kernstruktur aus H-Proteinen. Diese Kernstruktur aus H-Proteinen
wird durch die notwendige Menge an H-Proteinen im Filtrationsversuch unterstiitzt
Abbildung 23. Die Uberpriifung der Notwendigkeit des T-Proteins steht noch aus. Da jedoch
z. B. das T- und das H-Protein aus E. coli in der Lage sind einen stabilen 1:1 Komplex zu
bilden (Guilhaudis et al. 2000; Okamura-lkeda et al. 2010), ergibt sich daraus die
Moglichkeit, dass das H-Protein in Verbindung mit dem T-Protein eine Kernstruktur bildet.
Dies scheint auch mit mehreren aneinander gebundenen H-Proteinen mdglich, da auch ein

H-Protein Trimer weiterhin mit dem T-Protein interagieren konnte (Abbildung 13).

Eine Uberpriifung dieser Kernstruktur aus T- und H-Proteinen wire durch die Mutation der

Interaktionsflichen dieser beiden Proteine méglich. Durch den Austausch des Arg***-Restes
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(z.B. durch einen ungeladenen Alanin- oder apolaren Glycin-Rest ohne Seitenkette) des
T-Proteins wiirde die stabile Komplexbildung der beiden Proteine nicht mehr moglich sein
(Okamura-Ikeda et al. 2010). Die Wiederholung der Filtrationsexperimente mit dem mutierten
T-Protein sollten dann keine oder schwichere Komplexbildungen zeigen, wenn die
Kernstruktur des GCS aus H- und T-Protein gebildet wird. Das Gleiche konnte mit einem
mutierten Ser’>-Rest des H-Proteins durchgefiilhrt werden, um die vorhergesagte
Wasserstoffbriickenbindung im H-Protein-Trimer experimentell zu bestdtigen. Beide
Varianten sollte zusitzlich auf mogliche Auswirkungen hinsichtlich der GCS-Aktivitdt
getestet werden. Im Gegensatz zum T- und H-Protein scheinen das L- und P-Protein keine
essentielle Funktion fiir die in vitro Komplexbildung zu haben. Das Retentat nach der
Filtration ohne L-Protein beinhaltet zwar nur ca. 20 % der anfinglichen Proteinmenge,
verglichen mit der Filtration ohne T-Protein ist jedoch weiterhin eine Interaktion durch den
Verbleib der restlichen Proteine im Retentat erkennbar. Dies konnte darauthin deuten, dass
das L-Protein eher peripher an den Komplex bindet. Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt,
dass das L-Protein mit weiteren enzymatischen Komplexen interagiert bzw. kooperiert. Auch
die Filtration ohne P-Protein zeigt im Gegensatz zur Filtration ohne T-Protein weiterhin eine
Komplexbildung der verbliebenen L-, T- und H-Proteine. Wie schon fiir das L-Protein
beschrieben, ist diese ebenfalls schwicher (ca. 22 %) als mit allen vier GCS-Proteinen. Somit
scheinen das L-, T- und H-Protein sowie das P-, T- und H-Protein in vitro in der Lage zu sein
einen Subkomplex zu bilden, wéihrend ohne das T-Protein kein Komplex gebildet werden
kann. Ein HTP-Subkomplex wird dadurch unterstiitzt, dass z. B. in Nostoc sp. PCC 7120 die
GCS-Proteine in einem gemeinsamen Operon kodiert sind (Cyanobase: all4607 bis 4609).
Weitere Operons zeigt die DOOR-Datenbank (Mao et al. 2009): fiir das P-, T- und H-Protein
u.a. in E. coli und in Thermus termophilius wihrend in Desulfovibrio vulgaris das P- und H-

Protein mit dem L-Protein ein gemeinsames Operon bilden.

Zusétzlich zur Analyse von fiir die Komplexbildung essentiellen Untereinheiten wurden
weitere Faktoren untersucht, z. B. inwieweit die Interaktionszeit bzw. Proteinkonzentration
eine entscheidende Rolle spielen. Die Zeitversuche zeigten, dass nach 1 h Inkubationszeit ein
hoherer Anteil an Proteinen im Komplex assoziiert vorlagen als ohne Inkubation. Zukiinftige
Versuche sollten daher zur Nachbildung des in vivo Systems mit einer geringeren

Proteinkonzentration und dafiir einer ldngeren Inkubationszeit durchgefiihrt werden.

Bisher war es nicht mdglich, die enzymatische Gesamtaktivitit des GCS aus Synechocystis in

den Filtrationsproben (Retentat oder Filtrat) nachzuweisen. Wahrend der Nachweis der
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Aktivitdit von P- und L-Protein erfolgte und auch die Rolle des H-Proteins als Cofaktor
bestdtigt werden konnte, fehlt der direkte Nachweis der Aktivitit des rekombinanten
T-Proteins (der indirekte Nachweis erfolgte iiber die GCS-Aktivitit innerhalb der
SEC-Analysen). Der angewendete Test zur Bestimmung der T-Protein-Einzelaktivitét basierte
auf dem Nachweis von Ammonium nach der Reaktion am T-Protein (3.2.19). Diese Methode
hat sich als unzuverldssig herausgestellt, da die Ergebnisse sehr hohe Schwankungen
aufwiesen. Diese sind vermutlich auf einen Rest Glycin im Reaktionsansatz zuriickzufiihren,
der nicht mittels eines Pufferaustausches entfernt werden konnte. Fiir zukiinftige Analysen
und der damit zusammenhingenden Entwicklung eines Modells fiir das GCS ist der
Aktivititsnachweis des T-Proteins essentiell. Eine Moglichkeit wire ein gekoppelter
Aktivitatstest mit einer Methylentetrahydrofolat-abhéngigen Dehydrogenase (Wohlfarth et al.
1991). Trotz des fehlenden Aktivitdtsnachweises kann auf Grund der PAGE-, Filtrations- und
SEC-Untersuchungen (Abbildung 12, Abbildung 21) davon ausgegangen werden, dass die
Struktur des rekombinanten T-Proteins mit der in vivo Struktur iibereinstimmt. Sollte das
rekombinante T-Protein nicht aktiv sein, so konnte dies ein Grund fiir die bisher nicht
messbare  Gesamtaktivitdit ~der =~ GCS-Proteine  aus  Symechocystis  in  den
Filtrationsexperiementen sein. Weitere Griinde konnten eine fehlende Komponente fiir die
Aktivitit des Multienzymsystems oder eine abweichende Tertidr- bzw. Quartérstruktur nach
der in vitro Rekonstruktion des GCS sein. Dafiir spricht die gemessene Aktivitit des GCS
nach der SEC-Elution des E. coli Lysates.

Der Befund einer in vitro Komplexbildung durch die Filtrationsexperimente wird durch die
Ergebnisse der SEC unterstiitzt. Die Einzelproteinanalyse zeigte, dass die GCS-
Untereinheiten unter komplexfordernden Bedingungen bei ungefdhr der erwarteten Grofe
eluieren (P-Protein Dimer: 200 kDa, L-Protein Dimer: 140 kDa, TH: 100 kDa, H: 80 kDa).
Die Abweichungen lassen sich zum einen dadurch erkldren, dass das Laufverhalten von
Proteinen weniger durch deren Grofe sondern eher durch ihren Radius (Siegel und Monty
1966) bestimmt werden. Zum anderen neigen die eigentlich als Monomere erwarteten T- und

H-Proteine bei gleichzeitiger Elution zur Bildung von Subkomplexen.

Nach Kombination der einzelnen GCS-Proteine und anschlieBender Elution iiber eine
praparative SEC-Sdule konnte kein Komplex nachgewiesen werden. Das widerspricht den
Filtrationsexperimenten und deutet somit auf eine Dissoziation der Proteine hin. Griinde dafiir
konnten die sich verringernde Proteinkonzentration oder ungiinstige Pufferbedingungen

wiéhrend der Elution von der SEC-Saule sein. Erst die Simulation eines molecular crowding
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Effekts (zusammengefasst in Zimmerman und Minton 1993) scheint die Dissoziation der
einzelnen Proteine wihrend des Laufes zu verhindern. Molecular crowding kann die Faltung
von Proteinen, deren Aggregation oder auch die Bildung von oligomerischen
Proteinkomplexen beeinflussen (Chebotareva et al. 2004). Ein Beispiel fiir letzteres ist der
PDH Komplex aus Azotobacter vinelandii, der unter Einfluss von Polyethylenglycol (PEG) in
der Lage ist hoher-molekulare Komplexe zu bilden, die in Abwesenheit des Reagenz nicht
auftraten (Bosma et al. 1980). Der crowding Effekt in dieser Arbeit wurde nicht durch
zusitzliche Reagenzien erreicht, sondern durch konzentriertes Lysat aus einem E. coli
Expressionsstamm genutzt, der alle vier Untereinheiten simultan exprimiert. Das so von der
Sdule eluierte Proteingemisch beinhaltete deshalb zusétzlich zu den Synechocystis GCS-
Proteinen auch alle weiteren fiir die Zellvitalitit, Proteinfaltung und -stabilisierung
notwendigen E. coli Proteine, Proteinkomplexe sowie DNA, RNA und Metabolite. Dadurch
ergibt sich besonders in den hochmolekularen Elutionsfraktionen (>250 kDa) eine hohere
Proteinkonzentration als wéhrend der Elution des Filtrationsexperimentes. Das scheint einen
stabilisierenden Effekt auf einige Interaktionen der GCS-Proteine aus Synechocystis zu haben,
so dass laut Eichgerade (siche Anhang 7.4) ein Komplex von ca. 300 kDa eluiert werden
konnte. Dass der in vitro Komplex aus allen vier Untereinheiten besteht, konnte mittels
Immunoblot bewiesen werden und zeigt sich auch in dem Nachweis der GCS-Aktivitdten der
Elutionsfraktionen nach der SEC. Die Glycin-abhingige Bildung von NADH in Fraktionen,
die vor dem P- bzw. L-Protein eluierten, spricht fiir die Interaktionen aller GCS-Proteine. Die
Berechnung der Komplexgrofe aus dem Elutionsprofil (ca. 300 kDa) stimmt dabei nicht mit
der erwarteten Groe (min. 350 kDa, wenn jede Untereinheit nur einmal vorkommt, ca. 1,3
MDa bei Annahme der oben ermittelten Stochiometrie) iiberein, dies kann jedoch durch die
genutzte Sdule erkldrt werden, bei der es sich um eine préiparative und nicht um eine
analytische Sdule handelte, die auch bei den Einzelproteinen GroBenunterschiede aufwies
(siehe 4.1). Zusétzlich konnen iiber die genutzte Sdule (High-Load 16/600 Superdex 200) nur
Proteine in einem GroéBenbereich unter 600 kDa aufgetrennt werden. In der Praxis deutet das
Elutionsprofil (Abbildung 26B) darauf hin, dass die maximale Grof3e der getrennten Proteine
zwischen 400 und 450 kDa lag und alle groBeren Komplexe innerhalb des
Ausschlussvolumens der Saule laufen. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass es einen
grofBeren Synechocystis GCS-Komplex gibt, wie mittels der ImageJ Analyse postuliert von ca.
1,3 MDa der nicht mit Hilfe der SEC analysiert werden konnte. Unklar ist, warum nur in drei
Fraktionen eine erhohte GCS-Aktivitit gemessen werden konnte, obwohl auch in weiteren

Fraktionen alle GCS Untereinheiten nachgewiesen werden konnten. Eine mogliche Erklarung
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dafiir konnte sein, dass erst in diesen Fraktionen das optimale Verhiltnis der einzelnen
Untereinheiten herrschte das zur Bildung eines aktiven Multienzymkomplexes notwendig ist.
Des Weiteren konnte das gleichzeitige Vorkommen der Proteine an dieser Stelle ebenfalls
einen zusdtzlichen Faktor rekrutiert habent, der nicht nur die Komplexbildung, sondern auch
dessen Aktivitdt unterstiitzt. Das Ergebnis der SEC lésst dabei eher auf ein kleines Protein
oder einen Cofaktor schlieBen. Das Vorkommen so eines hypothetischen Faktors wird auch
durch die Befunde mit den Pflanzenextrakten unterstiitzt, wo ebenfalls der Gesamtextrakt
erheblich hohere GCS Aktivititen als das Retentat aufwiesen. Um ein derartiges
hypothetisches Protein zu identifizieren, wire es sinnvoll die gesammelten Fraktionen der
SEC mittels MS zu analysieren. Eine alternative Erkldrung fiir die Beschrinkung der GCS
Aktivitat auf drei Fraktionen wére eine unzureichende Menge an H-Protein in den Fraktionen
mit allen GCS-Proteinen, aber ohne nachgewiesene Enzymaktivitit. Dies konnte zukiinftig
durch zusétzliche Zugabe von H-Protein zum Aktivititstest untersucht werden. Fiir
weiterfiihrende SEC-Analysen wire der Zusatz von PEG oder Ficoll zur SEC denkbar, um zu
untersuchen, ob die Interaktion rein durch den molecular crowding Effekt zustande kommt
oder ob ein oder mehrere unbekannte Proteine (siehe auch die folgende Diskussion zum
Pulldown) aus dem E. coli Lysat zur Komplexbildung (wie z. B. die Protein-binde Doméne

der PDH in Eukaryoten, u. a. Harris et al. 1997 ) und Aktivitdt der GCS-Proteine beitragen.

Die GroBe des in vitro Komplexes konnte durch die hier gezeigten Versuche nicht eindeutig
bestimmt werden, liegt flir Synechocystis aber zwischen min. 350 kDa (Grofe und Struktur
der Einzelproteine, SEC-Experimente) und 1,3 MDa (Filtrationsexperimente, ImagelJ). Die
TEM-Aufnahmen zeigen vermutlich verschiedene Formen von transienten (Sub-)Komplexen
und geben erste Hinweise darauf, wie die einzelnen GCS-Proteine miteinander interagieren
und welche Komplexstruktur sich daraus ergeben konnte. Fiir die TEM-Aufnahmen wurde
das Retentat der in vitro Filtrationsexperimenten genutzt. Die visualisierten Formen wurden
anschlieend hinsichtlich groferer (>10 nm Durchmesser) und gleichmiflig geformten
Strukturen untersucht, denn definierte Proteinkomplexe neigen zu Symmetrie
(zusammengefasst in Goodsell und Olson 2000; Plaxco und Gross 2009). Mit diesen Kriterien
wurden zwei Konformationen gefunden. Sollte es sich dabei um einen vollstindigen
Synechocystis GDC mit einer Stochiometrie von 2L,.6T:1P,:54H (4.2.2) handeln, wiren
folgende Anordnungen der Proteine denkbar. Die erste Struktur erinnert an die Form eines

Schmetterlings und die zweite an die eines Pilzes (siche 4.2.6).
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In der Schmetterlings-Form konnte das P-Protein mittig angeordnet sein, die beiden
L-Proteine konnten die unteren Abschnitte der Fliigel bilden. Die T-Proteine wiirden die
oberen Fliigelabschnitte bilden und die H-Proteine wiirden sich in mehreren Trimeren um die
enzymatisch aktiven Proteine anordnen. Zur Veranschaulichung wurde ein Modell

(Abbildung 44) das alle Proteine in der Schmetterlingsform umfasst beispielhaft angeordnet.
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Abbildung 44: Veranschaulichung der méglichen Lage der Proteine des Synechocystis GDC in
der Schmetterlingsform.
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A: TEM-Aufnahme der Schmetterlingsform. B: Anordnung der GCS-Proteine als Modell in der
frontalen Ansicht. C: Ubersicht iiber die verschiedenen Ebenen des Modells. D: Eine
dreidimensionale Ansicht der Modellebenen der Schmetterlingsform. 1-3 — 1 T-Protein umschlossen
von 2 H-Protein Trimeren; 4 — P-Protein Dimer; 5 — 1 Ring aus 4 H-Protein Trimeren zusammen mit 1
Ring aus 2 H-Protein Trimeren; 6 — 2 L-Protein Dimere.

Die Pilz-Struktur aus den TEM-Aufnahmen konnte ebenfalls ein Komplex sein. Der
Vergleich mit der Skala (20 nm) zeigt, dass der untere Teil des ,,Stiels* einen Durchmesser
von ca. 10 nm besitzt. Dabei konnte es sich um das P-Protein handeln. Der restliche ,,Stiel*
konnt aus einer Aneinanderreihung von H-Protein-Trimeren bestehen und der Schirm kdnnte
sich im unteren Bereich aus einer Kombination aus H- und T-Proteinen und im oberen
Bereich aus L- und H-Proteinen zusammensetzen. In Abbildung 45 wurde diese Variante

ebenfalls mit dem Modell veranschaulicht.
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Abbildung 45: Veranschaulichung der méglichen Lage der Proteine des Synechocystis GDC in
der Pilzform.

A: TEM-Aufnahme der Pilzform. B: Anordnung der GCS-Proteine als Modell in der frontalen
Ansicht. C: Ubersicht iiber die verschiedenen Ebenen des Modells. D: Eine dreidimensionale Ansicht
der Modellebenen der Pilzform. 1 — 1 Ring aus 2 H-Protein Trimeren; 2 — 2 L-Protein Dimere mit
2 T-Proteinen umrandet von je 2 H-Protein Trimeren; 3 — 1 T-Protein umschlossen von 2 H-Protein
Trimeren; 4-5 —Ring aus 2 H-Protein Trimeren; 6 — P-Protein Dimer.

In beiden Varianten sind folgende Punkte beriicksichtigt: Beide Varianten sind symmetrisch
und beinhalten die aus den Filtrationsexperimenten ermittelte Stochiometrie von
21,.6T:1P,:54H (4.2.2) des Synechocystis GDC. Die H-Proteine sind in Trimeren angeordnet,
wie es die Ergebnisse der SEC-Analysen suggerieren. Bei beiden Varianten bildet ein Teil der
H-Proteine das Zentrum des Komplexes, so wie es auch fiir den pflanzlichen GDC postuliert
wurde (Oliver und Raman 1995). Die T-Proteine sind so angeordnet, dass das generierte

CH,-THF der SHMT zugénglich gemacht werden kann.

Somit konnte es sich bei beiden Strukturen um einen Synechocystis GDC handeln. Allerdings
neigen stabile Proteinkomplexe in der Regel nicht zu verschiedenen Konformationen. Das
bedeutet entweder, dass es sich bei einer (oder beiden) Abbildung(en) nicht um einen
Komplex handelt oder dass der Komplex kein reguldrer Proteinkomplex ist. Dariiber hinaus
wire ebenfalls denkbar, dass es sich bei den verschiedenen Strukturen um unterschiedliche
transiente Stadien des instabilen Komplexes handelt. Das Vorliegen eines irreguldren
Proteinkomplexes wird durch den Fakt unterstiitzt, dass der pflanzliche Komplex auch von
anderen Arbeitsgruppen bisher nicht in seiner vollstindigen Form isoliert werden konnte. Das

konnte auch erkliaren, warum weniger komplexe Strukturen in der TEM abgebildet wurden als
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erwartet. Ein weiterer Grund dafiir konnte die Instabilitdt des Komplexes sein, denn sowohl
die Filtrationsexperimente als auch die SEC haben gezeigt, dass der Komplex sich bei
Verdiinnung auflost. Fiir die TEM-Aufnahmen mussten die Proben ebenfalls verdiinnt
werden, um unterschiedliche Strukturen voneinander unterscheiden zu konnen. Dabei kann es

zu einem Zerfall des Komplexes gekommen sein.

Fiir eine endgiiltige Aussage iiber die Form des Komplexes aus Synechocystis waren
insgesamt zu wenige und zu heterogene Aufnahmen vorhanden. Fiir weitere Experimente
mittels NKF und TEM sollten deshalb im Vorfeld crosslink-Analysen durchgefiihrt werden,
die den Komplex auch bei Verdiinnung stabilisieren. Daraus konnte eine hohere Anzahl an
definierten Abbildungen resultieren. Eine weitere Moglichkeit ist die Nutzung der Kryo-
Elektronmikroskopie zur Analysierung der dreidimensionalen Struktur, denn hier ist die

Probenbehandlung milder als bei der NKF und TEM.

Weitere Analysen zur Aufklédrung einer moglichen Komplexbildung der Untereinheiten in
vivo wurden mittels Pulldown-Experimenten durchgefiihrt (Abbildung 28, Abbildung 30).
Auch wenn es sich dabei prinzipiell ebenfalls um eine in vitro Methode handelt, liegen durch
die Nutzung des Synechocystis Zelllysates die interagierenden Proteine eher in ihrem nativen
Zustand vor. Aus den Ergebnissen dieser Experimente kann geschlossen werden, dass die
endogenen P-, L- und H-Proteine auch in ihrem nativen Zustand eine Interaktion eingehen.
Dadurch konnte das von Sato et al. (2007) mittels yeast two-hybrid erhaltene Synechocystis
Interaktom erweitert werden. Dieses zeigte nur Interaktionen des P-Proteins mit SIr0810
(hypothetisches Protein) und SIr0214 (Methyltransferase, Motiv: 5'-CGATCG-3") und des
L-Proteins mit S111841 (PDH E2) und SI11671(hypothetisches Protein). Wie aus der Literatur
bekannt ist, konnen das P- und H-Protein eine relativ stabile Verbindung eingehen (Kikuchi
und Hiraga 1982), eine Verbindung zwischen L- und H-Protein wurde hingegen als
unwahrscheinlich beschrieben (Faure et al. 2000; Neuburger et al. 2000). Demnach scheint
eine direkte Interaktion zwischen P- und L-Protein fraglich. Moglich erscheint jedoch eine
indirekte Interaktion der beiden groften GCS-Proteine iiber das H-Protein. Dies wiirde
wiederum die Vermutung unterstiitzen, dass das H-Protein als Kernstruktur fiir die P-, L- und
T-Protein Interaktion fungiert. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass eines der zusdtzlich
gefundenen Proteine die Komplexbildung stabilisiert, wie es fiir das E. coli Lysat innerhalb
der SEC-Analysen postuliert wurde. Insgesamt wurden zwei hypothetische Proteine in den
Pulldown-Experimenten gefunden, die mit dem L- und P-Protein coeluiert wurden: Slr0769

und SI10359. Ersteres gehort laut BLAST-Analyse zur ErfK/YbiS/Y cfS/YnhG Proteinfamilie
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und hat damit vermutlich eine Transferaseaktivitit. Das zweite ist vermutlich ein
Transkriptionsregulator. Diese funktionelle Einordnung macht es unwahrscheinlich, dass
diese Proteine zur Interaktion der GCS-Proteine in vivo beitragen. Auf Grund der hohen
Salzkonzentrationen in den fiir diese Versuche genutzten Puffern kann vermutet werden, dass
eine starke Interaktion zwischen dem H-, L- und P-Protein besteht. Verglichen mit dem
pflanzlichen GDC, der nur bei geringen Salzkonzentrationen rekonstruiert werden konnte
(Neuburger et al. 1986), scheint im Pulldown-Versuch die Interaktion der GCS-Proteine
weniger anfallig fiir Dissoziationen unter hohen Salzkonzentrationen. Dies konnte eine
besondere Eigenschaft des cyanobakteriellen GCS sein, die diesen prinzipiell weniger anféllig
fiir plotzlich erhohte Konzentrationen an z. B. Natriumchlorid macht, die fiir euryhaline
Cyanobakterien im natiirlichen Lebensraum vorliegen konnen (zusammengefasst in
Hagemann 2011). Unklar ist, warum diese relativ stabile Interaktion der GCS-Proteine nicht
auch in den SEC-Analysen detektiert werden konnte. Moglicherweise sind die dissoziierten
Proteine unter hohen Salzbedingungen nicht in der Lage eine Interaktion einzugehen, bereits
Komplex-assoziierte Proteine dagegen sind weniger anfillig fiir eine Dissoziation bei
steigenden Salzkonzentrationen. Diese Erkldrung wird sowohl durch die immunologische
Untersuchung als auch die MS-Analyse unterstiitzt in denen zweifelsfrei eine Interaktion

zwischen P-, L- und H-Protein nachgewiesen werden konnte.

Dass das T-Protein nicht in den Elutionsfraktionen der Pulldown-Experimente vorhanden war,
liegt vermutlich daran, dass es nicht in der 16slichen Fraktion nach dem Zellaufschluss
vorhanden war, sondern sich in der Membranfraktion befand. Dies wird durch verschiedene
MS-Analysen unterstiitzt, in denen das T-Protein von Synechocystis immer weit stirker in der
Membranfraktion als in der loslichen Fraktion vertreten ist (personliche Mitteilung von Dr.
Stefan Mikkat). Allerdings steht die Subkomplexbildung im Pulldown aus P-, L- und
H-Protein im Wiederspruch zu den in vitro Komplexversuchen mittels Filtration. Dort war das
T-Protein z. T. essentiell fiir den Verbleib der Proteine im Retentat und somit fiir deren
Assoziation. Da fiir die Filtrationsversuche aufgereinigte Proteine und fiir den Pulldown das
gesamte Synechocystis Lysat verwendet wurde, besteht die Moglichkeit, dass eine weitere
Komponente aus dem Synechocystis Lysat die Subkomplexbildung initiiert ohne dass das
T-Protein beteiligt sein muss oder die Menge an H-Protein ist auch in diesem Fall

entscheidend fiir eine Komplexbildung (Filtrationsexperimente, Abbildung 23).

Zusitzlich ist es ebenfalls moglich, dass das T-Protein iiber die verwendeten Methoden nicht

detektiert werden konnte. Der Zellaufschluss mittels Ultraschall kann unzureichend sein um
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das T-Protein aus der Membranfraktion freizusetzen, was durch den Aufschluss mittels french
press behoben werden konnte. Fiir die MS-Analyse ist ein zuverldssiger Verdau der Proteine
mittels Trypsin essentiell. Okamura-lkeda et al. konnten feststellen, dass das T-Protein aus E.
coli wenig anfillig fiir den Verdau mit Trypsin ist (Okamura-Ikeda et al. 2003). Dies konnte
auch fiir das T-Protein aus Synechocystis zutreffen und somit die Analyse mittels MS negativ

beeintrichtigen.

Zusammenfassend sprechen die Strukturuntersuchungen zum GCS aus Synechocystis fiir eine
Komplexbildung. Die verschiedenen Methoden zeigen deutlich die Interaktion einzelner und
aller Proteine. Die Ausbildung eines derartigen Komplexes wiirde in Anbetracht der geringen
GCS Gesamtmenge in der nicht-kompartimentierten Cyanobakterienzelle eine hinreichend
schnelle Enzymreaktion vermitteln, ohne dass Zwischenprodukte oder das H-Protein frei
diffundieren miissten. Diese Erkenntnisse bilden weiterhin eine stabile Grundlage fiir
zukiinftige Struktur- und Funktionsanalysen des GDC in Prokaryoten und dariiber hinaus auch

in Eukaryoten.

5.2. Die Stochiometrie des pflanzlichen GCS

Die von Oliver et al. (1990b) publizierte Stochiometrie und die von Neuburger et al. (1986)
bestimmten Bedingungen fiir eine Komplexbildung wurden bisher fiir photosynthetisch
aktives Gewebe von Pflanzen als weitestgehend allgemein giiltig angenommen. Durch die
Untersuchung des GCS aus Synechocystis innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die GCS-Komplexbildung phototropher Organismen vielschichtiger ist als bisher
angenommen wurde. Aus diesem Grund wurden MS-Analysen zur Stochiometrie der GCS-
Proteine von A. thaliana und P. sativum durchgefiihrt. Die publizierte Stochiometrie des
Erbsen-GDC (Oliver et al. 1990b) von 1L,:9T:2P,:27H konnte innerhalb dieser Arbeit
korrigiert werden. Die MS-Analysen ergaben eine Stochiometrie der GCS-Proteine von
1L,:8T:4P,:20H fur A. thaliana bzw. 11,:8T:4P,:28H fur P. sativum und damit eine Grofle
von 1,5 bis 1,6 MDa. Mit Hilfe der jpt- und QconCAT-Methode und der Analyse mittels MS
konnen die nativen Proteine durch spezifische Peptide fiir die einzelnen Isoformen
identifiziert und analysiert werden. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass
die innerhalb dieser Arbeit ermittelte Stochiometrie des pflanzlichen GDC genauer ist, als die

bisher giiltige.

Dartiber hinaus kann durch den Vergleich der Stochiometrien von A. thaliana und P. sativum
eine fast allgemeine Giiltigkeit dieser Stochiometrie fiir hohere Pflanzen postuliert werden.

A. thaliana dient u. a. auf Grund seines kleinen Genoms und dessen vollstdndiger
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Sequenzierung (Arabidopsis Genome Initiative 2000) sowie dem Vorhandensein
umfangreicher Mutantenbibliotheken als Modellorganismus fiir alle hoheren Pflanzen. Die
innerhalb dieser Arbeit zum ersten Mal analysierte Stochiometrie der Arabidopsis-GCS-
Proteine zeigt ein Verhiltnis von 1L,:8T:4P,:20H. Somit scheinen auch héhere Pflanzen, die
im Unterschied zu P. sativum mehrere Isoformen der GCS-Proteine besitzen, eine
vergleichbare Stochiometrie der enzymatisch aktiven Proteine aufzuweisen. Im Vergleich
dazu scheint die Menge an H-Protein variabel zu sein, woraus sich eine notwendige hohere
Verfiigbarkeit des Proteins ableiten lassen konnte.

Tabelle 36: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit ermittelten Stéchiometrien der GCS-Proteine aus

Pflanzen und Synechocystis. Zum Vergleich ist die von Oliver et al. publizierte Stochiometrie mit
aufgefiihrt.

) P. sativum
Protein P. sativum A. thaliana Synechocystis .
(Oliver et al. 1990b)
L,-Protein 1 1 2 1
T-Protein 8 8 6 9
P,-Protein 4 4 1 2
H-Protein 28 20 52 27

Obwohl das L-Protein auch Teil der PDH, KGDH und BCKDH ist, wird auf Grund der hohen
Abundanz des GDC in Mitochondrien davon ausgegangen, dass es sich hierbei auch um die in
vivo Stochiometrie handelt. In frither publizierten Arbeiten (Oliver et al. 1990b) zur Analyse
der GDC-Stochiometrie von P. sativum hatte der Komplex zwei P-Protein Dimere und 27 H-
Protein Monomere. Im Vergleich dazu enthdlt die innerhalb dieser Arbeit ermittelte
Stochiometrie vier P-Protein Dimer und 20 bzw. 28 H-Protein Monomere. Daraus ergibt sich
flir 4. thaliana ein geringeres Verhéltnis der H-Proteine pro enzymatisch aktivem Protein.
Wihrend bei Oliver et al. pro enzymatisch aktivem Protein je ca. 2 H-Proteine verfligbar
waren, so sind es nun 1,5 H-Proteine. Da das H-Protein in drei unterschiedlichen
Konformationen (Hox, Hmet und Hyeq) vorliegt, konnten sich je zwei enzymatisch aktive

Proteine ein H-Protein Trimer teilen.

Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeiten der pflanzlichen mit den cyanobakteriellen
GCS-Proteinen erscheint eine vergleichbare Stochiometrie wahrscheinlich. Eine eindeutige in
vivo Stochiometrie des Synechocystis GCS konnte innerhalb dieser Arbeit nicht ermittelt
werden. Die ImageJ-Auswertungen lassen jedoch eine Stochiometrie von 2L,:6T:1P,:52H

vermuten. Fiir eine vollstdndige enzymatische Reaktion sind mindesten drei H-Protein-
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Konformationen als Reaktionsintermediat (Hox, Himer und Hieq) fiir die enzymatisch aktiven
Proteine notwendig. Um einen moglichst effizienten Ablauf der Aktivitdt zu gewdhrleisten
konnten also min. drei und bis zu sechs H-Proteine je enzymatisch aktivem Protein im in vivo
Komplex moglich sein und eine Stochiometrie von 2L,:6T:1P,:54H wire denkbar. Auf Grund
der hohen Standardabweichung bei der Ermittlung des H-Proteins scheint eine abweichende
Anzahl dieses Proteins wahrscheinlich. Die Einzelproteinanalysen unterstiitzen auch die
Vermutung, dass das H-Protein als Trimer vorliegt und durchaus eine Reihe von H-Protein

Trimeren den Kern der GCS-Struktur bilden konnte.

Folgende Abbildungen =zeigen einen moglichen Aufbau des GDC in Pflanzen und
Synechocystis. Dabei weicht die Anordnung der Synechocystis Proteine von der in Abbildung
44 und Abbildung 45 dargestellten Anordnung der TEM-Aufnahmen ab. Die in Abbildung 46
dargestellte Anordnung beruht auf den in dieser Arbeit ermittelten Stochiometrien (Tabelle
36) und einem &dhnlichen Aufbau des Komplexes zwischen den Pflanzen und Synechocystis.
Auf Grund der orthologen Proteine ist ein stark abweichender Aufbau des Komplexes
zwischen den Organismen unwahrscheinlich. Deshalb wurde die Anordnung so dargestellt,
wie sich der Komplex im Laufe der Evolution entwickelt haben konnte. Dariiber hinaus
wurden folgende Punkte bei der Anordnung der Proteine beriicksichtigt: Proteinkomplexe
sind in der Regel symmetrisch angeordnet (Goodsell und Olson 2000; Plaxco und Gross
2009). Das H-Protein bildet als Oligomer wahrscheinlich die Kernstruktur des Komplexes
(Oliver und Raman 1995, diese Arbeit) und muss auf Grund seiner Funktion als
Vermittlerprotein fiir alle enzymatisch aktivem Proteine direkt verfiigbar sein. Das T-Protein
ist in der Lage einen relativ stabilen Komplex mit dem H-Protein einzugehen (Okamura-Ikeda
et al. 2010) und konnte in Zusammenhang mit dem H-Protein eine Kernstruktur bilden (diese
Arbeit). Das H-Protein ist auch als Trimer in der Lage eine Verbindung mit dem T-Protein
einzugehen (diese Arbeit, Abbildung 9) Das P-Protein ist auch {iber Organismengrenzen
hinweg in der Lage eine Verbindung mit dem H-Protein einzugehen (diese Arbeit, Abbildung
28). Die Verbindung zwischen P- und L-Protein wird vermutlich iiber das H-Protein
vermittelt (diese Arbeit, 4.2.5). Das L-Protein hat auf Grund seiner Interaktion mit anderen
Proteinkomplexen vermutliche eine periphere Lage. Die Proteine L, T und H sowie P, T und
H sind in der Lage Subkomplexe zu bilden (diese Arbeit). Das Synechocystis P-Protein zeigt
in der BN (ComplexsomeMap Abbildung 4) und nativen PAGE eine Oligomerisierung (diese
Arbeit, Abbildung 6). Das am T-Protein generierte CH,-THF muss der SHMT zur Verfiigung
stehen. Deshalb ist das Protein vermutlich eher an den Grenzen des Komplexes und nicht im

Inneren lokalisiert.



Diskussion 92

Abbildung 46: Ubersicht iiber die mégliche Anordnung der GCS-Proteine in einem Komplex. Je
Komplex ist links die frontale Ansicht und rechts eine dreidimensionale Anordnung dargestellt.

A: Anordnung der Proteine in einem Komplex in A. thaliana (11,:8T:4P,:20H). B: Anordnung der
Proteine in einem Komplex in P. sativum (1L,:8T:4P,:28H). C: Anordnung der Proteine in einem
Komplex in Synechocystis (2L,:6T:1P,:54H).

Neben dem stochiometrischen Verhéltnis der Untereinheiten wurde auch der GCS-Anteil am
Gesamtproteom von Synechocystis geschitzt. Die weitaus geringere Menge der GCS-Proteine
in Synechocystis (100-fach) im Vergleich zum GCS in Blittern steht vermutlich in
Zusammenhang mit der unterschiedlichen Aktivitdt des C2-Zyklus. Wihrend Pflanzen nur
mittels 2-Phosphoglykolat-Phosphatase die Detoxifizierung des 2-PG erreichen und eine sehr
hohe Oxygenaseaktivitit der RubisCO unter ambienten Bedingungen aufweisen, verfiigt
Synechocystis liber zwei weitere Wege zum Abbau von 2-PG und zusitzlich iiber einen
aktiven carbon concentrating mechanism (Badger et al. 2006; Eisenhut et al. 2006) zur

weitgehenden Unterdriickung der Oxygenase Reaktion von RubisCO.

5.3. Die Aktivitit des GDC in Abhiingigkeit der Proteinkonzentration

Die Untersuchungen am pflanzlichen GDC dienten zu Beginn der Methodenetablierung der
GCS Aktivititsmessung, wobei die Reduktion von NAD" in Abhiingigkeit des Substrats
Glycin gemessen wurde. Allerdings zeigten die von mir durchgefithrten Experimente
abweichende Ergebnisse zu den publizierten Abhédngigkeiten der GDC-Aktivitit von der
Proteinkonzentration (Neuburger et al. 1986). Wéihrend der Gesamtproteinextrakt wie
erwartet mit steigender Konzentration eine steigende spezifische Aktivitit aufwies, da bisher
angenommen wird das mit steigendem Gesamtprotein der Anteil an GDC zunimmt, so sank
die spezifische Aktivitdt der Proteine des Retentats mit steigender Konzentration. Daraus

resultiert die Vermutung, dass die Abhingigkeit der Aktivitidt von der Komplexbildung noch
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nicht vollstindig aufgekldrt ist. Durch die Filtration von Matrixextrakten durch eine
300 kDa cut-off Membran wurden die Komplex-assoziierten von den dissoziierten Proteinen
getrennt. Somit sollte die Aktivitidt beider Zustinde getrennt analysierbar sein. Aus der
Literatur (Bourguignon et al. 1988; Walker und Oliver 1986a) ist bekannt, dass mit dem
Aufschluss der Mitochondrien der in vivo Komplex zerfallt und erst durch die Filtration und
damit verbundene Konzentration der Proteine rekonstruiert werden kann. Das spricht dafiir,
dass die Proteine im Gesamtextrakt dissoziiert und im Retentat Komplex-assoziiert sind. Ist
dies der Fall, wiirde das bedeuten, dass die Komplex-assoziierten Proteine eine geringere
Enzymaktivitit aufweisen, als die dissoziierten Proteine. Wenn das H-Protein fest im
Komplex assoziierte ist, konnte seine Mobilitét eingeschrinkt sein und die geringere Aktivitét
zustande kommen. Die hohere spezifische Aktivitit des Retentats bei sehr niedriger
Konzentration konnte ebenfalls ein Hinweis auf die fehlende Stabilitdt des Komplexes sein.
Eine detaillierte Analyse der Gesamtaktivitét des Filtrats konnte Aufschluss iiber den Zustand
der GCS-Proteine geben. Durch die Filtration sollten dort alle Proteine dissoziiert vorliegen.
Erste Untersuchungen wurden hier bereits durchgefiihrt. Bei einer Proteinkonzentration von
0,05 mgml™ weist der Durchfluss eine héhere Enzymaktivitit als der Uberstand auf. Das
unterstiitzt die Vermutung, dass die Komplexbildung eher einen negativen Einfluss auf die
Enzymaktivitdt hat und damit eventuell einen Schutzmechanismus vor tibermafigem Glycin-
Abbau, Serin-Akkumulation oder einem ungleichen Verhéltnis von Reduktionsintermediaten
darstellen konnte. Unklar bleibt bei dieser Vermutung, warum im Gesamtextrakt bei der

gleichen Konzentration eine hohere Aktivitét als im Durchfluss gemessen werden konnte.

AbschlieBend soll diskutiert werden, ob die Aktivitit in vivo von der Komplexbildung
abhingen konnte. Aus der Literatur ist bekannt, dass bei 130 mg ml™ ein Komplex vorliegt
(Oliver et al. 1990b) und ein Glycinumsatz von bis zu 1200 nmol min™ mg" (Douce et al.
2001) moglich ist. Bei den innerhalb dieser Arbeit gezeigten Daten wére der Komplex bei
gleichbleibender Erhdhung der spezifischer Aktivitdt (Abbildung 35, 4 nmol min”' mg’
zwischen 0,09 und 0,25 mg) ab einer Konzentration von 50 mg ml™ in der Lage diesen
Glycinumsatz zu erreichen. Im Vergleich dazu ist der Gesamtextrakt, in dem die Proteine
dissoziiert vorliegen (Bourguignon et al. 1988), bei gleichbleibendem Trend (Abbildung 35,
80 nmol min™' mg'1 zwischen 0,1 und 0,28 mg) schon ab einer Konzentration von 1,7 mg ml!
in der Lage den gleichen Glycinumsatz zu erreichen. Das wiirde bedeuten, dass die
Komplexbildung den tatsdchlich moglichen Umsatz von Glycin zu Serin hemmt. Ein Grund
dafiir konnte sein, die Zelle vor toxischen Konzentrationen an Serin zu schiitzen (Timm et al.

2013). Gleichzeitig muss jedoch auch das Level an Glycin reguliert werden, denn der toxische
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Effekt des Glycins auf phototrophe Organismen konnte bereits mehrfach belegt werden
(Eisenhut et al. 2007; Kure et al. 2006). Fiir einen effektiven Glycin-Abbau wére eine
Dissoziation der GCS-Proteine und damit ansteigende Enzymaktivitit von Vorteil. Sollte
dieser Zusammenhang zwischen Komplex-assoziierten und dissoziierten Proteinen und einer
daraus resultierenden verdnderten Aktivitdt der Proteine tatsdchlich bestehen, stellt sich die
Frage der Regulation fiir die Assoziation und Dissoziation. Eine Moglichkeit wire die
Regulation liber das Verhéltnis der Reduktionsequivalente. Aus der Literatur ist bekannt, dass
der Phosphoribulokinase/CP12/Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase-Komplex in
hoheren Pflanzen bei der Inkubation mit NAD(H) assoziiert und bei NADP(H) dissoziiert
(Wedel et al. 1997) und auch die Aktivitit der Phosphoribulokinase ist abhéngig von der
Dissoziation des Komplexes. Somit wire es kein unbekanntes Konzept, dass Proteinkomplexe
je nach Verfligbarkeit von Cofaktoren assoziieren bzw. dissoziieren und damit ihre
Gesamtaktivitdt oder eine Teilaktivitdt beeinflussen. Im Hinblick auf die Aktivitit des GDC
konnte diese Vermutung, wie von Wedel et al. durchgefiihrt, durch die Inkubation des
Gesamtextraktes und des Retentats bzw. Filtrats mit NAD(P)" oder NAD(P)H und der
anschlieBenden Messung der Gesamtaktivitét bestitigt werden. Zusitzlich dazu sollten auch
die Einzelproteinaktivititen im Gesamtextrakt und in Abhédngigkeit der Anwesenheit der
anderen GCS-Proteine ermittelt werden. Dies gilt generell auch fiir den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Filtrationsversuch der pflanzlichen Proteine, um festzustellen, ob die
Gesamtaktivitit durch die Proteinkonzentration oder eine Teilaktivitit des P-, L- oder

T-Proteins beeinflusst ist.

Die in dieser Arbeit postulierte mogliche Zusammenarbeit von Komplex-assoziierten
und -dissoziierten GCS-Proteinen wird durch bereits publizierte Uberexpressionsstudien der
einzelnen GCS-Proteine aus Arabidopsis thaliana unterstiitzt. Wenn fiir den optimalen
photorespiratorischen Fluss ein definierter GDC verantwortlich wire, dann sollte die
Uberexpression einzelner GCS Proteine keinen Einfluss auf den Glycinumsatz haben. Im
Gegensatz dazu zeigte die gesteigerte H-Protein Expression eine erhdhte spezifische GCS
Aktivitdt durch ein niedrigeres Level an Glycin (Timm et al. 2012). Da die Expression der
anderen GCS-Komponenten unverdndert blieb, ist das vermutlich auf die gesteigerte Menge
an H-Protein als Substrat bzw. Reaktionsintermediat zuriickzufiihren. Wenn es sich bei der
spezifischen ~Gesamtaktivitit um einen dynamischen Prozess handelt, der von
Komplex-assoziierten und -dissoziierten Proteinen gesteuert wird, so stiinde im Falle der
H-Protein Uberexpression den dissoziierten P-, T- und L-Proteinen eine gesteigerte Menge an

Reaktionsintermediat zur Verfligung und die Reaktion von Glycin zu CH,-THF konnte
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effektiver ablaufen. Die Uberexpression des L-Proteins hat ebenfalls eine Reduktion von
Glycin zur Folge, woraus eine erhdhte Aktivitit des GDC geschlossen wurde (Timm et al.
2015). Da auch hier nur das L-Protein erhoht exprimiert wurde und die anderen
Untereinheiten unverdndert blieben, ist dieses moglicherweise in der Lage, reduziertes
H-Protein schneller wieder zu reoxidieren und somit wieder dem P-Protein zur Verfiigung zu
stellen. Dass der gleiche Effekt nicht bei der Uberexpression des T-Proteins gezeigt werden
konnte, wurde auf eine von Anfang an gesteigerte hohe Menge an T-Protein in der
mitochondrialen Matrix zuriickgefiihrt, so dass keine zusitzliche Stimulierung méglich war
(Timm et al. 2017). Der knock-down des T-Proteins hatte in dieser Arbeit einen signifikant
verringernden Einfluss auf die Gesamtaktivitit des GDC, aber nicht auf das Wachstum der
Arabidopsis-Mutanten. Moglicherweise sind die verbliebenen T-Proteine von den weiteren

Untereinheiten dissoziiert.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zum GCS in phototrophen Organismen zeigen, dass
sich der cyanobakterielle Komplex nur gering vom pflanzlichen unterscheidet und somit als
Modell fiir zukiinftige Struktur- und Funktionsanalysen genutzt werden kann. Dafiir ist es
essentiell die Stochiometrie des Komplexes anhand von MS-Analysen zu verifizieren. Dafiir
bietet sich die QconCAT-Methode an. Im Vergleich mit der jpt-Methode zeigen die
QconCAT Ergebnisse eine vergleichbare Genauigkeit und bietet dariiber hinaus die
Moglichkeit durch die Synthese eines artifiziellen Proteins eine sehr viel hdhere Anzahl
verschiedener Peptiden zu analysieren. Neben der Stochiometrie des Komplexes ist auch
dessen Aktivitdt fiir dessen Nutzung als Modell entscheidend. Die Aktivitditsmessungen
innerhalb der SEC-Analysen haben gezeigt, dass das Synechocystis T-Protein prinzipiell aktiv
ist. Dies sollte dennoch z. B. anhand des bereits erwdhnten Testes (Methylentetrahydrofolat-
abhingigen Dehydrogenase) verifiziert werden. Im Anschluss miissen Tests zur Synechocystis
GCS-Aktivitdt folgen. Da alle Synechocystis Proteine in groBBer Menge rekombinant
hergestellt werden konnen, bietet sich hier eine Vielzahl von Moglichkeiten. Der in dieser
Arbeit durchgefiihrte GCS-Gesamtaktivitdtstest mit unterschiedlichen Mengenkombinationen
der Einzelproteine ist ebenso denkbar wie die Messung in Kooperation mit der SHMT. Des
Weiteren sollte zur Analyse, ob ein zusdtzlicher Faktor fiir die Aktivitdt notwendig ist,
Synechocystis oder E. coli Lysat zur Messung hinzugegeben werden. Um den Bereich an
moglichen Faktoren dabei einzugrenzen, konnten die Fraktionen, in denen nach der SEC-
Analyse Aktivitit detektiert wurde, verwendet und diese auch mittels MS analysiert werden.

Autbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und mit Hilfe der erwihnten, zukiinftigen
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Arbeiten sollte es moglich sein ein Modell des GCS zu etablieren, das es moglich macht die

genaue Struktur des Komplexes in phototrophen Organismen zu verifizieren.

Die Stochiometrie des pflanzlichen GDC konnte innerhalb dieser Arbeit iiberpriift und
verfeinert werden. In zukiinftigen Arbeiten sollte der Fokus deshalb auf der Analyse der
Gesamtaktivitit des Komplexes im Vergleich zur Gesamtaktivitit der nicht-assoziierten
Proteine liegen und der Grund ermittelt werden, warum die Proteine in einem Komplex
vorliegen, wenn die Einzelproteine in der Lage sind bei niedrigerer Konzentration die gleiche
Aktivitit zu erzielen. Dazu miisste der Komplex in vitro unterschiedlichen physiologischen
Bedingungen (hohere Temperaturen, saurer und basischer ph-Wert, hoheren Glycin und
Serin-Konzentrationen, hoherer Konzentration an THF, etc.) ausgesetzt werden und dessen
Aktivitit ermittelt werden, um einen mdglichen Unterschied festzustellen. Dariiber hinaus
kann durch die Zugabe der orthologen Synechocystis Proteine zum Aktivittstest ermittelt
werden, ob die Erhohung der verfiigbaren Menge an Einzelproteinen auch in vifro einen
Effekt auf die Aktivitit des Komplexes hat. Damit konnte untersucht werden ob bei
unterschiedlichen physiologischen Bedingungen ein stabiler Komplex besteht oder die
Verfligbarkeit eines transienten Komplexes einen Schutzmechanismus vor negativen

Einfliissen darstellt.
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7. Anhang
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Anhang 1: Vektorkarte des T-Proteins (s//0171) im pET-Duetl-Vektor. Schnittstellen: BamHI
und EcoRI
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Anhang 2: Vektorkarte des T-Proteins (s//0171) und L-Proteins (s/r1096)im pET-Duetl-Vektor.
Schnittstellen: BamHI und EcoRI (T-Protein) bzw. Munl und Xhol (L-Protein)
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Anhang 3: Vektorkarte des H-Protein (s/r0879) und P-Proteins (s/r0293) im pACYC-Duetl-
Vektor. Schnittstellen: Ndel und Xhol (H-Protein) bzw. BamHI und Ps¢l (P-Protein)
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7.2. Die Sauerstoffsensitivitiit des Tetrahydrofolates
Tetrahydrofolat
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Anhang 4: Ubersicht iiber die Absorptionsiinderung von Tetrahydrofolat.

Verglichen wurden zwei verschiedene Konzentrationen an THF (0,05 und 0,15 mM) im
Wellenlédngenbereich von 250 bis 340 nm. Zusehen ist, dass sich das Absorptionsmaximum des THF
nach 20 min unter Sauerstoffhaltiger Luft von 298 nm (gestrichelte Linie, Tetrahydrofolat) nach 283
nm (durchgingige Linie, Dihydrofolat) verschiebt. Aus diesem Grund wurde die Gesamtaktivitét des
GCS unter Sauerstoff-freier Atmosphire gemessen.
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Synthetisierte Nukleotidsequenz des QconCAT-Peptids

Original Sequence Optimized Sequence
1 2 3 4 5 6 7 8 S 10

1 ATG GGT GCT TCT GGT AAA GTT CTG TAC CCG
11 AAC GAT AAC TTC TIC GAA GGT RAA GCG TCT
21 GGT ARA GCA GGT CGT ACC CCG TTC ACC TCT
31 GGT CTG AAC CTG GAC AAR ATC GGT GTT GCG
41 ACC TCC GGT CTG GAC
51 GTT AAC TCT CGT GCT
61 GCT GAA GGT CTG GTT
71 TCT CGT GCT ARA GCG
81 GGT ATG GTT AAA ATC
91 T ATC ATC GGT GIT TCT
10 T AARA CAG GCG CTG CGC
111 f

121

131

141

151

161

171

181

191

201

211

221

231

241

251

261

271

281

Anhang 5: Ubersicht iiber die von BaseClear synthetisierte Nukleotidsequenz fiir die Expression
des QconCAT-Peptids in E. coli.

Links: Originale Sequenz. Rechts: Von BaseClear optimierte Sequenz fiir E. coli. Basenpaare: 969

MGASGKVLYPNDNFFEGKASGKAGRTPFTSGLNLDKIGVAGRTPFTSGLDLEKIG

PhosB-Peptid DLDH DLDH1/2
(interne Kontrolle) P. sativum A. thaliana

VNSRAKAIDNAEGLVKIIANSRAKAIDTAEGMVKILAPGRIIGVSVDSSGKQALRM

DLDH (1) DLDH 2 GLD-P(2)
P. sativum/A. thaliana A. thaliana P. sativum/A. thaliana

AMPGRIIGISVDSSGKQALRMAMASKIAILNANYMAKRLENEKGGAIDDSVITKV

GLD-P1 GLD-P1/2 GLD-T
A. thaliana P. sativum/A. thaliana P. sativum/A. thaliana

TDIRRVGFISSGPPPRSHSIRRVGFFSSGPPARSHSGLKYAPSHEWVKHEGGLK

GLD-T GLD-T GLD-H
P. sativum P. sativum/A. thaliana P. sativum

YANSHEWVKHEGMIKIKPTSPDELESLLGAKEYTMIKVKPSSPAELESLMGPKEYT

GLD-H1/3 GLD-H GLD-H1
A. thaliana P. sativum A. thaliana

MIKVKPSSPAELEALMGPKEYTASGKVFADYEEYVKASGKHHHHHH

GLD-H3 PhosB-Peptid
A. thaliana (interne Kontrolle)

Anhang 6: Ubersicht iiber die Sequenz des QconCAT-Peptids mit den linker-Sequenzen
(hellgrau), den Peptiden fiir die jeweiligen Isoformen (schwarz und unterstrichen) und dem his-
tag (schwarz).



Anhang

VIII
7.4. Eichgeraden der SEC-Analysen
GDC-Puffer
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Anhang 7: Eichgerade der SEC-Analysen mit komplexforderndem GDC-Puffer (Rostock).

1.6

1,7

Anhang 8: Eichgerade der SEC-Analysen mit Kontrollpuffer (Tris-NaCl-Pufer) (Heidelberg).



Anhang IX
7.5. Liste der mittels Pulldown-Experiment und MS-Analysen detektierten Interaktionspartner
Anhang 9: Ubersicht iiber die detektierten Proteine.
Griin: Synechocystis GCS-Proteine; wei3: E. coli Proteine, blau: weitere Synechocystis Proteine. Vergleich der Abundanz inklusive fold changes
Normalisierte Abundanz Hi3
31 32 29 30
P- Protein mit P-Protein mit L-Protein mit L-Protein mit
. fold : fold
Puffer Synechocystis chanee Puffer Synechocystis chanee
inkubiert Zelllysat inkubiert £ | inkubiert Zelllysat inkubiert &
Beschreibung 32/31 30/29
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SlyD
OS=Escherichia coli (strain K12) GN=slyD PE=1 SV=1 19646,5 35142.3 1.8 37352, 509639,2 13,6
Ferric uptake regulation protein OS=Escherichia coli
(strain K 12) GN=fur PE=1 SV=1 25903,7 62538,4 2,4 62810,6 186919,7 3,0
Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Synechocystis sp.
(strain PCC 6803 / Kazusa) GN=IpdA PE=1 SV=3 13,7 3039,5 221,2 151375,7 183065,2 1,2
Transcriptional regulator Yqjl OS=Escherichia coli
(strain K 12) GN=yqjl PE=] SV=1I 8157,3 16955,3 2,1 37354,0 72271,8 1,9
Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 14476,8 18376,2 1,3 16522,8 25959,5 1,6
Nickel-responsive regulator OS=Escherichia coli (strain
K12) GN=nikR PE=1 SV=1 115,1 916,8 8,0 11550,9 35377,5 3,1
NADH-quinone oxidoreductase subunit E 162.9 761.8 47 2855.3 12809.8 45

OS=Escherichia coli (strain K12) GN=nuoE PE=1 SV=1
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Glycine dehydrogenase (decarboxylating)

OS=Synechocystis~ sp. (strain PCC 6803 / Kazusa) | 5066,7 10526,3 2,1 122,1 302,4 2,5
GN=gcvP PE=1 SV=1

13(0182;1(?;8:0;3:114 Il))%)ielins \S/i; OS=Escherichia coli (strain 1821.6 3086.7 17 12772 36747 29
gfglgﬁle?ﬁpgggnseg OS=Escherichia coli (strain 277.6 1910.5 6.9 7402 49796 6.7
05 Escherchia cli(snain K12) GNadP PEL1 SV-T, | 10003 36500 36| 8316 17726 2
9. (srain PCC 6303 / Kazusa) ON-gevtt P SVt | 00 1504 150 | 8116 45333 5.6
I3<()182)r23§s:()rr;18all<1;)r§t:elins\8/1:12 OS=Escherichia coli (strain 280,7 1025.6 37 5725 15154 26
éltfaﬁ?lolr(rllozl;s (%13:;11 Cr:d}i)c];ﬂ:ToSfe\l;i(ir OS=Escherichia coli 56.0 3740 6.7 7033 18842 27
508 ribosomal protein L14 OS=Escherichia coli (strain 100,6 495.0 49 4258 13431 12

K12) GN=rpIN PE=1 SV=1




Anhang

XI

30S ribosomal protein S10 OS=Escherichia coli (strain
K12) GN=rpsJ PE=1 SV=1

0,0

10,3

10,3

369,6

1018,4

2,8

Major outer membrane lipoprotein Lpp OS=Escherichia
coli (strain K12) GN=Ipp PE=1 SV=1

0,0

121,4

30,3

6479

214

b
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7.6. Vollstindige Alignments
Anhang 10: H-Protein Alignment Synechocystis und 7. thermophilus

10 20
- - - - -
T. thermophilus ——MDIPKDRF YTKTI—IEWALP EGDTVLVGIT DYA
Synechocystis sp. PCC 6803 MELEH.D.LY .LDS..YVRF D.E.ATI.LS AF.
50 80
o] . ssafoansl|
T. thermophilus VYVELPEVGR VVEKGEAVAV VKT YAPVAGEIVE
Synechocystis sp. PCC 6803 .F..... E.D K. .FEQSMGA .5..T.TVI.
90 100 110 120
R TR TP PP I A BT I |
T. thermophilus VNLALEKTPE LVNQDPYG-E GWIFRLKPRD MGDLDE-LLD
Synechocystis sp. PCC 6803 K.S...DQ.. .L...... E. ..LIKVRLD. VE.AK.G.MA
130
P I
T. thermophilus AGGYQEVLES EA

Synechocystis sp. PCC 6803 ..D.RAT..T GD
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Anhang 11: H-Protein Alignment Synechocystis und T. thermophilus
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7.7. Liste der detektierten Proteine zur Kontrolle des Reinheitsgrades der

analysierten Mitochondrienfraktionen

Anhang 12: Ubersicht iiber alle mittels Hi3 detektierten Proteine in der Mitochondrienfraktion

von Arabidopsis thaliana.

Griin: GCS-Proteine von A. thaliana, rot: Interne Kontrolle, schwarz: alle weiteren Proteine.

Beschreibung und Lokalisation

fmol on column

Glycine dehydrogenase (decarboxylating) 1  mitochondrial OS=Arabidopsis 247418
thaliana GN=GLDP1 PE=1 SV=2 ’
Glycine dehydrogenase (decarboxylating) 2 mitochondrial OS=Arabidopsis 247418
thaliana GN=GLDP2 PE=2 SV=1 ’
Serine hydroxymethyltransferase 1  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 20.9468
GN=SHM1 PE=1 SV=1 ’
Glycogen phosphorylase muscle form OS=Oryctolagus cuniculus GN=PYGM

20
PE=1 SV=3
ATP synthase subunit alpha mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=ATPA

15,6141
PE=1 SV=2
Dihydrolipoyl dehydrogenase 1 mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 14.8831
GN=LPD1 PE=1 SV=2 ’
Aminomethyltransferase  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=GDCST

14,3151
PE=2 SV=1
ATP synthase subunit beta-3  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 13.4911
GN=At5g08680 PE=2 SV=1 ’
Glycine cleavage system H protein 1 mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 13.1067
GN=GDHI1 PE=1 SV=1 ’
Malate dehydrogenase 1 mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g53240

12,4704
PE=1 SV=1
Formate dehydrogenase chloroplastic/mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 9.9307
GN=FDHI1 PE=1 SV=I ’

7,6892
Aldehyde dehydrogenase family 2 member B4 mitochondrial OS=Arabidopsis 75081
thaliana GN=ALDH2B4 PE=2 SV=1 ’
Mitochondrial outer membrane protein porin 3 OS=Arabidopsis thaliana 71357
GN=VDAC3 PE=1 SV=3 ’
Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta mitochondrial OS=Arabidopsis 6.2831
thaliana GN=At2g20420 PE=1 SV=1 ’
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta-1  mitochondrial 6.223
OS=Arabidopsis thaliana GN=PDH2 PE=1 SV=2 ’
Mitochondrial dicarboxylate/tricarboxylate transporter DTC OS=Arabidopsis 58433
thaliana GN=DTC PE=1 SV=1 ’
Chaperonin CPN60_ mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=CPN60 PE=1 5056
SvV=2 ’
Chaperonin  CPN60-like 1 mitochondrial ~ OS=Arabidopsis  thaliana 47313
GN=At2g33210 PE=2 SV=1 ’
Nucleoside diphosphate kinase III_ chloroplastic/mitochondrial OS=Arabidopsis 46581
thaliana GN=NDPK3 PE=1 SV=1 ’
Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier-like protein OS=Arabidopsis thaliana 4.6254
GN=BOU PE=2 SV=1 ’
Bifunctional L-3-cyanoalanine synthase/cysteine synthase C1_ mitochondrial 44152
OS=Arabidopsis thaliana GN=CYSC1 PE=1 SV=1 ’
Probable mitochondrial-processing peptidase subunit alpha-1  mitochondrial O 4.0794

S=Arabidopsis thaliana GN=At1g51980 PE=2 SV=1
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Probable mitochondrial-processing peptidase subunit beta  mitochondrial

OS=Arabidopsis thaliana GN=At3g02090 PE=2 SV=2 3,7126
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 12A1 mitochondrial 29754
OS=Arabidopsis thaliana GN=ALDH12A1 PE=2 SV=1 ’
Dihydrolipoyl dehydrogenase 2  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 7575
GN=LPD2 PE=1 SV=I ’
Peroxiredoxin-2F  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=PRXIIF PE=1
- - 2,4773
Sv=2
2,0802
1,94
Probable NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 _ 17041
mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g52840 PE=1 SV=1 ’
ATP synthase subunit d_mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana GN=At3g52300
_ - 1,5057
PE=1 SV=3
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha-1  mitochondrial 1.3955
OS=Arabidopsis thaliana GN=E1 ALPHA PE=2 SV=2 ’
Methylmalonate-semialdehyde  dehydrogenase  [acylating] ~ mitochondrial 13025
OS=Arabidopsis thaliana GN=ALDH6B2 PE=2 SV=2 ’
1,1629
Gamma carbonic anhydrase-like 2 mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 1.155
GN=GAMMACAL2 PE=1 SV=1 ’
Gamma carbonic anhydrase 1  mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 1.0667
GN=GAMMACAI1 PE=1 SV=1 ’
CBS domain-containing protein CBSX3 mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana 0.809
GN=CBSX3 PE=1 SV=1 ’
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha-2  mitochondrial 0.7186
OS=Arabidopsis thaliana GN=IAR4 PE=1 SV=2 ’
0,407

0,1321
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7.8. Vergleich verschiedener Fraktionen des Mitochondrienextraktes

Anhang 13: Mit Hilfe der Hi3-Methode wurden die losliche Fraktion und der mitochondriale
Gesamtextrakt analysiert.

A B
Pisum sativum Arabidopsis thallana
6
8 m Lésliche Fraktion B Lésliche Fraktion
O Gesamtexirakt O Gesamtexirakt

5 5 4

4 4 -
&R 0
= - =
W 3
£° - £° |
> >

2 2

14 I H 14 H

0- 0 J . : :

L
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7.9. Liste der detektierten QconCAT-Peptide

Anhang 14: Identifikation der Chromatogramm-Peaks des QconCAT-Peptids inklusive der
Sequenz und den Modifikationen.

Peak No Sequenz Modifikation m/z Masse H+
1 AIDTAEGMVK Oxidation (M) 531.244 1061.481
2 MAMPGR 336.147 671.285
3 YANSHEWVK 383.171 1147.496
4 YAPSHEWVK 565.259 1129.509
5 EYTMIK 396.189 791.370
6 AIDTAEGMVK 523.249 1045.486
7 LENEKGGAIDDSVITK MissCleavage 569.939 1707.813
8 GGAIDDSVITK 544.269 1087.527
9 IIGVSVDSSGK 537.279 1073.548
10 AIDNAEGLVK 521.266 1041.522
11 VGFISSGPPPR 564.287 1127.563
12 IIGISVDSSGK 544.289 1087.564
13 IAILNANYMAK Oxidation (M) 626.315 1251.619
14 VGFFSSGPPAR 568.273 1135.532
15 TPFTSGLNLDK 603.298 1205.582
16 VFADYEEYVK 637.285 1273.561
17 TPFTSGLDLEK 610.298 1219.585
18 VKPSSPAELESLMGPK 563.287 1687.830
19 TAILNANYMAK 618.316 1235.624
20 VKPSSPAELEALMGPK 557.950 1671.835
21 VLYPNDNFFEGK 729.329 1457.650
22 IKPTSPDELESLLGAK 572.570 1715.879
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7.10. Ermittlung des prozentualen Anteils an GCS-Proteinen in Synechocystis

Anhang 15: Werte der Anteile der einzelnen GCS-Proteine im molaren Verhéltnis zur
Gesamtmenge an Proteinen.

Abundanz
Probe 1 2 3 4 9] %
L-Protein  49.678 39.122 60.287 48.767 396‘5‘24 * 0,2+ 0,04
. 8.205 + 0,033 £
H-Protein 7.802 9.249 6.600 9.171 1.260 0.006
T-Protein  7.669 6.297 6.208 6.318 6.623 £699 0,03 +0,002
SHMT 37.345 32.812 32.626 36.457 3348310 * 0,14 = 0,006
PDH (X 127.816 =
E1-3) 130.635 117.224 138.953 124.451 9228 0,52 £0,04
Y aller 24.767.589 +
Proteine 25.917.817 23.948.169 24.418.206 24.786.163 840017 100
% GCS 0,26 + 0,03
% GCS +
SHMT 0,4 +0,03
7.11. Ubersicht iiber alle ermittelten Proteine zur Analyse des prozentualen

Anteils der GCS-Proteine in Synechocystis

Die vollstidndige Tabelle befindet sich auf der beiliegenden CD.

7.12. Sequenzen

Alle genutzten Nukleotid- und Proteinsequenzen befinden sich auf der beiliegenden CD.
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7.15. Abkiirzungsverzeichnis

2-PG 2-Phosphoglykolat

A Angstrom

AHT Anhydrotetracyclin

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AUZ Analytische Ultrazentrifugation

BCKDH  Verzweigtkettige-a-Ketosduren-Dehydrogenase-Komplex
BSA Bovin Serum Albumin

C2 oxidativer photosynthetischer Kohlenstoffzyklus
CH,-THF Methylen-Tetrahydrofolat

Cm Chloramphenicol

DF Durchfluss nach der Filtration durch eine cut-off Membran
ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

FDH Format Dehydrogenase

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

GA Gesamtaktivitét (Glycin-abhiangige Bildung von NADH)
GCS Glycine Cleavage System

GDC Glycindecarboxylase-Komplex

GME Gesamtmitochondrienextrakt

HDMS" High-Definition Mass Spectrometry (Elevated energy)
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
IMAC Immobilized Metal ion Affinity Chromatography

IPTG Isopropyl-B-thiogalactopyranosid

Kan Kanamycin

KGDH a-Ketoglutarate Dehydrogenase

K Halbsittigungskonzentration in der Michaelis-Menten-Kinetik
LB Luria-Bertani (Medium)

LS Liponsiure

mAU milli absorbance units

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure

MS Massenspektrometrie

Ms* Mass Spectrometry (Elevated energy)
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MW Molecular Weight

NKH nicht-ketotischen Hyperglycindmie

OD Extinktion

0X oxidiert

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase Chain Reaction

PDH Pyruvate Dehydrogenase

PEG Polyethylenglykol

PLP Pyridoxal-5-Phosphat

PVDF Polyvinylidendifluorid

QconCAT Protein Quantification with conCATenated peptides
red reduziert

s Sedimentationskoeffizient

S Svedberg

SHMT Serin-Hydroxymethyltransferase

SV Sdulenvolumen

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TEMED  N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

TCA Tricarbonsdurezyklus

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

THF Tetrahydrofolat

Tris Trishydroxymethylaminomethan

UA Uranylacetat

5‘UTR untranslated region (upstream)

U Uberstand nach der Filtration durch eine cut-off Membran
v/iv volume/volume

Vo Ausschlussvolumen

V. Elutionsvolumen

Vinax Maximale Reaktionsgeschwindigkeit in der Michaelis-Menten-Kinetik
VT Volumenteile

w/v weight/volume

WT Wildtyp
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