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1.0 Einleitung

Die ATP-Synthase stellt eines der bedeutsamsten Enzyme fiir den Energiestoffwechsel der
Zelle dar. Man findet sie in den Plasmamembranen der Bakterien wie auch in den Membranen
von Mitochondrien und Chloroplasten. Die ATP-Synthase katalysiert die endergone Bildung
einer Phosphorsdureanhydridbindung zwischen einem ADP Molekiil mit einem anorgani-
schen Phosphat und damit die Bildung von ATP. Als Antriebskraft dient die Energie eines
Protonengradienten, der durch Elektronentransfer wahrend der Photosynthese bzw. Atmung
an den Membranen von Chloroplasten, Mitochondrien und Bakterien erzeugt wird. In Pro-
pionigenium modestum dagegen ist die Antriebsenergie ein Natriumionengradient. Bei niedri-
gem Gradienten und hohem Phosphorylierungspotential kann die ATP-Synthase als Ionen-
translozierende ATP-Hydrolase arbeiten, also die umgekehrte Reaktion katalysieren.

Das Enzym verbindet demnach zwei Funktionen: einen vektoriellen Ionentransport und die
skalare Synthese bzw. Hydrolyse von ATP. Der fiir den Transport verantwortliche Enzymbe-
reich ist membranintergral, der katalytische Teil extrinsisch; die beiden Teile sind funktionell

und strukturell durch bestimmte Untereinheiten miteinander gekoppelt.

1.1 Struktur der ATP-Synthase

ATPasen aus evolutiondr weit entfernten Organismen zeigen trotz zum Teil groBer Unter-
schiede in der Primérstruktur weitgehende Homologie auf der Ebene der Tertidr- und Quartér-
struktur wie auch in der Funktion. Basierend auf Daten aus verschiedenen Organismen war es
daher moglich, ein universelles Modell des Enzyms zu entwickeln. Auch die zahlreichen
funktionsfahigen, chimédren Komplexe stellen in Bezug auf die 3D-Struktur und Funktion
einen Beweis flir einen hohen Konservierungsgrad der ATP—Synthase dar. Das in diesem
Kapitel beschriebene Modell der ATPase beruht auf Daten der bakteriellen und plastiddren
Enzyme, die auch Gegenstand der experimentellen Untersuchungen sind. Das Enzym aus
Mitochondrien wird im weiteren nicht ausfiihrlich behandelt.

Die ATP-Synthase ist aus acht (in Bakterien) bzw. neun (in Chloroplasten) Untereinheiten
zusammengesetzt (Abb. 1.1.1.). Diese Untereinheiten formen zwei separate Teilkomplexe:
den menbranstindigen Fy und den peripheren, an die Membran gebundenen F;. Die beiden
Subkomplexe werden liber mono- bzw. divalente Kationen miteinander stabilisiert.
Elektronenmikroskopischen Aufnahmen des isolierten, plastidiren Enzyms zeigen eine drei-

teilige Organisation der ATP—Synthase (Bottcher 1990). Zwischen dem Fy Komplex und der
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Fi-Masse befinden sich zwei Stiele (Stalks), die beide Teile nicht nur strukturell sondern auch
funktionell miteinander verbinden.

Der Fy besteht in Bakterien aus drei Untereinheiten a, b und ¢ mit einer Stochiometrie von
abyc(o-12). In Chloroplasten und Cyanobakterien ist der Fo Komplex aus vier Untereinheiten
zusammengesetzt: I(= by), II(= by), l.14(= ¢) und IV(= a). Charakteristisch fiir jede der
Untereinheiten ist das Vorhandensein einer transmembranen, hydrophoben a-helikalen Do-
mane. Die 9-14 Kopien der Untereinheit III sind in Form eines Ringes assembliert. Die ge-

naue Stochiometrie konnte bis jetzt nicht bestimmt werden.

Abb. 1.1.1.: Schematische Darstellung der chloroplastidiren CF;CF, ATP-Synthase (nach Groth und
Strotmann 1999).

Die katalytische Region des Enzyms bilden jeweils drei Kopien der o und der B Untereinheiten. Der protonen-
translozierende F, Bereich setzt sich aus den Untereinheiten b, b, ¢¢.14) und a zusammen. Beide Subkomplexe
verbindet der zentrale und der periphere Stiel, die von den Untereinheiten des Grenzbereiches v, € und & gebildet
werden.

Den fiir die katalytische Reaktion zustdndigen F; Teilkomplex bilden fiinf Untereinheiten, die
entsprechend ihrer GroBe mit den griechischen Buchstaben a, B, v, 6 und € bezeichnet werden
und eine Stochiometrie von 3 : 3 : 1 : 1 : 1 haben. Die o und  Untereinheiten beinhalten die
katalytischen Zentren und nicht-katalytische Bindungsstellen fiir ATP bzw. ADP.

Die drei a und  Untereinheiten sind alternierend angeordnet (Tiedge et al. 1983). Diese auch
,»Kopf* genannte Hexagonstruktur stellt die Hauptmasse des Enzyms dar, ihre 3D-Struktur ist
durch Rontgenstrukturanalyse aufgekliart worden (Mitochondrien - Abrahams et al. 1994;
Abrahams et al. 1996; Van Raaji et al. 1996; Orris et al. 1996; Braig et al. 2000; Gibbons et

6
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al. 2000; E. coli — Hausrath et al. 1999; Bacillus thermophilus — Shirakihara et al. 1997; Chlo-
roplasten - Groth 2001). Das Zentrum des o333-Ringes wird von der N-terminalen und der C-
terminalen Helix der y Untereinheit ausgefiillt. Die beiden miteinander gewundenen Helices
fungieren als Rotationsachse. Der mittlere Teil der y sowie die ¢ Untereinheit bilden die Ver-
bindung zum F,. Ein zweiter ,peripherer™ Stiel besteht aus den Fo-Untereinheiten I und II

(bzw. b) soll iiber die 6 Untereinheit mit den a3B3;-Hexagon mit der Membran fixieren.

1.2 Untereinheiten des F; Teilkomplexes

1.2.1 Untereinheiten der katalytischen Region

Durch Rontgenanalyse von Kristallen des F; Subkomplexes aus Mitochondrien (Abrahams et
al. 1994) wurde die Struktur des a3Ps;-Hexagons und des axialen Teils der y Untereinheit
aufgelost. Nachfolgende Strukturanalysen aus anderen Organismen lieferten weitere Einzel-
heiten; aber der Grundbau scheint bei allen F-ATPasen relativ gleich zu sein.

Die beiden Untereinheiten a (55,4 kDa) und 3 (53,8 kDa) zeigen eine sehr dhnliche Struktur;
es lassen sich drei Doménen unterscheiden: die N—terminale Doméne liegt am weitesten von
der Membran entfernt und ist aus 6 B-Faltblittern aufgebaut. Im Mittelteil der Untereinheiten,
der von a-Helices und B-Faltblattern gebildet wird, befinden sich die Nukleotidbindungsta-
schen. Die C—terminale Domine besteht aus mehreren a-Helices (Abb. 1.2.1.1.).

An den Grenzfldchen zwischen den o und B Untereinheiten befinden sich jeweils drei kataly-
tische und drei nicht-katalytische Nukleotid-Bindungsstellen. Die ersten werden {iberwiegend
von der 3 und die zweiten von der o Untereinheit gebildet.

Die von Abrahams (1994) aufgeldste Struktur des mitochondrialen F; Teilkomplexes préisen-
tierte eine durch ein nicht-hydrolysierbares ATP — Analog, MgAMP-PNP, in einem be-
stimmten Ausschnitt des katalytischen Vorgangs fixierte Form des Enzyms. Die drei B Unter-
einheiten befanden sich in drei Konformationen entsprechend ihrer unterschiedlichen Sub-
stratbesetzung der katalytischen Zentren. Eine der Taschen enthielt MgADP, die zweite ein
MgAMP-PNP und die dritte war ohne ein gebundenes Nukleotid. Die beladenen (mit MgADP
bzw. MgAMP-PNP) B Untereinheiten lagen in einer geschlossenen (Abb. 1.2.1.1.), die nicht
beladene dagegen in einer offenen Konformation vor. Im Gegensatz zu der geschlossenen
zeigte sich in der offenen Konformation die C-terminale Doméne und der untere Teil der

Nukleotidbindungstasche nach unten, zur Membran hin geklappt. Die nicht katalytischen
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Stellen auf den drei o Untereinheiten waren mit MgAMP-PNP beladen und zeigten eine ein-

heitliche Konformation.

Abb. 1.2.1.1.: Rontgenstruktur der Untereinheiten o. und B aus Rinderherz-Mitochondrien (nach Abra-
hams et al. 1994). Dargestellt ist die strukturelle Organisation des Teils des F; im Querschnitt mit je einer o (in
rot) und einer B (in gelb) Untereinheit aus dem o;B; Hexagon. In der Mitte befinden sich die N- und C-
terminalen Helices der y Untereinheit. Zu erkennen ist die dreiteilige Struktur der o und B Untereinheiten (ge-
naue Beschreibung im Text). Beide Untereinheiten liegen in einer geschlossenen Konformation vor.

Weitere mittlerweile publizierte Kristallstrukturen zeigen eine dhnliche asymmetrische Orga-
nisation der katalytischen Stellen (Mitochondrien - van Raaji et al. 1996; Orriss et al. 1996;
Braig et al. 2000; E. coli — Hausrath et al. 1999). Andere dagegen wie der o333 Teilkomplex
aus Bacillus thermophilus (Shirakihara et al. 1997) und der a3B3yd Teilkomplex aus Chlo-
roplasten (Groth et al. 2001) waren symmetrisch. In diesen Fillen waren alle drei f Unterein-
heiten unbeladen und in einer einheitlichen Konformation. Die B Untereinheiten aus Bacillus
thermophilus nahmen die offene Konformation ein, die aus Chloroplasten zeigten dagegen die
geschlossene Konformation.

Fiir eine Teilreaktion des katalytischen Zyklus ist eine Interaktion zwischen den B Unterein-
heiten und der y Untereinheit essentiell (Miyauchi et al. 1995; Nakamoto et al. 2000; Ren et
al. 2000; Hara et al. 2000). Die sehr stark konservierte ,,DELSEED* Sequenz (BAsp 380 -
BAsp386) in den B Untereinheiten soll fiir den Kontakt mit der y Untereinheit verantwortlich
sein (Hara et al. 2000).
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1.2.2 Untereinheity

Die y Untereinheit (35,8 kDa) ist eine zentral gelegene Untereinheit, die sowohl dem Kopfbe-
reich als auch dem Stielbereich angehort. An der Ausbildung des zentralen Stiels ist auBerdem
die € Untereinheit beteiligt.

Der y Untereinheit kommt eine wichtige Bedeutung bei der Kopplung der Protonentransloka-
tion mit dem katalytischen Prozess zu (Menz et al. 2001). Bei der plastidiren ATP—Synthase
nimmt die y Untereinheit aulerdem an der Regulation der Aktivitidt des Enzyms teil (Strot-

mann et al. 1998; Hisabori et al. 2002).

Rossmann-Falte

Abb. 1.2.2.1.: Rontgenstruktur des mittleren Bereiches der mitochondrialen y Untereinheit (nach Gibbons
et al. 2000). Die N- und C-terminalen Helices (Positionen 1 - 19 und 235 - 272) sind zur Ubersichtlichkeit sche-
matisch dargestellt. Die Buchstaben a bis f kennzeichnen die a-helikalen Strukturelemente (in tiirkis); B-
Faltblatter (in blau) sind durchnumeriert (1 - 5).

Bei der ersten Rontgenstrukturanalyse des F; Subkomplexes aus Mitochondrien (Abrahams et
al. 1994) konnte nur ein Teil der y Untereinheit auf molekularer Ebene aufgelost werden. Die
verdrillten N- und die C-terminalen Doménen ragten als lange a-Helices in das Zentrum des

o33 Hexagons hinein.
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Erst vor kurzem wurde unabhéngig voneinander auch die Struktur des mittleren Bereiches der
v Untereinheit aus E. coli (Rodgers et al. 2000) und aus Rinderherzmitochondrien (Gibbons et
al. 2000) aufgeklért. Es zeigte sich in beiden Fillen eine dhnliche strukturelle Organisation.
Die Struktur dieses Teilbereiches der y Untereinheit aus Mitochondrien ist in der Abbildung
1.2.2.1. dargestellt. Er besteht aus fiinf B-Faltbldttern und sechs a-Helices. Die Faltblatter 1
bis 3 bilden mit zwei a-Helices (b und ¢ in der Abbildung) eine Struktur, die man als ,,Ross-
mann-Falte* bezeichnet. Diese ist durch eine Helix (in der Abbildung mit d gekennzeichnet)

mit den Faltblattern 4 und 5 verbunden.
Der entsprechende Bereich aus E. coli besteht ebenso aus einem Biindel von 5 B-Faltblattern
zwischen zwei a Helices, aulerdem sind noch zwei weitere o - Helices und ein (-Faltblatt

gefunden worden.

1.2.3 Untereinheit 3

Die Struktur der & Untereinheit (20,4 kDa) konnte bis jetzt noch nicht vollstindig aufgeklart
werden. Die mit Hilfe einer multidimensionalen NMR-Spektroskopie aufgeldste Teilstruktur
eines 105 Aminosiuren langen N-terminalen Fragmentes besteht aus einem Biindel von sechs
aufeinanderliegenden a - Helices (Wilkens et al. 1997).

Die 6 Untereinheit soll an der Bildung des zweiten, peripheren Stiels beteiligt sein, der den Fy
Komplex mit dem katalytischen Bereich verbindet. Dieser periphere Stiel soll hauptsédchlich
aus dem hydrophilen C-Terminus der zwei Kopien der b Untereinheit (bzw. Untereinheiten I
und IT) bestehen, hilt das o333 Hexagon wihrend der Katalyse. Der Kontakt mit den o und 3

Untereinheiten soll iiber die & Untereinheit vermittelt werden (Maggio et al. 1988; Archinard
et al. 1986; Bragg et al. 1986; Joshi et al. 1990; Collinson et al. 1994; Belogrudov et al. 1995).

Diese Schliisse wurden aus Bindungsversuchen gezogen.

1.2.4 Untereinheit ¢

Die € Untereinheit stellt mit 14,7 kDa die kleinste Untereinheit des F; Subkomplexes dar. Die
mit Hilfe der NMR—Spektroskopie aufgeldste Struktur der € Untereinheit aus E. coli (Wilkens
et al. 1995) zeigte einen Aufbau aus zwei Doménen. Die N—terminale Doméne ist aus 10 [3-
Faltbléttern aufgebaut; die C—terminale aus vorwiegend zwei o - Helices. Weitere Strukturen
der € Untereinheit sind aus E. coli (Uhlin et al. 1997) und aus Mitochondrien (Gibbons et al.
2000) veroffentlicht worden. Sie stimmen mit der von Wilkens (1995) gefundenen Struktur

10
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tiberein. Demgegeniiber zeigte die von Rogers et al. (2000) beschriebene Struktur des ye
Komplexes in der C —terminalen Doméne der ¢ Untereinheit eine andere Konformation. Die
beiden o Helices waren nicht haarnadelférmig gebogen sondern voneinander getrennt und
umgaben die y Untereinheit. Das Ergebnis suggeriert eine Bewegungsfreiheit der Helices, die
auch durch Kreuzvernetzungsexperimente bestétigt wurde (Schulenberg et al. 1997).

Man nimmt an, dass die € Untereinheit ihre Konformation und Position wihrend des katalyti-
schen Vorgangs 4ndert. Diese Anderungen sollen fiir die fiir die & Untereinheit vorgeschlage-

ne Funktion als Inhibitor der Enzymaktivitdt verantwortlich sein (Tsunoda et al. 2001).

1.3 Untereinheiten des F, Teilkomplexes
1.3.1 Untereinheit a (plastidare Untereinheit IV)

Die stark hydrophobe Untereinheit a (Untereinheit a: 30 kDa; Untereinheit IV: 25,1 kDa)
stellt das am wenigsten untersuchte Protein des membranintegrierten Fy Teilkomplexes dar.
Es werden Strukturmodelle mit sechs (Jager et al. 1998; Yamada et al. 1996) bzw. fiinf (Hatch
et al. 1995; Valiyaveetil et al. 1998) transmembranen a-Helices diskutiert. Auch die Orientie-
rung der C- und N-Termini in der Membran ist umstritten. Anhand einer Oberflachenmarkie-
rung von eingefiihrten Cysteinen schlieBen Valiyaveetil et al. (1998), dass beim bakteriellen
Enzym der N-Terminus dem Periplasma und der C-Terminus dem Cytoplasma zugewandst ist.
Durch Mutagenesestudien konnte eine direkte Beteiligung der a Untereinheit an dem Proto-
nentransport gezeigt werden. Mittels dieses Verfahrens sind die wichtigen, an dem Prozess
beteiligten Aminosduren aR210, aE219, aH245 identifiziert worden (Deckers-Hebestreit et al.
1996; Deckers-Hebestreit et al. 2000). Essentiell scheint das Arginin an der Position 210 zu
sein. Jede Substitution dieser stark konservierten Aminosdure beeintrichtigte die Protonen-
translokation (Vik et al. 2000).

Ein intermolekularer Kontakt der a Untereinheit mit der ebenfalls an dem Protonentransport
beteiligten ¢ Untereinheit wurde durch Mutagenesestudien (Howitt et al. 1992) und NMR-
Spektroskopie (Filingame et al. 1998) nachgewiesen.

11
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1.3.2 Untereinheit b (plastidare Untereinheit | und Il)

Die zweite am F Teil beteiligte Untereinheit ist die Untereinheit b (Untereinheit b 17 kDa;
Untereinheit I 20,9 kDa; Untereinheit II 16,4 kDa). Ihre Position ist am Rand des Fy Teilkom-
plexes bestimmt worden (Hoppe et al. 1984). Die hydrophobe N-terminale Domine, deren
Struktur in einem Chloroform/Methanol/Wasser Gemisch mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
aufgeldst wurde, verankert das Protein in der Membran (Dimitriev et al. 1999). Dieser Be-
reich ist als a -Helix ausgebildet, die durch einen Knick (Position 23 — 26) mit einem Winkel
von 20° unterbrochen wird. Weitere Untersuchungen lassen vermuten (Hoppe et al. 1983),
dass diese Biegung an der Membranoberfliche liegt. Es wird angenommen, dass der Knick
dazu dient, den cytoplasmatischen Teil der b Untereinheit senkrecht relativ zur Membran zu
positionieren und somit die Ausbildung des zweiten Stiels erleichtert.

Der polare, in das Cytoplasma ragende Teil ist ebenfalls als helikale Struktur mit einer Lange
von 110A ausgebildet (Dunn et al. 2000). Die isolierte hydrophile Doméne aus dem Bakteri-
um E. coli liegt in Losung in dimerer Form (Dunn et al. 1992) vor. Resultate unterschiedlicher
Experimente sprechen dafiir, dass auch im FoF; Komplex die b Untereinheit als Dimer vor-
kommt (Rodgers et al. 1997; Revington et al. 1999).

Die C—terminale Domine (b 123 — 156) ist fiir die Bindung an die 6 Untereinheit zustéindig
(McLachlin et al. 1998), was durch Kreuzvernetzungen nachgewiesen werden konnte
(McLachlin et al. 2000; Beckers et al. 1992).

Im Gegensatz zu den a und ¢ Untereinheiten des Fo Komplexes ist fiir die b Untereinheit keine
direkte Beteiligung an dem Protonentransport gefunden worden. Dennoch verlor nach Ex-
traktion der b Untereinheit der Fo Komplex die Féahigkeit zur Protonentranslokation (Schnei-

der et al. 1985).

1.3.3 Untereinheit c (plastidare Untereinheit Ill)

Die kleinste Untereinheit, die Untereinheit ¢ (¢ Untereinheit 8,1 kDa; Untereinheit III 7,9
kDa) wird wegen ihres extrem hydrophoben Charakters auch Proteolipid genannt. Girvin et
al. (1998) konnten die Struktur der Untereinheit ¢ in einem Chloroform/Methanol/Wasser
Gemisch mit Hilfe der NMR-Spektroskopie auflésen. Das c-Monomer besteht aus zwei anti-
parallelen, transmembranen a Helices (N- und C—terminale Doméne), die iiber eine hydro-
phile Schlaufe (loop) miteinander verbunden sind (Abb. 1.3.3.1.).

In der Membran bilden bis zu 14 ¢ Untereinheiten eine Zylinder- oder Ring-dhnliche Struktur,

wie mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden konnte (Birkenha-
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ger et al. 1995; Singh et al. 1996). Die Anzahl der Untereinheiten im c—Oligomer ist umstrit-
ten. Man vermutet, dass sie flir jeden Organismus spezifisch ist. Fiir die ATP-Synthase aus
Spinat-Chloroplasten ist ein Ring aus 12 (Fromme et al. 1987) und aus 14 c-Monomeren
(Seelert et al. 2000) beschrieben worden. Fiir das Enzym aus E. coli wurde dagegen ein Pro-
teolipidring aus 9 bis 12 ¢ Untereinheiten postuliert (Jones, Filingame 1998). Eine Rontgen-
strukturanalyse eines kristallisierten F;-c Komplexes aus Hefe hat einen Ring aus 10 c-
Monomeren zum Vorschein kommen lassen. Ebenso wie die Anzahl der ¢ Untereinheiten ist
die Orientierung der N- und C—terminalen Helices im Ring ungeklért.

Es werden derzeit zwei Modelle diskutiert in denen, einmal die C-terminale Helix (Dimitriev
et al. 1999) und einmal die N—terminale Helix (Groth et al. 1997; Schnick et al. 2000) an der

AuBenseite des Oligomers liegen soll.

£ Al .J_,__ ‘!

N

Abb. 1.3.3.1.: NMR-Struktur der ¢ Untereinheit aus E. coli. Dargestellt sind zwei in Form einer Haarnadel-
Struktur assoziierten o-Helices des c-Monomers, die iiber einen hydrophilen loop miteinander verbunden sind.

Hervorgehoben ist der fiir die Protonentranslokation essentielle Aspartat-Rest cD61. Grafische Darstellung mit
SWISS-Pdb-Viewer (Version 3.7).

Die ¢ Untereinheit ist an der Protonentranslokation beteiligt (Deckers—Hebestreit et al. 2000).
Eine essentielle Rolle spielt dabei eine konservierte saure Aminosdure in der Position
61(cD61/cE61), die sich in der Mitte der C—terminalen Helix befindet und von hydrophoben
Resten umgeben ist (Assanti—Porter et al. 1995; Filingame et al. 2000). Substitutionen in der
Position 61 fiihrten in allen Fillen zur vollstindigen Hemmung des Protonenflusses. Durch
gezielte Mutagenese war es jedoch moglich, die Asparaginsiure (cD61) aus der Position 61 in
die dquivalente Position (cA24) der N-terminalen Helix zu iibertragen, ohne dass dadurch die
Protonendurchlissigkeit beeintrachtigt wurde (Miller et al. 1990).

Der hydrophile loop zwischen der N- und C-terminalen Doméne soll an der Energielibertra-

gung zwischen dem Fy und dem katalytischen Zentrum beteiligt sein (Zhang et al. 1995).

13



Einleitung

Dafiir sprechen seine Position auflerhalb der Membran in der strukturellen Néhe der € und y

Untereinheiten und der hydrophile Charakter (Licher et al. 1998).

1.4 Katalytischer Mechanismus
1.4.1 ,Binding — change“ Mechanismus

Géngige Funktionsmodelle der ATP-Synthase basieren auf dem von Boyer (1989) postulier-
ten ,,binding — change* Mechanismus. Dieser setzt die Beteiligung aller drei katalytischen
Stellen voraus, die wiahrend des katalytischen Vorgangs zyklisch die Affinititen zu den Sub-
straten und dem Produkt dndern. Bei der ATP-Synthese soll folgender Zyklus durchlaufen
werden: wenn eine katalytische Stelle die Substrate ADP und Pi bindet, synthetisiert die
zweite ein ATP Molekiil und die dritte setzt das Produkt ATP frei. Nach drei dieser Schritte
befindet sich jeder der katalytischen Stellen wieder in der Anfangskonfiguration. Entspre-
chend ihrer Affinitdt zum Substrat werden die drei Konfigurationen als L (low), T (tight) und
0 (no affinity, open) bezeichnet. Das Wechseln der Affinitit wird durch Anderung der Kon-
formation der katalytischen Zentren realisiert.

Die beschriebene Struktur eines F; Subkomplexes aus Rinderherz—Mitochondrien (Abrahams
et al. 1994), kann als Beleg fiir den ,,binding — change* Mechanismus gewertet werden. Die
drei katalytischen Zentren sind nicht nur unterschiedlich besetzt (ADP, AMP-PNP bzw. ohne
gebundenes Nukleotid), sondern die drei 3 Untereinheiten zeigten unterschiedliche Konfor-
mationen.

Der von Boyer vorgeschlagene ,,binding — change* Mechanismus lédsst allerdings noch viele
Fragen offen. Einer ,,bisite” Katalyse (Boyer 2000) wird ein ,.trisite” Mechanismus gegeniiber
gestellt (Menz et al. 2001; Ren et al. 2000). Bei der ,,bisite” Katalyse werden jeweils zwei
gleichzeitig beladene Nukleotidbindungstaschen postuliert; bei der ,,trisite” Hypothese eine
parallele Besetzung aller drei katalytischen Stellen durch Nukleotide vermutet. Man nimmt
zudem an, dass die katalytische Reaktion nicht nur drei, sondern mindestens fiinf unter-
schiedliche Konformationszustinde erfordert (Weber, Senior 2000; Senior et al. 2002). Einen
Beleg fiir diese Hypothese liefert die Kristallstruktur der durch Aluminiumfluorid inhibierten
ATP-Synthase aus E. coli (Menz et al. 2001).

Einen Hinweis fiir die Beteiligung der y Untereinheit an den zyklischen Konformationsidnde-
rungen im katalytischen Prozess lieferte schon die Strukturanalyse des F; Teilkomplexes aus

Mitochondrien (Abrahams et al. 1994). Die drei unterschiedlichen Konformationen sollten
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nach Ansicht der Autoren durch die Position der zentralen aus den beiden terminalen Helices
der y Untereinheit bestehenden Achse zu den drei 3 Untereinheiten induziert werden. Mitt-
lerweile ist die Rotation der y Untereinheit relativ zu den drei B Untereinheiten an isolierten
F, Subkomplexen aus verschiedenen Organismen experimentell nachgewiesen worden.

Die Drehbewegung eines iiber Biotin-Streptavidin an die y Untereinheit gebundenen mit Fluo-
rochromen versehenen Actinfilamentes konnte wéhrend der Hydrolyse von ATP in isolierten
o3Py aus Bacillus thermophilus fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden (Noji et al.
1997). Zu diesem Zweck wurde das isolierte a3 Hexagon iiber in den N—Terminus der
Untereinheiten eingebaute Histidin-Reste auf eine Nickel-dotierte Glasplatte fixiert. Mit der
gleichen Technik wurde die Rotation der y Untereinheit in isoliertem F; von E. coli (Noji et al.
1999; Omote et al. 1999) und Chloroplasten (Hisabori et al. 1999) gezeigt. Die Rotation der y
Untereinheit wurde mit Hilfe von Kreuzvernetzungsexperimenten auch im membrangebunde-
nen F;Fo Komplex wihrend der Hydrolyse bzw. Synthese von ATP belegt (Zhou et al. 1996).
Ebenso konnte die Rotation der € Untereinheit aus Bacillus thermophilus (Kato—Yamada et al.
1998) und des Proteolipidringes aus E. coli (Sambongi et al. 1999; Pinke et al. 2000; Fillin-
game et al. 2002) wihrend der ATP-Hydrolyse beobachtet werden. Die fiir alle drei Unterein-
heiten v, € und ¢ vergleichbare Drehgeschwindigkeit und gleiche Drehrichtung deuten darauf
hin, dass die drei Untereinheiten miteinander verkniipft sind, was auch durch Kreuzvernet-
zungsexperimente unterstiitzt wird. Bei einer gleichzeitigen Vernetzung der c-¢ und &-y Un-
tereinheiten wurde keine die Aktivitit des Enzyms beeintrachtigende Wirkung beobachtet
(Tsunoda et al. 2001). Eine enge Assoziation zwischen der y Untereinheit und dem c-Ring

wurde ebenso in der Struktur der ATPase aus Hefe beobachtet (Stock et al. 1999).

1.4.2 Kopplungsmechanismus und Protonentranslokation

Trotz intensiver Forschung ist der Mechanismus der Protonentranslokation und die Kopplung
des Protonentransportes mit den Vorgingen in den katalytischen Zentren des Enzyms weitge-
hend unaufgeklart.

Die Kopplungshypothese postuliert, dass die Hydrolyse bzw. Synthese von ATP durch die
Rotation einer Achse bestehend aus den Untereinheiten y, € und dem Proteolipidzylinder
relativ zum Stator a;336bra mit dem Protonentransport gekoppelt ist (Weber et al. 2003). Mit
dem Begriff Stator werden alle nicht rotierenden Untereinheiten der ATPase bezeichnet. Die
Drehbewegung der y Untereinheit im Inneren des o333 Hexagons und der damit verbundene,

wechselnde Kontakt zu den drei B Untereinheiten soll fiir die Konformationsanderungen in
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den Nukleotidbindungstaschen verantwortlich sein. Es wird derzeit angenommen, dass die
Rotation der Achse durch eine Rotation des Proteolipidringes getrieben wird. Diese entsteht
durch eine Wechselwirkung zwischen der a Untereinheit, ¢ Untereinheiten und Protonen und
ermoglicht die Protonentranslokation.

Die Verbindung des Proteolipidringes mit den Untereinheiten y und ¢ ist unbekannt. Man
nimmt an, dass der hydrophile loop, der die zwei Helices der ¢ Untereinheit miteinander ver-
bindet, dabei eine Rolle spielt. Diese Vermutung beruht auf der Tatsache, dass nur in dieser
Region der ¢ Untereinheit Kontaktstellen mit den € und y Untereinheiten identifiziert worden
sind (Zhang et al. 1994; Zahng et al. 1995; Watts et al. 1995; Hermolin et al. 1999). Im weite-
ren gibt es Daten, die eine Konformationsdnderung im polaren loop der ¢ Untereinheit wih-
rend der Protonentranslokation implizieren (Girvin et al. 1993; Assadi—Porter et al. 1995).

Die vermutete Kopplung der Rotation mit dem Protonentransport (Junge et al. 1997; Zhou et
al. 1997) beruht auf der Wechselwirkung der Fy Untereinheit a mit dem Proteolipidzylinder,
die in der Protonentranslokation resultiert.

Die Rotation des Proteolipidringes relativ zur der a Untereinheit soll durch die Bindung von
Protonen an der positiv und ihre Freisetzung an der negativ geladenen Membranseite erzeugt
werden (Vik und Antonio 1994; Junge et al. 1997). Man nimmt dabei an, dass die Transloka-
tion der Protonen iiber eine Protonierung und Deprotonierung der Carboxyl-Gruppe der As-
paraginsdure (cD61) bzw. Glutaminsdure (cE61) jeder ¢ Untereinheit verlduft (siche auch
Kap. 1.3.3). Durch Mutagenesestudien ist auch die konservierte Position aR210 der a Unter-
einheit als essentiell fiir die Protonentranslokation identifiziert worden (Hartzog et al. 1993;
Howitt et al. 1992; Hatch et al. 1995; Wang et al. 1994).

Es gibt mehrere Hypothesen, die den Vorgang der Protonentransport-gekoppelten Bewegung
beschreiben. Das von Vik und Antonio (1994) fiir das Enzym aus E. coli beschriebene Modell
postuliert starke elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem permanent positiv gelade-
nen Arginin an der Position 210 der Untereinheit a und der deprotonierten Asparaginsdure in
der Position 61 einer der ¢ Untereinheiten im Proteolipidring. Protonierung auf der positiv
geladenen Membranseite resultiert in der Dissoziation dieser Salzbriicke. Dabei wird eine
Bewegung des Proteolipidringes erzeugt, so dass die nédchste nicht-protonierte D61-Position
im Ring mit dem Arginin der a Untereinheit interagieren kann.

Andere Modelle setzen eine Existenz von Kanilen fiir die Protonen voraus, die entweder
durch die a Untereinheit gebildet werden (Junge et al. 1997; Rastogi et al. 1999; Dimroth et

al. 2000) oder die durch eine enge Assoziation der transmembranen Helices der a und ¢ Un-
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tereinheit an der Grenzflache zwischen diesen entstehen sollen (Weber et al. 1997; Galanis et
al. 1989).

In dem Modell von Junge et al. (1997), das schematisch in der Abbildung 1.4.2.1. dargestellt
ist, liegen in der Membran zwei versetzte Halbkanidle vor. Ein Halbkanal ist von der peri-
plasmatischen, der andere von der cytoplasmatischen Seite fiir die Protonen zugénglich. EIf
der zwolf den Proteolipidring bildenden ¢ Untereinheiten besitzen in der Position 61 (¢cD61)
eine Bindungsstelle fiir die Protonen, die iiber die Kanile in der Untereinheit erreichbar ist.
Die Drehung des Proteolipidringes relativ zu der Untereinheit a wird in diesem Modell nach

dem von Vik und Antonio (1994) vorgeschlagenen Mechanismus ermoglicht.

Abb. 1.4.2.1.: Modell der in einer Protonentranslokation resultierenden Wechselwirkung zwischen den
Untereinheiten a und ¢ im F, Subkomplex (nach Junge 1997). Die Untereinheit a und der c-Ring sind sche-
matisch dargestellt. Die Bindungsstellen fiir Protonen auf jeder Untereinheit ¢ im Proteolipidring wurden ge-
kennzeichnet. In Balkenform sind zwei Helices einer der ¢ Untereinheiten im c-Ring dargestellt. Auf der Unter-
einheit a wurden zwei Halbkanéle markiert, die von der cytoplasmatischen bzw. periplasmatischen Seite fiir die
Protonen zuginglich sind. Der Weg eines einzelnen Protons kann entlang des Pfeiles verfolgt werden. Der
zweite verbogene Pfeil liber dem Proteolipidring zeigt dessen Drehrichtung wéhrend der Synthese eines ATP-
Molekiils.

Auch in dem Modell von Rastogi und Girvin (1999) erreichen die Protonen ihre in der Mem-
bran liegende Bindestelle (cD61) iiber Halbkanile in der a Untereinheit. Jedoch gegeniiber
dem Modell von Junge et al. (1993), wo als Grundlage fiir die Rotation des Proteolipidringes
die starken elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der a und ¢ Untereinheit betont

werden, stellen in diesem die sterischen Interaktionen zwischen den Untereinheiten a und ¢
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und die Konformationsdnderungen in der C-terminalen Doméne der ¢ Untereinheit eine Basis

fur die Rotation dar.

1.5 Stator—Rotor Hypothese

Die Rotationshypothese postuliert die Ubertragung der Rotation des Proteolipidringes auf die
Untereinheiten y und €. Die rotierenden Untereinheiten werden als Rotor bezeichnet. Die
Drehbewegung der y Untereinheit im Inneren des o333 Kopfchens spielt die entscheidende
Rolle fiir den katalytischen Vorgang. Durch den aus der Rotation resultierenden, wechselnden
Kontakt der y Untereinheit zu den drei § Untereinheiten werden Konformationsédnderungen an
den katalytischen Stellen hervorgerufen.

Die Rotationshypothese stellt einige Anforderungen an die Struktur des Enzyms. Die Rotation
der y Untereinheit wiirde ohne eine Fixierung des o333 Hexagons nicht zum Erfolg fiihren. Es
wird daher geschluf3folgert, dass eine Struktur existieren muf}, die das Mitdrehen des o33
Subkomplexes verhindert. Diese Funktion wird dem zweiten, ,,peripheren* Stiel zugewiesen
(Lill et al. 1996; Sorgen et al. 1999; Weber et al. 2003). Das Vorhandensein des zweiten Stiels
wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie in den ATP-Synthasen aus Chloroplasten (Bott-
cher et al. 1998), E. coli (Wilkens et al. 1998) und Mitochondrien (Karrasch et al. 1999)
nachgewiesen. Der Stiel wird von zwei Untereinheiten, & und b, gebildet und durchspannt den
gesamten Raum von dem o33 Hexagon bis zu der in der Membran liegenden Untereinheit a
(Sawada et al. 1997; Rodgers et al. 1998; Dunn et al. 2000). Die Rolle des zweiten Stiels als
Stator-Teil wird durch Kreuzvernetzungsexperimente unterstiitzt. Eine Vernetzung zwischen
der o und 6 Untereinheit in der ATP-Synthase aus E. coli zeigte keine negativen Auswirkung

auf die Aktivitdt des Enzyms (Oglivie et al. 1997).
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Zielsetzung

Das Ziel der Untersuchungen in dieser Dissertation ist eine genaue Erforschung des Interakti-
onsbereiches zwischen dem Fyund F;. Da zur Zeit die Struktur dieser Region nicht aufgelost
wurde, basieren die existierenden Modelle auf Daten aus Kreuzvernetzungsexperimenten,
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und Rontgenstrukturanalysen von isolierten Frag-
menten dieses Bereiches. Nach allen Modellen kommen in der FoF,; Grenzregion drei F; Un-
tereinheiten, y, 6 und g, vor. Diese sollen zwei Strukturen bilden, die man als zentralen (y und
¢ Untereinheiten) und peripheren Stiel bezeichnet. Der periphere Stiel besteht aus den Unter-
einheiten o des F; und b des Fy. Den beiden Strukturen werden unterschiedliche Rollen zuge-
wiesen. Der zentrale Stiel soll dem Rotor, der periphere dem Stator angehdren. Beide Struktu-
ren haben demgeméal wichtige Funktion innerhalb der ATP-Synthase. Daher ist das Wissen
tiber die strukturelle und funktionelle Organisation des Grenzbereiches fiir das Verstehen des

Enzyms von grof3er Bedeutung.

In dieser Arbeit soll versucht werden, auf den Fy mit isolierten F; Untereinheiten den FFq
Komplex zu rekonstituieren. Dabei soll insbesondere die Bedeutung der oben genannten klei-
nen F; Untereinheiten untersucht werden. Aus praktischen Erwégungen wird als Fy Baustein
die vom F; befreite Thylakoidmembran von Spinat-Chloroplasten verwendet. Die F; Baustei-
ne sind groftenteils bakterielle Untereinheiten aus Bacillus thermophilus. Sie bieten gegen-
iiber den F; Untereinheiten aus Chloroplasten verschiedene Vorteile: 1.) sie zeigen eine hdhe-
re Stabilitdt; 2.) fiir die isolierten Untereinheiten wurde die Assemblierung unter geeigneten
Bedingungen zu einer funktionsfdhigen F;-ATPase gezeigt (Yosida et al. 1975); 3.) es existie-
ren Klone fiir die einzelnen Untereinheiten (Matsui et al. 1995; Kato-Yamada et al. 1997;
Hisabori et al. 1997; Hara et al. 2001) und etablierte Expressionssysteme (Hisabori et al.
1997; Amano et al. 1994).

Aus den geplanten Rekonstitutionen mit F;-freien Thylakoiden werden chimédre FoF; Kom-
plexe resultieren. Es wurde vielfach gezeigt, dass trotz der bemerkenswerten Unterschiede auf
der Ebene der primdren Proteinstruktur chimdre ATP-Synthasen vollstindig funktionsfihig
sind. Die durchgefiihrten Rekonstitutionsexperimente sollen daher weitere Informationen tiber
die Austauschbarkeit von Untereinheiten zwischen dem bakteriellen und plastiddren FoF,;
Komplex liefern.

Durch schrittweises Vorgehen beginnend mit der Bindung einzelner Untereinheiten an die F;-
freien Thylakoidmembranen, der Bildung der einzelnen Stiele und des gesamten Grenzberei-

ches sollte schlieBlich der vollstindige Komplex rekonstituiert werden.

19



Material und Methoden

2.0 Material und Methoden

21 Biochemische Methoden
2.1.0 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Isolation von Thylakoiden aus Spinat

y

CF; Ablosung durch Inkubation mit NaSCN

y

Rekonstitution — Inkubation der F;Untereinheiten mit den CF;- freien Thylakoidmembranen

'

Solubilisation des rekonstituierten Komplexes und Ultrazentrifugation

'

Féllung des Proteins mit Ammoniumsulfat

’

Saccharosedichtegradientenzentrifugation

v

Analyse der einzelnen Fraktionen des Gradientens mit SDS — PAGE und Western Blot

2.1.1 Isolation von Thylakoiden und Chlorophyllbestimmung

Isolationsmedium I 300 mM Saccharose
10 mM Tricin/Cl, pH 8
1 mM MgCl,
50 mM NaCl
in H,O bidest.
Isolationsmedium II 10 mM Tricin/Cl, pH 8
1 mM MgCl,
50 mM NaCl
in H,O bidest.

Thylakoide wurden aus Spinatblittern (Spinacia oleracea) der Sorte Polka isoliert. Das Alter
der verwendeten Pflanzen betrug etwa 8 Wochen.

Frisch geerntete Spinatblitter (20 g) wurden gewaschen und von der Mittelrippe befreit. Der
Aufschluf3 der Blétter erfolgte durch Homogenisieren mit 100 ml Isolationsmedium I in einem

Waring Blendor. Das Homogenisat wurde durch eine Nylongaze (20 uM Porendurchmesser)
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filtriert und bei 5000 g, 5 Minuten lang zentrifugiert. Das Sediment wurde in 50 ml Medium I
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde mit dem Isolationsmedium
IT wiederholt. Nach der erneuten Zentrifugation (5000 g, 5 min) wurde das Sediment in 5 ml
Isolationsmedium II aufgenommen.

Der Chlorophyllgehalt wurde in 80% Aceton nach der Methode von Arnon (1949) ermittelt
und die Thylakoidsuspension mit Isolationmedium II auf 1 mg Chlorophyll/ml eingestellt.

Die gesamte Isolation ist in einem Kiihlraum bei 4°C mit vorgekiihlten Geréten und Losungen

durchgefiihrt worden.

2.1.2 Praparation der F¢-freien Thylakoidmembranen

Die Herstellung der F;-freien Thylakoiden erfolgte durch Inkubation mit Natriumrhodanid
(Fiedler et al. 1994). Dafiir wurden frisch isolierte Thylakoide (Chlorophyllkonzentration
Img/ml) 2 Minuten mit Natriumrhodanid (Endkonzentration 2 M) im Eisbad geriihrt. Zur
Trennung des Uberstandes von den Membranen wurde die Suspension zentrifugiert (12000 x
g , 5 Minuten , 4°C). Das Sediment wurde anschlieBend in 40 ml Isolationsmedium II resus-
pendiert und erneut zentrifugiert. Nach Wiederholung des Waschvorgangs sind die F;-freien
Thylakoide in 2—-3 ml Isolationsmedium II aufgenommen worden.

Die Chlorophyllkonzentration wurde nach der Methode von Arnon (1949) bestimmt.

2.1.3 Rekonstitutionsverfahren (nach Andreo et al.1982, modifiziert)

Inkubationsmedium 20 mM Tricin, pH 7,8
0,2mg/ml  BSA
in H,O bidest.
Medium I 0,4M Saccharose
0,02 M Tricin, pH 7,8
0,01 M NaCl
0,25 mg/ml BSA
in H,O bidest.
Medium II 0,4M Saccharose
0,02 M Tricin, pH 7,8
0,01 M NaCl
in H,O bidest.

Fiir die Rekonstitution chimédrer Teilkomplexe wurden die F;-freien Thylakoidmembranen
(Chlorophyllmenge 0,5 mg) und die zur Rekonstitution zugefiigten isolierten F; Untereinhei-

ten im Inkubationsmedium (~ 0,35 ml; Endvolumen des Rekonstitutionsansatzes betrug 0,5
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ml) im Dunkeln und bei Raumtemperatur 30 Minuten langsam geriihrt. Nicht gebundenes
Protein wurde durch Zentrifugation (10 min bei 10000 x g) von den Membranen getrennt.
Nach der Resuspension des Pellets in 1 ml Medium I wurde die Thylakoidsuspension erneut
zentrifugiert. Der Vorgang wurde mit Medium II wiederholt.

Die fiir die Rekonstitutionen verwendeten F; Untereinheiten aus Bacillus thermophilus wur-

den freundlicher Weise von Dr. T. Hisabori und Dr. Y. Kato-Yamada zur Verfligung gestellt.

2.1.4 Isolation der Teilkomplexe

Die Isolation der rekonstituierten chiméren Teilkomplexe erfolgte im Wesentlichen nach der

Methode von Pick und Racker (1979).

2.1.4.1 Solubilisation

Solubilisationsmedium 400 mM Saccharose
20 mM Tricin, pH 8,0
5mM MgCl,
400 mM (NH4)2SO4
10 g/l Natriumcholat (w/v)
60 mM Octylglucosid
in H,O bidest.

Der Thylakoidsuspension wurde unter stindigem Riihren in einem Volumenverhéltnis von 1:1
das Solubilisationsmedium zugesetzt. Das Gemisch wurde 15 min bei 4°C im Dunkeln lang-
sam geriihrt. AnschlieBend wurden die solubilisierten Proteine durch Ultrazentrifugation
(208000 x g; 1h; 4°C) von den Membranbestandteilen getrennt. Nach der Zentrifugation wur-
de das Volumen des Uberstandes bestimmt und auf Eis fiir die Ammoniumsulfat-Fillung auf-

bewabhrt.

2.1.4.2 Fallung der Proteine mit Ammoniumsulfat

Lagermedium 200 mM Saccharose
20 mM Tricin, pH 8,0
5 mM MgCl,
in H,O bidest.

Die Fillung der Proteine erfolgte bei 4°C unter langsamen Riihren durch tropfenweise Zugabe
gesittigter Ammoniumsulfat-Losung (pH 7,0) bis zu einer Ammoniumsulfat-Konzentration

von 45 %. Danach wurde die Suspension weitere 20 Minuten geriihrt und anschlieBend bei
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10000 x g 15 Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde im Lagermedium (200ul) resuspen-

diert und direkt fiir die Zentrifugation im Saccharosegradienten verwendet .

2.1.4.3 Saccharosegradient

Gradientenmedium 60 mM Tris/Succinat, pH 6,8
(2x) 1 mM EDTA
4 g/l Triton
in H,O bidest.

Der Gradient beinhaltete folgende Saccharose—Konzentrationsstufen (w/v): 40 %; 30 %;
24,25 %; 18,50 %; 12,75 %. Die Stufen des Gradienten wurden durch Verdiinnung der 40%
Saccharoselosung (in 1x Gradientenmedium) mit dem 1x Gradientenmedium hergestellt. Das
Volumen jeder Gradientenstufe betrug 900ul. Der Gradient wurde durch Uberschichten der
einzelnen Stufen mit absteigender Saccharosekonzentration erstellt.

Die im Lagermedium resuspendierte Proteinlosung wurde mit dem 1x Lagermedium so ver-
diinnt, dass sie beim Auftragen nicht einsank sondern auf der Oberflache verblieb. Anschlie-
end wurde der Gradient bei 4°C und 125 000 x g 16 Stunden lang zentrifugiert. Die Fraktio-
nierung des Gradienten wurde mit Hilfe einer Hohlnadel durchgefiihrt. Zur gelelektrophoreti-

schen Auftrennung wurden die einzelnen Fraktionen im Anschlu8 mit Probenpuffer versetzt.

2.2 Methoden zur ldentifizierung der Komplexe
2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die Auftrennung der
Proteine und Proteinkomplexe entsprechend ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Die

verwendeten Gele bestanden aus einem 15% Trenngel und einem 5 % Sammelgel.

Acrylamidlosung 30 % Acrylamid (w/v)
(Rotiphorese Gel 30, Roth) 0,8 % Bisacrylamid (w/v)
in H,O bidest.
APS 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v)
Sammelgelpuffer 0,5M Tris/Cl, pH 6,8
0,4 % SDS (w/v)

in H,O bidest.
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Trenngelpuffer 1,5M Tris/Cl, pH 8,9
0,4 % SDS (w/v)
in H,O bidest.
Elektrodenpuffer 0,5 % SDS (w/v)
(5%) 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
in H,O bidest.
Probenpuffer 10 % SDS (w/v)
(5%) 25% Glycerin (w/v)
0,025 % Bromophenolblau (w/v)
25% Mercaptoethanol (w/v)
250 mM Tris/Cl, pH 8
in H,O bidest.

Zusammensetzung der Gele:

15 % Trenngel 5 % Sammelgel
Trenn-/Sammelgelpuffer (ml) 37 6
Acrylamidldsung (ml) 40 5
H,O bidest. (ml) 7,7 18
TEMED (ml) 0,04 0,03
APS (ml) 0,25 0,2

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Aliquots der Gradientenfraktionen mit dem Pro-
benpuffer versetzt und bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert. Die Laufzeit der Gele betrug bei
200 V und 30 mA mindestens 12 Stunden.

2.2.2 Silberfarbung von Proteinen

Fixierlosung 30 % Ethanol (w/v)
(1h) 10 % Essigsdure (w/v)
in HzO
Inkubator 30 % Ethanol (w/v)
(1h) 0,5 % Natriumacetat (w/v)
0,2 % Na,S,03 (w/v)
0,5 % Glutaraldehyd (w/v)
in H,O bidest.
Férberlosung 0,1 % AgNO;3 (W/v)
(30 min) 0,01 % Formaldehyd (w/v)
in H,O bidest.
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Waissern H,O bidest.
Entwickler 2,5% Natriumcarbonat (w/v)
0,01 % Formaldehyd (w/v)
in H,O bidest.
Stopp-Losung 50 mM EDTA
in H,O bidest.

Zur Farbung der Proteine im SDS-Gel wurde wegen ihrer hohen Empfindlichkeit die Farbe-
methode mit Silbernitrat (Heukeshoven und Dernick 1988) ausgewihlt. Die Nachweisgrenze
liegt bei 0,1 ng Protein pro Bande.

Jedes Gel wurde direkt nach dem Beenden der Elektrophorese fiir eine Stunde mit einer Fi-
xierlosung inkubiert. Nach dem Entfernen des Fixierers wurde das Gel ebenfalls eine Stunde
in einer Inkubationslésung geschwenkt. Die Inkubation mit dem Silbernitrat (Farberlosung)
erfolgte nach dreifachem Wissern jeweils 10 Minuten. Die Entwicklung des Gels dauerte je
nach aufgetragener Proteinmenge 5 bis 10 Minuten und wurde nach dem Verwerfen des Ent-

wicklers mit Stopp—Ldsung beendet.

2.2.3 Quantitative Bestimmung von Proteinbanden nach Tal et al. (1985)

Farberlosung 0,05 % Coomassie Brillant Blue R-250
(1% ethanolische Stammlésung )
14 % Trichloressigsdure
in H,O bidest.
Entféarber 7% Essigsdure
5% Ethanol
in H,O bidest.

Zur quantitativen Bestimmung der Untereinheit & wurde die Coomassie-Proteinfarbung ver-
wendet. Diese Methode ermdglicht einen quantitativen Vergleich der Banden von Proteinen
dhnlicher Basizitit. Die Farbungsintensitit der Proteine mit Coomassie Brillant Blue R—250
ist proportional zur Anzahl positiver Ladungen eines Proteins (1,5 bis 3 Farbstoffmolekii-
le/Ladung) (Tal et al. 1985).

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das Gel 18 h mit einem fest-
gelegten Volumen (4 ml pro cm® des Gels) an Coomassie—Firberlosung inkubiert.

Nach dem Entfarben (Entfarber-Losung) bis zur vollstindigen Entfarbung des Hintergrundes
(6-8 Std.) wurden die blau gefarbten Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Jede der ausge-

schnittenen Banden wurde anschlieend in einem Eppendorf-Gefill mit DMSO (1ml) 18
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Stunden bei 37°C bis zum vollstindigen Entfarben der Gelstiickes inkubiert. Ebenso wurden
die Proben des Gelhintergrundes wie auch des & Standards untersucht. Die spektrophotometri-
sche Bestimmung der Konzentration des im Detergens aufgelosten Farbstoffes erfolgte bei
595 nm. Die Absorption des Hintergrundes wurde von den Werten fiir die einzelnen 6 Banden
entsprechend abgezogen. Die Proteinkonzentration in den einzelnen Banden wurde anhand

der bekannten Menge (4 bzw. 9 pg) des im Gel mit aufgetrennten & Standards ermittelt.

2.2.4 Western Blot

Kathodenpuffer 40 mM Aminocapronséure
20 mM Tris/Cl, pH 9
20 % Methanol (w/v)
in H,O bidest.
Anodenpuffer 75 mM Tris/Cl, pH 7,4
20 % Methanol (w/v)
in H,O bidest.
Ponceau S-Ldsung 0,2 % Ponceau S (w/v)
3% TCA (w/v)
in H,O bidest.

Die in einem SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden zuerst entweder auf eine PVDF Mem-
bran (Milipore, Eschborn, Deutschland) oder auf eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher &
Schuell, Typ Protan 0,1 — 0,45um) iibertragen. Die PVDF Membranen wurden bevorzugt flir
die hydrophoben Proteine (Untereinheiten des Fo Komplexes) verwendet.

Das Gel wurde mit der Membran in einem Semi-dry-Sandwich-Aufbau zwischen je drei La-
gen Blotting Papier (Schleicher & Schuell, Dassel) und der Membran plaziert. Die Reihenfol-
ge beim Aufbau des Blottes beginnend von der Anode war wie folgt: drei Lagen im Anoden-
puffer getridnktes Blotting Papier, die Membran, das Gel, drei Lagen im Kathodenpuffer ge-
trinktes Blotting Papier. Die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte
innerhalb von eine Stunde bei eine Stromstirke von 0,8 mA/cm” in einer Semi-dry-Blot Ap-
paratur (Multiphor II, Pharmacia, Freiburg, Deutschland). Die Effektivitit des Proteintransfers
wurde durch kurze Inkubation der Membran mit Ponceau S-Losung liberpriift. Die Protein-
banden farben sich dabei rotlich. Das Féarbemittel wurde im Anschlu8 mit bidestilliertem

Wasser ausgewaschen.
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Blockldsung 5% Kasein
in TBS—Puffer
TBS—Puffer 50 mM Tris/Cl, pH 7
0,9 % NaCl
in H,O bidest.
TBS-T—Puffer 50 mM Tris/Cl, pH 7
0,9 % NaCl
0,05 % Tween 20
in H,O bidest.
Verdiinnungspuffer fiir den Primérantikorper
1% BSA
2% NaN3

in TBS - Puffer

Sekundérantikdrper Peroxidase konjugierter polyklonaler Antikdrper aus Ziegen
gegen Kaninchen — IgG (Sigma, Taufkirchen, Deutschland),
Verdiinnung 1 : 15000.

Um eine unspezifische Bindung des Primérantikorpers zu vermeiden, wurde die Membran mit
einer Kasein-Losung inkubiert. Die Inkubation mit der Kasein-haltigen Blocklosung erfolgte
entweder 30 Minuten bei 37°C oder 12 Stunden bei 4°C. Danach wurde die Membran dreimal
fiir 10 Minuten mit dem TBS-T-Puffer gewaschen.

Die Inkubationszeit mit dem Primérantikorper betrug eine Stunde. Der Verdiinnungsfaktor
hing von dem verwendeten Antikorper ab und lag zwischen 1000 und 5000. Nach einer drei-
maligen Waschung mit TBS—T-Puffer wurde die Membran mit dem Sekundirantikérper fiir
eine Stunde inkubiert. Zur Entfernung von iiberschiissigem sekundiren Antikorper folgte ein
erneuertes Waschen mit dem TBS-T-Puffer.

Die Detektion der markierten Proteine wurde mit Hilfe des BM Chemilumineszenz Blotting
Substrats (Boehringer, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur
Detektion der Chemilumineszenz wurde ein Kodak X-OMAT Film fiir 1 bis 15 min expo-
niert, anschlieBend fiir 1 min entwickelt (Agfa G150 Entwickler) und nach kurzem Wissern 1
min fixiert (AGFA G334 Rontgen Schnellfixierbad).

Der Antikorper gegen den F; Komplex aus Bacillus thermophilus wurde freundlicherweise

von Dr. Kato-Yamada zu Verfiigung gestellt.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Nahrmedien fiir die Anzucht der E. coli Zellen

LB (Luria Bertani) Medium 1 % Pepton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v)
0,5 % NaCl (mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt) (w/v)
in HQO
2YT — Vollmedium 1,6 % Pepton (w/v)
(Sambrock 1989) 1 % Hefeextrakt (w/v)
0,5 % NaCl (w/v)
in H20

Zur Kultivierung der Bakterien auf Platten wurde das LB Medium mit 1,5 % (w/v) Agar ver-
setzt.

Alle Medien wurden vor dem Benutzen 20 Minuten bei 121°C autoklaviert und alle weiteren
Zusitze wie Antibiotika steril filtriert (Rotrand Filter, 0,2 um, Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland). Da die Plasmide eine Ampicillinresistenz trugen, wurde nach dem Autoklavie-
ren den Medien Ampicillin (100pg/ml) zugesetzt.

Fiir die Anzucht der fliissigen Kulturen wurden die Bakterien nach dem Animpfen aus einer
Kolonie 12 bis 18 Stunden bei 37°C geschiittelt (200 Upm).

Die Kulturen auf den Agar—Platten wurden mindestens 12 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.3.2 Herstellung der kompetenten Zellen

RF 1 100 mM Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid
30 mM Kaliumacetat, pH 8,3
10 mM Kalziumchlorid
in H,O bidest.
RF II 10 mM Rubidiumchlorid
10 mM MOPS (pH 6,8)
30 mM Kalziumchlorid
15 % Glycerin (W/v)
in H,O bidest.

Die kompetenten Zellen wurden durch Inkubation mit Rubidiumchlorid (Hanehau, 1983) ge-
wonnen. Dafiir wurden 100 ml LB Medium mit einem Milliliter {iber Nacht gewachsener
Bakterienkultur angeimpft. Die Bakterien wuchsen bei 37°C bis zum Erreichen einer opti-

schen Dichte von 0,5. Nach 15 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 4°C und
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2000 x g pelletiert. Das Pellet wurde in RF I Medium (1/3 des Ausgangsvolumens) aufge-
nommen und eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (2000 x g, 4°C, 15 min)
wurde das Pellet in 1/12 des Ausgangsvolumens von RT II Medium vorsichtig resuspendiert.
Nach 15 Minuten Inkubation auf Eis wurden je 200ul Aliquots im fliissigem Stickstoff einge-
froren und bei — 70°C aufbewahrt.

2.3.3 Transformation der Zellen

Die Transformation wurde mit der Hitzeschock—Methode durchgefiihrt. Die Rubidiumchlo-
rid—kompetenten Zellen (30 pl) wurden mit dem Plasmid (0,5 — 1pg DNA) zuerst 30 Minuten
auf Eis und direkt danach 90 Sekunden bei 42°C inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wur-
den 200 bis 700 pul LB Medium zugefiigt und die ganze Suspension bei 37°C und 700 Upm 30
bis 90 Minuten geschiittelt. Zur Selektion der transformierten Zellen wurde die Suspension

auf einer Agar—Platte ausgestrichen und 10 bis 16 Stunden lang bei 37°C inkubiert.

2.3.4 lIsolation der Plasmid DNA

Fiir die Praparation von der Plasmid DNA wurde das QIAprep-Miniprep Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet, das nach dem Prinzip einer Anionenaustauschchromatographie
funktioniert. Die Isolation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die gewon-

nene DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.3.5 Heterologe Uberexpression der plastidiren y Untereinheit

Das fiir die Expression der y Untereinheit verwendete Plasmid phCG2 (atpC Gen aus Spinat,
kloniert in einen pET — 23d Expressionsvektor; Hisabori et al. 1997) wurde freundlicherweise
von Dr. T. Hisabori und Dr. Y. Kato zur Verfiigung gestellt.

Die Uberexpression wurde in dem BL21 Stamm des E. coli Bakteriums durchgefiihrt. Nach
vorheriger Selektion auf einer Ampicillin-haltigen Agar—Platte wurde eine 3 ml Kultur mit
transformierten Zellen angeimpft und bei 37°C fiir 12 h inkubiert. Im Anschlufl wurde 1 ml
fiir das Animpfen einer 500 ml Kultur verwendet. Nach Erreichen einer optischen Dichte von
0,5 wurde die Produktion des zu exprimierenden Proteines mit 1 mM Isopropylthio-B—D—-Ga-
lactoside (IPTG) induziert. Die Inkubationsbedingungen blieben dabei die gleichen wie fiir
die 3 ml Kultur. Nach zwei Stunden wurden die Zellen bei 8000 Upm und 4°C sedimentiert,
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in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 70°C aufbewahrt oder direkt fiir die Isolation der

proteinhaltigen Inclusion Bodies verwendet.

2.3.6 Isolation der Inclusion Bodies

Verdiinnungspuffer 30 mM Tris/SO4, pH 7,5
30 mM NaCl
in HO bidest. (sterilisiert)
Wasch—Puffer 30 mM Tris/SO4, pH 8
30 mM NaCl
1M Saccharose

in H,O bidest. (sterilisiert)

Die Préparation wurde nach der von Amano et al. (1994) beschriebenen Methode durchge-
filhrt. Die die Inclusion Bodies enthaltenden Zellen wurden mit dem Verdiinnungspuffer bis
auf 0,3 g/ml verdiinnt und in einem Branson Sonifer Typ 250 mit einer Mikrospitze fiir 10
min auf Stufe 2 im 50 % Modus in einem Wasserbad sonifiziert. Zur Trennung anderer Zell-
bestandteile von den Inclusion Bodies wurde die Suspension 10 min bei 8000 x g, zentrifu-
giert. Die im Sediment befindlichen Inclusion Bodies wurden mehrmals mit dem Puffer ge-
waschen und unter gleichen Bedingungen sedimentiert. AnschlieBend wurden sie im fliissi-

gem Stickstoff eingefroren und bei — 70°C aufbewahrt.

2.3.7 lIsolation der Proteine aus Inclusion Bodies

Harnstoft-Puffer 8M Harnstoff
50 mM Tris, pH 8
20 mM EDTA
1 mM DTT
in H,O bidest.

Die Isolation der Proteine aus den Inclusion Bodies erfolgte nach dem Protokoll von Dr.
Hisabori (personliche Mitteilung). 20 pl der Inclusion Bodies — Suspension wurde auf Eis
aufgetaut und in 200 pl Harnstoff-Puffer aufgelost. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei
15000 x g fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde abgenommen und nach dem Versetzen mit
200 pl gesittigter Ammoniumsulfat-Losung (pH 7) fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
einer Sedimentation der ausgefallenen Proteine (15000 x g, 5 min) wurden diese in 200 pl
Harnstoff-Puffer aufgeldst und fiir drei Stunden gegen 50 mM Natriumhydrogencarbonat bei

Raumtemperatur dialysiert (Slectra/Por, molecularporus Membrane).
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Unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt. Das im Uberstand befindliche
Protein wurde aufkonzentriert (Eppendorf, Centrifugal Filter Tubes; 1000 Da), anschlieend
die Proteinkonzentration mit dem BioRad Protein Assay (BioRad, Miinchen, Deutschland)

nach Angaben des Herstellers bestimmt.
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3.0 Ergebnisteil

3.1 Rekonstitutionsverfahren und Isolation der Teilkomplexe

3.1.1 Rekonstitution

Die Rekonstitutionsexperimente wurden mit Thylakoidpraparationen durchgefiihrt, die Fy aber
durch die Vorbehandlung keinen F; enthielten. CF;-freie Thylakoide und F; Untereinheiten
(bzw. Untereinheiten—Kombinationen) wurden mit geeigneten Rekonstitutionsmedien zu-
sammengebracht (Andreo et al. 1982) und danach die {iberschiissigen 16slichen F; Unterein-
heiten durch Zentrifugation und Waschen entfernt. Das CF(F; Untereinheitenaggregat wurde
durch Detergenzien in Losung gebracht und durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert
(Kap. 2.1.4.3).

Die Ultrazentrifugation im Saccharosegradienten stellt ein gingiges Verfahren zur Trennung
von Proteinen und Proteinkomplexen dar. Die Separation erfolgt nach den Molekulargewich-
ten. Wahrend einer entsprechend langen Zentrifugation bis zum Gleichgewicht wandert jedes
Protein im Gradienten bis zum Erreichen der Saccharosekonzentrationsstufe, die ihrer eigenen
Dichte entspricht und verbleibt dort (Stryer, Biochemie). Dieses Verfahren wurde fiir die Be-
arbeitung der rekonstituierten, heterologen Teilkomplexe ausgewdhlt, weil es eine relativ
schonende Trennungsmethode darstellt. Wahrend der Ultrazentrifugation bleiben die Wech-
selwirkungen zwischen den Bindungspartnern verhiltnismaBig unbeeinfluflt. AuBerdem er-
fiillt das Verfahren noch ein weiteres, wichtiges Kriterium. Die Zentrifugation im Saccharo-
segradienten ermdglicht nicht nur die Reinigung der rekonstituierten Teilkomplexe von ande-
ren Thylakoidmembranenproteinen, sondern erlaubt auch die Trennung der Teilkomplexe von
den einzelnen, nachtraglich abgeldsten Komponenten. Aufgrund der unterschiedlichen Mole-
kulargewichte und dem damit verbundenen gednderten Wanderungsverhalten im Gradienten
lassen sich diese wiahrend der Zentrifugation voneinander separieren.

Die Isolation der CF;-freien Thylakoidmembranen erfolgte durch eine Inkubation der Thyla-
koide mit Natriumrhodanid (Fiedler et al. 1994). Das CF; Ablosungsverfahren basiert auf der
chaotropen Eigenschaft des Rhodanid-lons (Hafeti et al. 1974). Chaotrope Ionen zeichnet eine
stark delokalisierte Ladung aus, die eine storende Wirkung auf die geordnete Struktur von
Wasser hat. Da die Wasserstruktur eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung von Protein-
komplexen spielt (Auswirkung auf hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbin-

dungen, elektrostatische und Coulomb-Wechselwirkungen), konnen sie auf diese Weise indi-
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rekt auf die Proteinkomplexe wirken. Die chaotropen Ionen werden wirksam zur Trennung
von Untereinheiten aus Proteinkomplexen und zum Ldsen von membranassoziierten Protei-
nen verwendet.

Als weitere Bausteine fiir die Untersuchungen wurden einzelne Fi-Untereinheiten bzw. Kom-
plexe der bakteriellen ATPase aus Bacillus thermophilus (PS 3) verwendet. In einigen Expe-
rimenten wurde auch die y Untereinheit aus dem F; der Chloroplasten ATP-Synthase von
Spinacia oleracea verwendet. Die verwendeten F; Untereinheiten der TF,TF,-ATPase aus
Bacillus thermophilus sowie die plastidire y Untereinheit wurden iiber eine heterologe
Uberexpression gewonnen. (Kap. 2.3.5). Als Beispiel wurde in der Abbildung 3.1.1.1. (Spu-
ren 2 und 3) die mit Hilfe dieses Verfahrens erhaltene y Untereinheit des plastiddren F; darge-
stellt. Die Bezeichnung TF,; wird weiterhin im Text als Abkiirzung fiir die Untereinheiten des

thermophilen F; verwendet.

- = == < CFy

Abb. 3.1.1.1.:. Durch heterologe Uberexpression gewonnene plastidire y Untereinheit. 15 %iges silberge-
farbtes SDS — Gel (Spur 2, 3 ~ 3 pg Protein); Spur 1 - CF,-y Standard (7 pg).

Die Proteinzusammensetzung der einzelnen Fraktionen wird durch SDS-PAGE analysiert.
Abbildung 3.1.1.2. zeigt das Proteinmuster solubilisierter Thylakoide vor (Spur 3) und nach
CF; Ablosung durch NaSCN (Spur 4) nach Trennung im Dichtegradienten. Der Unterschied
im Proteinmuster in beiden Fraktionen bezieht sich auf die Untereinheiten des F; Komplexes,
die anhand des CF; Standardes (Spur 2) in der Spur 3, aber nicht in der Spur 4 zu erkennen
sind. Die Untereinheiten des Fy lassen sich dagegen durch Vergleich mit dem CF,;CF, Stan-
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dard (Spur 1) in beiden Fraktionen identifizieren. Die den CF,CF, Komplex beinhaltende
Fraktion (Spur 3) stammt aus dem Gradientenbereich mit 30 % Saccharose. Dagegen stammt

die den CFy, Komplex enthaltende Fraktion (Spur 4) aus dem Bereich mit 24 % Saccharose.

- ToR

A= HE{}}

Abb. 3.1.1.2.: Proteinmuster solubilisierter Thylakoide vor und nach der Behandlung mit NaSCN in ein-
zelnen Fraktionen des Saccharosegradienten. 15 %iges silbergefarbtes SDS—Gel. Spur 1 - CF,CF, Komplex
aus Spinat (7ug); Spur 2 - CF; Komplex aus Spinat (5pg); Spur 3 und 4 - Fraktionen des Saccharosegradienten
(40 pl): Thylakoidmembranproteine, die ohne (Spur 3) und nach (Spur 4) Inkubation mit NaSCN solubilisiert
wurden.

3.1.2 Optimierung der Mg?* Konzentration fiir die Rekonstitutionen

Nach Telfer et al. (1980) wirken Mg*"-Ionen stabilisierend auf den gesamten Komplex der
ATP-Synthase. Sie verhindern die elektrostatische AbstoBung zwischen der negativ geladenen
Membranoberflache und dem ebenfalls negativ geladenen F;. Die Rekonstitution von F;- frei-
en Thylakoiden mit F; erfordert daher die Gegenwart von Mg2+.

Die optimale Konzentration an Mg2+-lonen ist in verschiedenen Versuchsreihen experimentell
bestimmt worden. Abbildung 3.1.2.1. zeigt einen Ausschnitt einer Versuchsreihe mit ver-
schiedenen MgCl, Konzentrationen vom in den Rekonstitutionsansdtzen mit isolierten € Un-
tereinheit und dem o333y Komplex aus Bacillus thermophilus. Die dargestellten Gelfragmente

zeigen die Bindung gleicher Mengen der bakteriellen o3B3y Einheit und der € Untereinheit an
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die F-freien Thylakoidmembranen bei MgCl,-Konzentration von 5, 10 bzw. 30 mM (Spuren
4, 5, 6: analoge Fraktionen dreier Saccharosegradienten). Der Vergleich mit den aufgetrage-
nen Standardproteinen (Spuren 1, 2, 3) und dem Kontrollansatz (Spur 7) der Rekonstitution
(Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigten F; Untereinheiten) ermdglicht eine eindeutige Identi-
fizierung der Bindungspartner und somit des rekonstituierten CFy-o333ye Teilkomplexes. Der
EinfluB3 der verschiedenen Mg2+-Konzentrationen bei den an den CF, gebundenen TF; Protei-
nen, osPsy und ¢, ist erkennbar. Eine die Rekonstitution beeintrichtigende Wirkung zeigte
sich bei einer niedrigen wie auch zu hohen Mg”"-Konzentrationen (Spuren 4, 6). Eine opti-
male Bindung wurde in dem Konzentrationsbereich von 10 mM von MgCl, beobachtet. Alle
weiteren vorgestellten Rekonstitutionsexperimente sind mit einer Mg”'-Konzentration von 10

mM durchgefiihrt worden.

I 23 4 5 6 7

Abb. 3.1.2.1.: Bindung des bakteriellen o;p;y Komplexes und der &€ Untereinheit an die F-freien Thyla-
koidmembranen bei 5, 10 und 30 mM Konzentration von MgCl,.
15 %iges silbergefirbtes SDS — Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (8 pg); Spur 2 — TF-a;3B5y (1 pg);
Spur 3 — TF;-¢ (0,5 pg); Spur 4 bis 6 — Fraktionen aus jeweils einem Saccharosegradienten (40 pl), alle beinhal-
ten neben den Thylakoid-Membranproteinen den bei 5 mM (Spur 4), 10 mM (Spur 5) und 30 mM (Spur 6)
MgCl, rekonstituierten CFy-03B5ye Teilkomplex; Spur 7 — Gradientenfraktion (40 ul) des Kontrollansatzes (Re-
konstitutionsansatz ohne zugefiigte TF;—Untereinheiten).

Rekonstitutionsansitze (0,5 ml) - TF;-a3B5y: 0,9 mg (ca. 2,5 nmol), TF;-g: 0,055 mg (5 nmol), Chlorophyllmen-
ge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy).

<+ TFl-(X,3B3

<+ TFI-‘Y

< TF1-8
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3.1.3 Kriterien der Identifizierung des rekonstituierten Komplexes

Fiir alle Rekonstitutionsexperimente diente als Kriterium fiir das Vorhandensein eines Kom-
plexes die Gegenwart des CFy Komplexes mit der oder den verwendeten F; Untereinheiten in
ein und der selben Spur eines SDS—Gels, die jeweils einer Fraktion aus einem Saccharosegra-
dienten entsprechen.

Das Kriterium fiir die Existenz eines Komplexes beruht auf dem Prinzip der Trennung der

relativ kleinen Proteine von den relativ groBen Proteinkomplexen im Saccharosegradienten

wiéhrend einer Ultrazentrifugation. Freies und gebundenes Protein erscheinen demgemél in

g

T -

verschiedenen Fraktionen.

Abb. 3.1.3.1.: Isolierter CF,CF, Komplex aus Spinat-Thylakoiden (8 ng). 15 %iges silbergefarbtes SDS —
Gel.

Die Identifizierung der einzelnen Komponenten der rekonstituierten Teilkomplexe erfolgte
nach der elektrophoretischen Auftrennung durch Vergleich mit den Standardproteinen und
den Proteinen des Kontrollansatzes. Als Standardproteine wurden die im Rekonstitutionsan-
satz aktuell verwendeten F; Untereinheiten des bakteriellen bzw. plastiddren Enzyms und der
isolierte CF;CFo Komplex aus Spinat (Abb. 3.1.3.1.) verwendet.

Bei der Zentrifugation im Saccharosegradienten erscheinen Proteine, die im Gradienten ein

dhnliches Wanderungsprofil aufweisen, in der gleichen Fraktion.
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Abb. 3.1.3.2.A., B.: Isolierter CF, Komplex aus Spinat-Thylakoiden. Gelelektrophoretische Auftrennung (A)
und Western Blot-Analyse (B).

Abb. 3.1.3.2.A.: 15 %iges, silbergefarbtes SDS — Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (8 pg); Spur 2 -
Fraktion (40 ul) des Saccharosegradienten (aus dem Gradientenbereich mit ca. 24 % Saccharose): solubilisierte
Proteine der F;-freien Thylakoidmembranen mit dem CFy, Komplex.

Abb. 3.1.3.2.B.: Immunologischer Nachweis der Untereinheiten I, I und III aus dem CF, Komplex. Spur 1 —
CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — Fraktion (30 pul) des Saccharosegradienten mit solubilisierten Pro-
teinen der F, -freien Thylakoidmembranen; Spur 3 — CF; Komplex aus Spinat (5 pg).

Durch Gegenwart anderer Thylakoidmembranproteine war zum Teil eine genaue Identifizie-
rung der Proteine schwierig. Besonders viele Thylakoidmembranproteine traten in den Frak-
tionen auf, die dem Molekulargewicht zwischen 12 und 30 kDa entsprachen. Hierin befanden
sich auch die drei Untereinheiten des CFy, Komplexes: I (20,8 kDa), II (16,5 kDa) und IV
(26,4 kDa). Deren Bestimmung war im Gegensatz zu der aufgrund des niedrigeren Moleku-
largewichts immer gut erkennbaren Untereinheit III (Proteolipid 7,9 kDa) hiufig nicht mog-
lich. Zur eindeutigen Identifizierung der Bindungspartner (F; Untereinheiten und CF, Kom-
plex) wurde daher in den meisten Féllen zusétzlich eine Western Blot-Analyse mit entspre-
chenden Antikorpern durchgefiihrt. Abbildung 3.1.3.2. (A und B) zeigt das Ergebnis der Im-
munmarkierung der Proteine in den die Untereinheit III erhaltenden Fraktionen des Saccharo-
segradienten. Die Gegenwart der zwei weiteren Untereinheiten des CFy Komplexes, I und II,
konnte jedesmal nachgewiesen werden. Alle Untersuchungen weisen genau und ausschlief3-
lich auf das Vorkommen der Untereinheiten im CFy Komplex hin. Die Untereinheit III konnte

daher als ,,Marker* fiir den CF, Komplex herausgezogen werden.

37



Ergebnisteil

3.1.4 Bindungsspezifitat an die F4-freien Thylakoidmembranen

Um festzustellen, ob eventuell unspezifische Wechselwirkungen mit den F;-freien Thyla-
koidmembranen eine Rolle spielen sind Rekonstitutionsexperimente mit verschiedenen frem-
den Proteinen durchgefiihrt worden. Die fiir die Untersuchung ausgewdhlten Proteine waren
Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuklease A (13 kDa). Bei allen
Bindungsversuchen der oben genannten Proteine an die F;-freien Thylakoidmembranen wur-
den die gleichen experimentellen Bedingungen wie bei der Bindung der F; Untereinheiten
eingehalten, ebenso erfolgte die Solubilisation und die Ultrazentrifugation im Saccharosegra-

dienten wie bei den Rekonstitutionsversuchen.

1 23456 1 8 1 2 34 56 7 8
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b1 - & = E <4— Ovalbumin
| — - -
- _ |
- —— e — e — — —
- — . <4 Chymotrypsinogen A
- [ b — — <4 Ribonuklease A

I W —

Abb. 3.1.4.1.A., B.: Bindung von Ribonuklease A (Gel A), Chymotrypsinogen A und Ovalbumin (Gel B)
an die F-freien Thylakoidmembranen. 15 %ige, silbergefarbte SDS — Gele.

Abb. 3.1.4.1.A.: Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (7 pg); Spur 2 - Ribonuklease A (0,5 pug); Spuren 3 — 6 -
Fraktionen der Saccharosegradienten (40 pl): nach vorheriger Inkubation mit Ribonuklease A solubilisierte Pro-
teine der F;-freien Thylakoidmembranen; Spur 7 und 8 - Fraktionen (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstituti-
onsansatz ohne zugefiigte Ribonuklease A).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml)- Ribonuklease A: 0,07 mg; Chlorophyllmenge: 0,5 mg.

Abb. 3.1.4.1.B.: Spur 1 - CF,CF, Komplex aus Spinat (7 pg); Spur 2 - Chymotrypsinogen A (0,5 png); Spur 5 -
Ovalbumin (0,5pg); Spuren 3, 4 und 6, 7 - Fraktionen der Saccharosegradienten (40 pl): nach vorheriger Inku-
bation mit Chymotrypsinogen A (Spuren 3 und 4) bzw. Ovalbumin (Spur 6 und 7) solubilisierte Proteine der F,-
freien Thylakoidmembranen; Spur 8 - Fraktion (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zuge-
fligten Chymotrypsinogen bzw. Ovalbumin).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - Chymotrypsinogen A: 0,125 mg bzw. Ovalbumin: 0,215 mg; Chlorophyllmen-
ge: 0,5 mg.
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Die Abbildung 3.1.4.1. gibt das Resultat dieser Experimente wieder. Fiir alle drei Proteine
wurde ein negatives Ergebnis erhalten. Keines der drei Proteine konnte in den den CF; ent-
haltenden Gradientenfraktionen identifiziert werden.

Im Weiteren wurde versucht an die F;-freien Thylakoidmembranen Untereinheiten der ATPa-

se zu binden, die keinen direkten Kontakt zu dem F, Komplex aufweisen. Diese Vorausset-

zung erflillen die beiden Untereinheiten o und B (Mellwig et al. 2003).

1

‘ |

Abb. 3.1.4.2.: Bindung der bakteriellen B Untereinheit aus Bacillus thermophilus an die F-freien Thyla-
koidmembranen.

15 %iges, silbergefarbtes SDS — Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat; Spur 2 - TF,-$ (0,8 ug); Spur 3, 4 —
Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl): nach vorheriger Inkubation mit der bakteriellen § Untereinheit
solubilisierte Proteine der Fi-freien Thylakoidmembranen; Spur 5 — Gradientenfraktion (40 ul) des Kontrollan-
satzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte 3 Untereinheit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - TF;-B: 0,4 mg (7,5 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CF).

Abbildung 3.1.4.2. demonstriert das Ergebnis eines Rekonstitutionsversuches mit der TF;-3
Untereinheit. In den Gradientenfraktionen die den Fyp-Komplex enthielten, konnte zwischen
den im Gel aufgetrennten Thylakoidmembranproteinen keine Bande gefunden werden, die als
die B Untereinheit bestimmt werden konnte. Eine Bildung eines CFy-f Komplexes konnte
somit erwartungsgemaif nicht beobachtet werden.

Der Rekonstitutionsansatz beinhaltete in einem Volumen von 0,5 ml CF;-Thylakoide (0,5 mg

Chlorophyll) ca. 0,5 nmol CF, (Strotmann et al. 1998) und 0,4 mg B Untereinheit, was bei
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einem Molekulargewicht von 53 kDa ca. 7,5 nmol entspricht. Die  Untereinheit war im An-

satz im 15-fachem UberschuB3 gegeniiber dem CF,.

3.2 Wechselwirkungen zwischen dem CFy Komplex und F4 Untereinheiten im
zentralen Stielbereich

Die in diesem Kapitel beschriebenen Rekonstitutionsexperimente charakterisieren die Inter-
aktionen zwischen dem plastiddren Fy Komplex und den vermutlichen Untereinheiten des

zentralen Stiels.

3.2.1 Bindung der TF¢-¢ Untereinheit an die Fi-freien Thylakoidmembranen

In einem Rekonstitutionsansatz wurden CF;-freie Thylakoidvesikel mit isolierter ¢ Unterein-
heit von Bacillus thermophilus inkubiert. In einem Volumen von 0,5 ml waren Thylakoide,
entsprechend 0,5 mg Chlorophyll, und 0,055mg & Untereinheit enthalten. 0,5 mg Chlorophyll
entsprechen ca. 0,5 nmol CF, (Strotmann et al. 1998), 0,055 mg ¢, das ein Molekulargewicht
von 11 kDa, ca. 5 nmol, d. h. die ¢ Untereinheit war im Rekonstitutionsansatz gegeniiber CF,
im 10-fachen UberschuB3 vorhanden.

Die Abbildung 3.2.1.1. zeigt das Ergebnis des Bindungsversuches. Die Spuren 3 - 5 auf dem
SDS-Gel sind aufeinander folgende Fraktionen des Saccharosegradienten; Fraktionen 4 und 5
beinhalten den CF,. Es zeigt sich deutlich, dass nach vorheriger Inkubation mit der ¢ Unter-
einheit dieses Protein in den CF, Fraktionen erscheint. Durch den Vergleich mit den Stan-
dardproteinen (Spur 1) und den Ausgangsproteinen fiir die Rekonstitution (Spuren 2 und 6)
lassen sich die Bindungspartner, die bakterielle € Untereinheit und die Untereinheiten des Fy
Komplexes, identifizieren, wobei € auch an Hand der rétlichen Farbung erkannt werden kann.
Die Abwesenheit der ¢ Bande in Spur 6 bestitigt die Richtigkeit der Identifizierung des &
Proteins und weist damit eindeutig auf einen aus der Rekonstitution resultierenden heterolo-
gen CFy-¢ Teilkomplex. Die in der Abbildung 3.2.1.1. gezeigten Fraktionen stammen aus dem
Gradientenbereich mit einer Saccharosekonzentration von ca. 24 %.

Um die Verteilung von freier und gebundener € Untereinheit im Gradienten zu untersuchen,
wurde zum Einen ein Gradient mit einem vollstdndigen Rekonstitutionsansatz und zum Ande-

ren ein Gradient nur mit der € Untereinheit alleine zentrifugiert.
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Abb. 3.2.1.1.: Bindung der bakteriellen ¢ Untereinheit aus Bacillus thermophilus an die F,-freien Thyla-
koidmembranen.

15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (7 pg); Spur 2 — TF;-¢ (0,5 pg); Spu-
ren 3 bis 5 — Fraktionen des Saccharosegradienten (jeweils 40 pl): solubilisierte Thylakoidmembranproteine mit
dem rekonstituierten CFy-¢ Teilkomplex; Spur 6 — Fraktion des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne
zugefligte € Untereinheit)

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy); TF;-¢: 0,055 mg (ca. 5 nmol).

Da die Verteilung eines Proteins innerhalb des Saccharosegradienten mit dem Molekularge-
wicht korreliert, wiirde im Vergleich zu der freien € Untereinheit eine spezifische Wechsel-
wirkung zwischen der € Untereinheit und dem CF, Komplex zu einer Verdnderung des Wan-
derungsverhaltens im Gradienten fiihren. Die Differenz im Molekulargewicht zwischen dem
CFy- ¢ Teilkomplex und der € Untereinheit betrdgt 140 kDa.

Der Unterschied im Laufverhalten der freien TF;-¢ Untereinheit im Gegensatz zu der im
Komplex mit dem CF, innerhalb des Saccharosegradienten ist auf den zwei dargestellten
SDS-Gelen (Abb. 3.2.1.2.A., B.), deutlich bemerkbar. Die gleichvolumige Fraktionierung
beider Gradienten (mit steigender Saccharosekonzentration von rechts nach links) ermoglicht
untereinander die Darstellung analoger Fraktionen der beiden Proben.

Die an den CF, Komplex gebundene € Untereinheit (Abb. 3.2.1.2.A.) blieb im oberen Bereich

der Gradientenstufe, welche ca. 24 % Saccharose enthilt. Die freie ¢ Untereinheit (Abb.
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3.2.1.2.B.) ist dagegen nur in den Fraktionen mit niedrigerer Saccharosekonzentration (ca. 12

%) vorhanden.
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Abb. 3.2.1.2.A., B.: Verteilung der an den plastidiren Fy, Komplex gebundenen (Gel A) bzw. freien (Gel B)
bakteriellen ¢ Untereinheit aus Bacillus thermophilus innerhalb des Saccharosegradienten. 15 %ige, silber-
gefarbte SDS-Gele.

Gel A: Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 - TF-¢ (0,3 pug); Gel B: Spur 1 - TF;-¢ (0,4 pg);
Gel A und B: Spuren 51 bis 76 - Gradientenfraktionen (jeweils 20 pl) mit aufsteigender Saccharosekonzentrati-
on von 12,75 % (nicht alle abgebildet), 18,5 % und 24,25 % (von rechts nach links). Fraktionsvolumen ca. 50 pl.
Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - Chlorophyllmenge: 0,5 mg; TF;-¢: 0,055 mg (ca. 5 nmol).

3.2.2 Bindung der N-terminalen Domane der ¢ Untereinheit an die F-freien
Thylakoidmembranen

An Hand der Literaturdaten wird vermutet, dass die N—terminale Doméne der € Untereinheit

fiir die Interaktion mit dem Fy Komplex zusténdig sein soll (Capaldi et al. 2000). Die weiteren
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Experimente hatten daher das Ziel zu tiberpriifen, ob die isolierte N—terminale Doméne der €
Untereinheit aus Bacillus thermophilus an den plastiddren Fy Komplex bindet.

Das Ergebnis ist in der Abbildung 3.2.2.1.A. gezeigt. Das iiberexprimierte N-terminale Frag-
ment beinhaltete die ersten 98 Aminosduren vom N-Terminus und hat ein Molekulargewicht
von 9,438 kDa (Kato-Yamada et al. 1999). Es wurde in ca. 15-fachem molaren Uberschu3 zu
CF,-freien Thylakoidvesikeln gegeben. Die Spuren 3 bis 5, die die Proteine des CF, beinhal-
ten, enthalten nach der Inkubation mit der N—terminalen Doméne der &€ Untereinheit zuséitz-

lich auch dieses Peptid (Abb. 3.2.2.1.A.).
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Abb. 3.2.2.1.A., B.: Bindung der N-terminalen Domiine der bakteriellen € Untereinheit aus Bacillus ther-
mophilus an die F,- freien Thylakoidmembranen. Gelelektrophoretische Auftrennung (A) und Western Blot-
Analyse (B).

Abb. 3.2.2.1.A.: 15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — TF;-
e-N-Terminus (0,5 pg); Spur 3 bis 5 — Fraktionen des Saccharosegradienten (jeweils 40 pl): solubilisierte Pro-
teine der F)-freien Thylakoidmembranen mit dem aus der Rekonstitution resultierenden CF-e-N-Terminus
Teilkomplex; Spur 6 und 7 — Fraktion (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte N-
terminale Doméne der € Untereinheit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - N-terminale Doméne der £ Untereinheit: 0,07 mg (ca. 7,4 nmol); Chlorophyll-
menge: 0,5mg (ca. 0,5 nmol CF).

Abb. 3.2.2.1.B.: Immunologischer Nachweis der N-terminalen Doméne der & Untereinheit mit dem anti-TF,
Antikorper. Spur 2 — N-Terminus der & Untereinheit (0,5 pg); Spur 4 und 5 — Fraktionen des Saccharosegra-
dienten (30 pl): solubilisierte Proteine der Fi-freien Thylakoidmembranen mit dem CFy-e-N-Terminus Teilkom-
plex; Spur 7 — Gradientenfraktion (30 pl) des Kontrollansatzes. Verdiinnung des Antikorpers: 1: 1000.
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Um einen Fehler bei der Identifizierung der N—terminalen Doméne der € Untereinheit auszu-
schlieBen, wurde zusétzlich eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt (Abb. 3.2.2.1.B.). Das
Resultat der Immunmarkierung der Proteine in den zwei Fraktionen des Saccharosegradienten
mit dem anti — TF1 AntikSrper (Spuren 4 und 5 auf der Abb. 3.2.2.1.B.) bestétigte das vorhe-
rige Ergebnis der Gelelektrophorese. Im Gegensatz zu der Kontrollfraktion (Abb. 3.2.2.1.B.
Spur 7) konnte die Gegenwart des N—terminalen Teils der € Untereinheit in beiden Fraktionen

des Gradienten nachgewiesen werden.

3.2.3 Rekonstitution des membrangebundenen CF, mit y und ye

Abbildung 3.2.3.1. und 3.2.3.2. demonstrieren Ergebnisse von Bindungsexperimenten mit
homologen und heterologen F;-Untereinheiten. Im ersten Fall (Abb. 3.2.3.1.) wurde die durch
eine Uberexpression gewonnene plastidire y Untereinheit an die Fi-freien Thylakoidmembra-
nen gebunden. Das Ziel des zweiten Experimentes war die Rekonstitution des mutmallichen

so genannten zentralen Stiels.
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Abb. 3.2.3.1.: Bindung der plastidiren y Untereinheit aus Spinat an die F;-freien Thylakoidmembranen.
15 %iges, silbergefirbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — plastidére y Unterein-
heit (1 pg); Spur 3 bis 5 — Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl): solubilisierte Thylakoidmembranenpro-
teine mit dem aus der Rekonstitution resultierenden CFy-y Teilkomplex; Spur 6 — Fraktion (40 pl) des Kontrol-
lansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte y Untereinheit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy); CF;-y: 0,16 mg (ca. 5 nmol).
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Hierzu wurde ein Bindungsversuch unter gleichzeitiger Zugabe der plastidéren y und bakteri-
ellen € Untereinheit (gewonnen durch heterologe Uberexpression) aus Bacillus thermophilus
an den in der Thylakoidmembran liegenden Fy Komplex durchgefiihrt (Abb. 3.2.3.2.). Wie in
den Abbildungen erkennbar ist, war die Rekonstitution in beiden Fillen erfolgreich. In den
entsprechenden Fraktionen des Saccharosegradienten lieen sich die solubilisierten Teilkom-

plexe CFy-y (Abbildung 3.2.3.1. Spur 3 - 5 ) und CFy-ye (Abbildung 3.2.3.2.A. Spuren 4 - 8)

erkennen.
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Abb. 3.2.3.2.A., B.: Bindung der plastidiren y Untereinheit aus Spinat und der bakteriellen € Untereinheit
aus Bacillus thermophilus an die Fi-freien Thylakoidmembranen. Gelelektrophoretische Auftrennung (A)
und Western Blot-Analyse (B)

Abb. 3.2.3.2.A.: 15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — TF;-
€ (0,5 pg); Spur 3 — CF1-y (1 pg); Spur 4 bis 8 - Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl): solubilisierte
Proteine der F-freien Thylakoidmembranen mit dem aus der Rekonstitution resultierenden CF,-ye Teilkomplex;
Spur 9 und 10 — Fraktion (40 pul) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte y und &€ Unterein-
heit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - CF;-y: 0,16 mg (ca.5 nmol); TF-&: 0,066 pg (ca. 6 nmol); Chlorophyllmenge:
0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy);

Abb. 3.2.3.2.B.: Immunologischer Nachweis der plastiddren y Untereinheit mit dem anti-CF -y Antikorper. Spur
1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (3 pg); Spur 3 — CF;-y (1 pg); Spuren 4 bis 7 - Fraktionen des Saccharosegra-
dienten (30 pl): Thylakoidmembranenproteine mit dem CFy-ye Teilkomplex. Spur 10 — Fraktion (30 pl) des
Kontrollansatzes. Verdiinnung des Antikorpers 1 : 5000.

In den Fraktionen (Abb. 3.2.3.2.A. Spuren 4 bis 8) in denen nach der Gelelektrophorese der

CFy- ve Teilkomplex identifiziert werden konnte, wurde ergéinzend die Gegenwart der plasti-
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déren y Untereinheit durch Immunmarkierung mit dem anti-y Antikorper getestet. Das Resul-
tat (Abb. 3.2.3.2.B. Banden 4 bis 7) deckt sich mit dem Ergebnis der Vergleichsanalyse. In

allen Fraktionen konnte die plastiddre y Untereinheit nachgewiesen werden.

3.2.4 Bindung des thermophilen o3B3y Komplexes in Abwesenheit und Gegen-
wart der ¢ Untereinheit

Die Abbildung 3.2.4.1.A. zeigt das Ergebnis eines Bindungsversuches der asBs;y Einheit an
die F;-freien Thylakoidmembranen. In der Abbildung 3.2.4.1.B. ist ein entsprechender Ver-

such in Gegenwart der bakteriellen ¢ Untereinheit dargestellt.
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Abb. 3.2.4.1.A., B.: Bindung des bakteriellen o;3;y Komplexes allein (Gel A) und in Gegenwart der bakte-
riellen € Untereinheit (Gel B) an F;-freie Thylakoidmembranen aus Spinat. 15 %ige, silbergeférbte SDS-
Gele.

Abb. 3.2.4.1.A.: Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 - o333y Komplex aus Bacillus thermophi-
lus (2 pg); Spur 3 bis 5 — Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl) aus dem Bindungsexperiment der bakteri-
ellen o3B3y Einheit an die F;-freien Thylakoidmembranen; Spur 6 — Fraktion (40 ul) des Kontrollansatzes (Re-
konstitutionsansatz ohne zugefiigten o335y Komplex).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - TF;-o3B3y: 0,9 mg (ca. 2,5 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol
CFy).

Abb. 3.2.4.1.B.: Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — TF;-¢ (0,5 pg); Spur 3 — TF;-a,;3B57 (2
ng); Spur 4 bis 6 - Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl), solubilisierte Proteine der Thylakoidmembranen
mit dem aus der Rekonstitution resultierenden CFj-a3B5y€ Teilkomplex; Spur 7 - Fraktion (40 ul) des Kontrol-
lansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigten o;3;y Komplex und € Untereinheit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - TF;-a;3B3y 0,9 mg (ca. 2,5 nmol); TF;-g 0,083 mg (ca.7,5 nmol); Chlorophyll-
menge 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CF).
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Der Vergleich beider Bilder (Abb. 3.2.3.2.A. Spuren 3, 4, 5 und in 3.2.3.2.B. Spuren 4, 5, 6)
zeigt, dass eine effiziente Bindung der bakteriellen o33y Einheit nur in der Gegenwart der €
Untereinheit stattgefunden hat. Die Spuren 4, 5 und 6 auf dem Gel B beinhalten den solubili-
sierten CFo-a3P3ye Teilkomplex. Auf dem Gel A (Spuren 3, 4 und 5) sind dagegen keine oder
nur sehr schwache Banden zu erkennen, die den Untereinheiten a, f und y zugeordnet werden
konnen. Auch bei Verdnderung der experimentellen Bedingungen (z.B. Inkubationszeit der
Bindungspartner im Rekonstitutionsmedium; Reihenfolge beim Zusammenpipettieren des
Rekonstitutionsansatzes; Linge und Geschwindigkeit der Zentrifugation nach der Rekonstitu-
tion; Zusammensetzung der Rekonstitution- und Waschmedien und dem Mengenverhiltnis
der Bindungspartnern - Daten nicht gezeigt) wurde kein positives Ergebnis erzielt.

Die Ergebnisse der Bindung des o33y Komplexes in Anwesenheit und Gegenwart der € Un-
tereinheit liefern zusammen einen eindeutigen Hinweis fiir eine unterstiitzende Rolle der ¢
Untereinheit bei der Bindung des bakteriellen o333y Komplexes an die F-freien Thylakoid-
membranen. Eine schwache Affinitit zwischen dem o33y Komplex und dem Fy Teil des pla-
stiddren Enzyms kann jedoch nicht génzlich ausgeschlossen werden.

Der Rekonstitutionsansatz beinhaltete in einem Volumen von 0,5 ml CF;-freie Thylakoidve-
sikel (ca. 0,5 nmol CFy), den asB3y Komplex (ca. 2,5 nmol) und die € Untereinheit (7,5 nmol).
Dementsprechend war der o35y Komplex in 5-fachem und die ¢ Untereinheit in 15-fachem

UberschuB gegeniiber dem CFy Komplex.

3.3 Wechselwirkungen im peripheren Stielbereich der ATP-Synthase

Die in diesem Kapitel beschriebenen Resultate aus den Bindungsexperimenten charakterisie-
ren die Interaktionen zwischen der & Untereinheit und dem Fy Komplex sowie zwischen der

Untereinheit und den Untereinheiten der katalytischen Region.

3.3.1 Bindung der bakteriellen § Untereinheit an F4-freie Thylakoidmembranen

Eine eventuelle Interaktion zwischen der & Untereinheit und dem plastiddren Fy Komplex
wurde durch die Bindung der bakteriellen 6 Untereinheit aus Bacillus thermophilus an F-
freien Thylakoidmembranen getestet. Der Rekonstitutionsansatz beinhaltete in einem Volu-

men von ca. 0,5 ml CF;-freie Thylakoidvesikel, 0,5 mg Chlorophyll entsprechend, und die
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isolierte & Untereinheit 0,08 mg. Die verwendete Chlorophyllmenge entspricht ca. 0,5 nmol
CF, (Strotmann et al. 1998), 0,08 mg J bei einem Molekulargewicht von 15,5 kDa ca. 5 nmol,
d.h. das Mengenverhéltnis im Ansatz zwischen dem CF,und der 6 Untereinheit betrug 1: 10.

Die Experimente lieferten einen eindeutigen Nachweis einer Wechselwirkung zwischen der 6
Untereinheit und dem CF, Komplex; der CFy-6 Teilkomplexes konnte im Saccharosegra-
dienten abgetrennt werden (Abb. 3.3.1.1.A., Spuren 3 und 4). Nach der Ultrazentrifugation

befand sich der CFy-0 Teilkomplex im Bereich des Gradienten mit ca. 24 % Saccharose.

A

12 34 5

TF-6 >

Abb. 3.3.1.1.A., B., C.: Bindung der bakteriellen 3 Untereinheit aus Bacillus thermophilus an die Fi-freien
Thylakoidmembranen. Gelelektrophoretische Auftrennung (A) und Western Blot-Analyse (B) und (C).

Abb. 3.3.1.1.A.: 15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 - CF,;CF,Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 - TF;-6
Untereinheit (0,5 ng); Spur 3, 4 - Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl): solubilisierte Proteine der Thyla-
koidmembran mit dem aus der Rekonstitution resultierenden CFy-6 Teilkomplex; Spur 5 — Fraktion (40 ul) des
Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte 6 Untereinheit).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - TF;-3: 0,08 mg (ca. 5 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy).
Abb. 3.3.1.1.B.: Immunologischer Nachweis der & Untereinheit mit dem anti-TF; Antikdrper.

Spur 2 — TF;-6 (0,3 pg); Spur 3, 4 — Fraktionen des Saccharosegradienten (30 pl): solubilisierte Proteine der
Thylakoidmembranen mit dem CFy-6 Teilkomplex; Spur 5 — Fraktion (30 pul) des Kontrollansatzes (Rekonstitu-
tionsansatz ohne zugefiigte 6 Untereinheit). Verdiinnung des Antikorpers 1 : 2000.

Abb. 3.3.1.1.C.: Immunologischer Nachweis der Untereinheiten I, III aus dem CFy, Komplex.

Spur 1 — CF,CF,; Komplex aus Spinat (2 pg); Spur 3 — Fraktion des Saccharosegradienten (30 pl) mit den solu-
bilisierten Proteinen der Thylakoidmembranen und dem CF,-6 Teilkomplex; Spur 5 — Fraktion (30 ul) des Kon-
trollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte 6 Untereinheit); Spur 6 — CF; Komplex aus Spinat-
Thylakoiden (2 pg). Verdiinnung des Antikorpers 1 : 1000.
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2 50-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76-80

1 2 50-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76-280

Abb. 3.3.1.2.A., B.: Aufteilung der ungebundenen (Gel A) und an den CF, Komplex gebundenen & Unter-
einheit (Gel B) innerhalb eines Saccharosegradienten. 15 %ige, silbergefirbte SDS-Gele.

Gel A und B: Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 - TF;- (0,5 pg); Spuren 50 bis 80 - Gra-
dientenfraktionen (jeweils 20 ul) mit aufsteigender Saccharosekonzentration von 12,75 % (nicht alle abgebildet),
18,5 % und 24,25 % (von rechts nach links). Fraktionsvolumen ca. 50 pl.

Die zusitzlich durchgefiihrte Western Blot-Analyse bestétigte das Resultat der Silberfarbung.

Die Immunmarkierung mit dem anti-& Antikdrper fithrte zu einem Nachweis der bakteriellen
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O Untereinheit in allen Fraktionen ausgenommen der Fraktion des Kontrollansatzes (Abb.
3.3.1.1.B. Spuren 3, 4). Auch die Untereinheiten I und III des plastidiren Fy Komplexes
konnten auf diese Weise mit dem anti — I, III Antikorper in der die & Untereinheit enthaltende
Fraktionen (Abb. 3.3.1.1.C. Spur 3) nachgewiesen werden.

Abbildung 3.3.1.2. zeigt in zwei SDS-Gelen die Verteilung von der freien (Abb. 3.3.1.2.A.)
und der gebundenen (Abb. 3.3.1.2.B.) d Untereinheit in den einzelnen Fraktionen des Saccha-
rosegradienten. Die freie 0 Untereinheit (Abb. 3.3.1.2.A.) blieb nach der Zentrifugation im
oberen Gradientenbereich d. h. bei niedriger Saccharosekonzentration (ca. 12 %). Die an dem
CFy Komplex gebundene 6 Untereinheit (Abb. 3.3.1.2.B.) wurde dagegen im unteren Bereich
des Gradienten gefunden, was einer Saccharosekonzentration von ca. 24 % entspricht. Dieser
Vergleich zeigt, dass es sich bei der Lokalisation von der & Untereinheit im Gradient nicht um
eine zufdllige sondern um eine durch spezifische Bindung an den CF, Komplex vermittelte

Verteilung handelt.

3.3.2 Affinitat der bakteriellen 5 Untereinheit zum plastidaren CFy, Komplex

Das Ma fiir die Bindungsaffinitit zweier Proteinmolekiile ist die Dissoziationskonstante Kg.
Nach dem die Interaktion zwischen der bakteriellen & Untereinheit und dem plastidaren Fy
Komplex nachgewiesen wurde, wurde im Weiteren die Dissoziationskonstante bestimmt.
Dazu wurden Bindungsexperimente mit konstanter Chlorophyllkonzentration (1 mg/ml) und
somit auch konstanter Konzentration des in den Membranen vorhandenen Fy Komplexes (1
uM) und fiinf verschiedenen Konzentrationen der & Untereinheit (5 uM, 10 uM, 15 uM, 20
uM, 25 uM, 35 uM) im Ansatz durchgefiihrt. Aus einer Serie von Rekonstitutionsexperi-
menten ergab sich in den einzelnen Ansidtzen eine durchschnittliche Konzentration des an die
F,-freien Thylakoidmembranen gebundenen & von 0,19 £ 0,09 uM (bei 5 uM 9), 0,43 uM =+
0,09 uM (bei 10 uM 5), 0,77uM £ 0,1 pM (bei 15 uM J), 1,02 uM + 0,08 pM (bei 20 uM 9),
1,01 uM £ 0,11 uM (bei 30 uM 6) und 1,01 uM (bei 35 uM 9).

Aus dem bekannten Mengenverhéltnis zwischen Chlorophyll und F; Komplex, das 1 nmol
CF; pro mg Chlorophyll (Strotmann et al. 1998) betrdgt, wurde die Konzentration des CF,
ermittelt.

Die Menge der gebundenen 6 Untereinheit wurde nach Farbung der Proteinbande im SDS-Gel
mit Coomassie Brillant Blue spektrophotometrisch bestimmt. Eine detaillierte Beschreibung

des verwendeten Verfahrens befindet sich im Methodenteil (Kap. 2.2.3).
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Abb. 3.3.2.1.: Graphische Darstellung der Wechselbeziehung zwischen der Menge der an die F1-freien
Thylakoidmembranen gebundenen und der im Rekonstitutionsansatz befindlichen bakteriellen & Unter-
einheit aus Bacillus thermophilus.

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.3.2.1. zusammengefallit. Die Grafik zeigt die Menge
der an die F;-freien Thylakoidmembranen gebundenen & Untereinheit als Funktion der im
Rekonstitutionsansatz befindlichen Konzentration von freier  Untereinheit. Nach Absitti-
gung der bei der verwendeten Chlorophyllmenge vorhandenen CF, Komplexe konnte bei an-
steigender Konzentration der 8 Untereinheit im Rekonstitutionsansatz keine weitere Anderung
der Menge des an die F;-freien Thylakoidmembranen gebundenen 6 Molekiils beobachtet
werden.

Die aus diesen Daten errechnete Dissoziationskonstante fiir die Bindung der bakteriellen 6
Untereinheit an den plastiddaren Fo Komplex liegt im mikromolaren Bereich zwischen 9 und

12 pM (10,5 uM + 1,5 uM).

3.3.3 Wechselwirkung der 3 Untereinheit mit dem Found den Untereinheiten o
und B

Die Literatur enthilt unterschiedliche Informationen iiber die Bindung zwischen der 6 Unter-

einheit und den Untereinheiten des F; Kopfchens: o und B. Als Bindungspartner fiir die 6
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Untereinheit werden a, B oder beide Untereinheiten vorgeschlagen (Lill et al. 1996, Ogilivie
et al. 1997, Wilkens 2000). Hier wurde versucht, die Untereinheit o und B, die ohne weitere
F, Untereinheiten nicht mit Fy interagieren (Abb. 3.3.3.1.), mit Hilfe von der 6 Untereinheit
an die F;-freien Thylakoide zu binden.

Zu diesem Zweck wurden zwei Rekonstitutionsansidtze vorbereitet. Sie beinhalteten neben
den Thylakoiden die a oder die B Untereinheit und zwar entweder ohne oder mit & Unterein-
heit. Die Rekonstitutionsansétze beinhalteten in einem Volumen von 0,5 ml CF;-freie Thyla-
koidvesikel (dquivalent ca. 0,5 nmol CFy), & Untereinheit (ca. 5 nmol) und B sowie o Unter-
einheit (jeweils ca. 7,5 nmol). Die & Untereinheit war in Relation zu dem CF, Komplex im

10-fachen, o und B in 15-fachen UberschuB.

123 45 67 8
TFl-a -'-__.:- i
TF,-B + "

[ =1

Abb. 3.3.3.1.: Bindung der a bzw. 3 Untereinheiten aus Bacillus thermophilus an die F,-freien Thylakoid-
membranen.

15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2 — TF;-a (0,8 pg); Spur
3 — TF;-B (0,8 png); Spur 4 bis 7 — Fraktionen (40 pl) des Saccharosegradienten aus den Bindungsexperimenten
der a Untereinheit (Spuren 4 und 5) und der  Untereinheit (Spuren 6 und 7) an die F;-freien Thylakoidmembra-
nen; Spur § — Fraktion (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte Untereinheit o oder
B).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml); TF;-a bzw. TF,-B: 0,4 pg (ca. 7,5 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5
nmol CF).

Die Abbildungen 3.3.3.1. und 3.3.3.2. stellen eine Zusammenfassung der Resultate dar. Die
Ergebnisse zeigen, dass ohne die 6 Untereinheit weder eine Bindung von o noch eine Bin-

dung von [ erfolgt.
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In Gegenwart von 6 konnte dagegen neben der 6 Untereinheit in den F( Fraktionen auch die o
Untereinheit identifiziert werden. Mit der isolierten  Untereinheit wurde dagegen auch in
Gegenwart von d keine Bindung an den F,, gefunden. Das Resultat schliet die 6 Untereinheit
als starken Bindungspartner fiir die § Untereinheit aus und bestdtigt einen Kontakt zwischen
der 6 Untereinheit und o.. Das Ergebnis der gelelektrophoretischen Analyse wurde iiber eine

Immunmarkierung der Proteine mit dem anti—TF; Antikorper in den entsprechenden Fraktio-

nen bestétigt (Abb. 3.3.3.2.B.).
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Abb. 3.3.3.2.A., B.: Bindung der Untereinheiten o, 3 und & der bakteriellen ATP-Synthase aus Bacillus
thermophilus an die F,-freien Thylakeidmembranen. Gelelektrophoretische Analyse (A), Western Blot-
Analyse (B).

Abb. 3.3.3.2A.: 15 %iges, silbergefarbtes SDS-Gel. Spur 1 — CF,CF, Komplex aus Spinat (5 ng); Spur 2 — TF;-
o (1 pg); Spur 3 — TF;-B (1 pg); Spur 4 — TF;-8 (0,5 pg); Spuren 5 bis 10 — Fraktionen (40 pl) des Saccharose-
gradienten aus den Bindungsexperimenten der Untereinheiten o und & (Spuren 5 und 6), § und & (Spuren 7 und
8), o, p und & (Spuren 9 und 10) an die F;- freien Thylakoidmembranen; Spur 11 - Fraktion (40 pl) des Kontrol-
lansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte TF; — Untereinheiten).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml); TF;-a, -fB: 0,4 mg (ca. 7,5 nmol); TF;-6: 0,077 mg (ca. 5 nmol); Chlorophyll-
menge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy).

Abb. 3.3.3.2B.: Immunologischer Nachweis der Untereinheiten o, f und & mit dem anti — TF; Antikorper.

Spur 2 - TF-a (0,5 pg); Spur 3 -TF;-B (0,5 pg); Spur 4 — TF;-6 (0,5 pg) ; Spuren 6, 8 und 10 — je 30 pl einer
Gradientenfraktion aus den Bindungsexperimenten der TF; Untereinheiten an die F;-freien Thylakoidmembra-
nen: o und & (Spur 6),  und S (Spur 8), a, B und & (Spur 10); Spur 11 - Fraktion (30 pl) des Kontrollansatzes
(Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte TF;-Untereinheiten). Verdiinnung des Antikorpers: 1 : 1000.

Eine dritte Versuchsreihe hatte das Ziel, die Wechselwirkungen zwischen allen dreien im ei-
nem Rekonstitutionsansatz befindlichen Untereinheiten (a, B und &) der F; Doméne des bak-

teriellen Enzyms zu untersuchen.
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Die Spuren 9 und 10 in der Abbildung 3.3.3.2.A. weisen nach, dass die Rekonstitution eines
CFy-0p6 Komplexes aus den isolierten Untereinheiten moglich ist. Alle drei F; Untereinhei-
ten des bakteriellen Enzyms konnten auch durch den anti — TF; Antikérper (Abb. 3.3.3.2.B.
Spur 10) markiert werden.

Die Zusammenfassung aller Experimente zeigt Interaktionsflachen zwischen CF,und 8, 8 und
a sowie a und . Die Voraussetzung fiir das Vorhandensein eines peripheren Stiels, der mit

den Untereinheiten a und b des Found o und 8 des F; den Stator bildet, sind damit gegeben.

3.4 Bindung vony, 5 und € an Fy

Die Rekonstitution des gesamten Grenzbereiches zwischen dem membranstindigen protonen-
translozierenden Teil des Enzyms und dessen katalytischen Region war das Ziel der in diesem
Kapitel beschriebenen Experimente. Die Rekonstitutionen sind unter Verwendung heterologer
Komponenten durchgefiihrt worden. Die Untereinheiten & und € stammen aus dem bakteriel-
len Enzym von Bacillus thermophilus, Found die y Untereinheit dagegen aus der plastidiren
ATPase aus Spinat-Thylakoiden.

Das Volumen der Rekonstitutionsansdtze betrug 0,5 ml. Sie beinhalteten CF,-freie Thyla-
koidmembranvesikel (ca. 0,5 nmol CF) und entsprechend 3,5 nmol y Untereinheit, 3,5 nmol
0 Untereinheit und 6 nmol ¢ Untereinheit. Dementsprechend betrug das Mengenverhéltnis
zwischen dem CFj und den y bzw.  Untereinheiten 1 : 7 und 1 : 12 zwischen dem CF, und
der € Untereinheit.

Die gleichzeitige Rekonstitution beider Stielbereiche mit dem Fy Komplex wurde anhand von
zweil Bindungsexperimenten untersucht. Die & Untereinheit war dabei in Gegenwart jeweils
einer Untereinheit des zentralen Stiels, y (Abb. 3.4.1.A) oder ¢ (Abb. 3.4.1.B), vorhanden.

Die gelelektrophoretische Auftrennung (Abb. 3.4.1.A. und B.) der Proteine der entsprechen-
den Fraktionen des Saccharosegradienten zeigt die aus beiden Bindungsexperimenten resultie-
renden, solubilisierten Teilkomplexe: CF(-yd (Abb. 3.4.1.A. Spuren 4, 5) und CFy-&5 (Abb.
3.4.1.B. Spuren 5 und 6).
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Abb. 3.4.1.A., B.: Bindung der bakteriellen & und plastidiren y Untereinheit (Gel A), der bakteriellen &
und & Untereinheit (Gel B) und der bakteriellen 3, € und plastididren y Untereinheit (Gel B) an die F, -
freien Thylakoidmembranen. 15 %ige, silbergefirbte SDS-Gele.

Abb. 3.4.1.A.: Spur 1 - CF,CF, Komplex aus Spinat (7 pg); Spur 2 — TF;-8 (0,5 pg); Spur 3 — CF-y (0,5 pg);
Spuren 4, 5 - Fraktionen des Saccharosegradienten (40 pl): solubilisierte Thylakoidmembranproteine mit dem
rekonstituierten CF(-yd Teilkomplex; Spur 6 - Fraktion (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne
zugefiigte y und 6 Untereinheiten).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml); CF;-y: 0,112 mg (ca. 3,5 nmol); TF;-3: 0,055 mg (ca. 3,5 nmol); Chlorophyll-
menge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CF).

Abb. 3.4.1.B.: Spur 1 - CF,CF, Komplex aus Spinat (7 pg); Spur 2 — TF;-¢ (0,5 pg); Spur 3 — TF;-0 (0,5 pg);
Spur 4 — CF;-y (0,5 pg); Spuren 5 - 8 - Fraktionen des Saccharosegradienten (jeweils 40 pl): solubilisierte Thy-
lakoidmembranproteine mit den rekonstituierten CFy-€8 (Spuren 5 und 6) und CFy-yed (Spuren 7 und 8) Teil-
komplexen; Spur 9 - Fraktion (40 pl) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte Untereinhei-
ten: v, d und €).

Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - CF;-y: 0,112 mg (ca. 3,5 nmol); TF;-&: 0,066 mg (ca. 6 nmol); TF,-5: 0,055 mg
(ca. 3,5 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol CFy).

Nach den Rekonstitutionen von Teilen der Verbindungsregion der CFy-yd und der CFy-€d
Teilkomplexe wurde versucht, alle drei Untereinheiten y, 6 und € an die F;-freien Thylakoid-
membranen zu binden.

Das positive Ergebnis der Rekonstitution ist in der Abbildung 3.4.1.B (Spuren 7 und 8) ge-
zeigt. In den Fraktionen (Spuren 7 und 8) des Saccharosegradienten lassen sich die TF; Un-
tereinheiten ¢ und J, die plastiddre y Untereinheit und die Untereinheiten des plastiddren Fy

Komplexes nachweisen.
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3.5 Rekonstitution des gesamten CFyoF1 Komplexes

SchlieBlich wurde die Rekonstitution der gesamten F; Doméne der ATP-Synthase aus iso-
lierten F; Untereinheiten mit F;-freien Thylakoidmembranen zu einer gesamten ATPase

durchgefiihrt.
Der Ansatz enthielt in einem Volumen von 0,5 ml ca. 0,5 nmol CF, entsprechende CF,-freie
Thylakoidvesikel jeweils ca. 9 nmol der o und B Untereinheiten, ca. 3,5 nmol y Untereinheit,

ca. 4 nmol & Untereinheit und ca. 7 nmol € Untereinheit.
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Abb. 3.5.1.: Bindung der F,; Untereinheiten: a, B, & und € des Enzyms aus Bacillus thermophilus und der
plastidiiren y Untereinheit an die F, -freien Thylakoidmembranen. 15 %iges, silbergeférbtes SDS-Gel.

Spur 1 - CF,CF, Komplex aus Spinat (5 pg); Spur 2, 3, 5, 6 - TF, Untereinheiten: a, B, 8, € (jeweils 0,5 pg);
Spur 4 — plastidédre y Untereinheit (0,5 pg); Spur 7 und 8 — Fraktionen des Saccharosedichtegradienten (40 pl):
solubilisierte Proteine der F,-freien Thylakoidmembranen mit dem rekonstituierten CF-o;;y6e Komplex; Spur
9 - Fraktion (40 pul) des Kontrollansatzes (Rekonstitutionsansatz ohne zugefiigte F-Untereinheiten).
Rekonstitutionsansatz (0,5 ml) - TF-a, -B: je 0,5 mg (ca. 9 nmol); CF;-y: 0,112 mg (ca. 3,5 nmol); TF,;-3: 0,06
mg (ca. 4 nmol); TF;-g: 0,08 mg (ca. 7 nmol); Chlorophyllmenge: 0,5 mg (ca. 0,5 nmol).

Der in der Abbildung 3.5.1. dargestellte Ausschnitt eines SDS-Gels enthélt zwei aufeinander
folgende Fraktionen (Spuren 7 und 8) des Saccharosegradienten aus dem Bindungsexperiment

der bakteriellen o, B, 6 und & Untereinheiten und der plastiddren y Untereinheit an die F;-
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freien Thylakoidmembranen. In den zwei Fraktionen konnten mit Hilfe der Standardproteine
alle Untereinheiten der F; Domédne wie auch die Untereinheiten des plastiddren Fy Komplexes
identifiziert werden.

In der Fraktion des Kontrollansatzes (Spur 9), der die Proteine der F;-freien Thylakoidmem-
branen aber keine F; Untereinheiten enthielt, lieBen sich wie erwartet die F; Untereinheiten

nicht feststellen.
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4.0 Diskussion

Protonentransport und die ATP-Synthese verlaufen innerhalb der ATPase in rdumlich vonein-
ander getrennten Regionen, dem Fyund dem F; An der Kopplung der beiden Prozesse sind
die drei Untereinheiten y, & und € wesentlich beteiligt. Sie befinden sich zwischen den beiden
Teilkomplexen und verbinden jeweils verschiedene Teile des Fy und des F; miteinander.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der strukturellen Aspekte des Grenzbereiches zwi-
schen dem protonentranslozierenden Teil und dem katalytischen Teil des Enzyms. Durch
Bindung einzelner Untereinheiten und Untereinheiten-Kombinationen an den F;-freien mem-
brangebundenen F, Teil sollten Bindungspartner identifiziert und charakterisiert werden. Die
Resultate solcher Rekonstitutionen lieferten Informationen iiber den Aufbau des Komplexes
in der Region, der bisher fiir die 3D-Strukturanalyse nicht zugénglich ist.

Aus praktischen Griinden (s. Einleitung) wurden fiir die Rekonstitutionen zumeist Unterein-

heiten aus verschiedenen ATP-Synthasen verwendet.

4.1 Rekonstitutionssystem

Neben der Rekonstitution des Komplexes aus Untereinheiten aus ein und demselben Orga-
nismus sind in der Literatur auch heterologe Rekonstitutionen beschrieben worden. Zahlreiche
solcher Experimente betreffen die Rekonstitution der F; Domédne des Enzyms aus isolierten
einzelnen Untereinheiten. Steinemann et al. (1994) haben mit dem Ergebnis einer teilweise
wiederhergestellten Photophosphorylierung die 6 und € Untereinheiten in der F; Doméne aus
Spinat durch die entsprechenden Untereinheiten aus Synecchocystis sp. PCC6803 ersetzt. Ein
hybrider F; Teilkomplex aus den o und B Untereinheiten aus Bacillus thermophilus und der
plastiddren y und ¢ Untereinheit aus Spinat wurde von Hisabori et al. (1997) beschrieben.
Weitere Beispiele sind aus E. coli und Rhodospirilium rubrum (Gromet-Elhanan et al. 1985),
sowie fiir Euglena gracilis und Spinacia oleracea (Kahn 1982) beschrieben worden. In allen
Féllen konnte eine ATPase-Aktivitit des Teilenzyms gemessen werden.

Wenige Informationen findet man iiber die heterologe Rekonstitution des gesamten Enzyms.
Beschrieben wurden hybride FoF;-ATPasen, deren F; und F, Teilkomplexe aus E. coli und
Bacillus thermophilus (Steffens et al. 1987), E. coli und Salmonella typhymurium (Hsu et al.
1984) sowie Propionigenium modestum und Bacillus thermophilus (Laubinger et al. 1990)

stammen. Bar-Zvi et al. (1985) berichteten iiber eine Rekonstitution der ATP-Synthase mit
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Bestandteilen aus Bacillus thermophilus und Lactuca sp.. Galmiche et al. (1994) konnten eine
Bindung der F; Doméne aus Bacillus thermophilus an den in Liposomen eingebauten plasti-
diren CF, Komplex aus Spinat zeigen.

Die Kompatibilitit zwischen Bestandteilen von ATP-Synthasen prokaryotischer und euka-
ryotischer Organismen iiberrascht nicht, da sowohl die Mitochondrien als auch die Plastiden
prokaryotischen Ursprungs sind. Diese Beispiele der erfolgreichen Rekonstitution der ATP-
Synthasen aus Komponenten unterschiedlicher Organismen deutet darauf hin, dass die Inter-
aktionsflichen der einzelnen Untereinheiten konserviert sein miissen. Sie waren dariiber hin-
aus Rechtfertigung dafiir, die in dieser Dissertation aufgeworfenen Fragen ebenfalls mit Hilfe
heterologer Rekonstitutionen anzugehen.

Als Basis eignet sich in besonderem Malle der vom F; befreite membranintegrierte Fy Teil der
chloroplastiddren ATP-Synthase: zum Ersten ist die Besetzungsdichte der Thylakoidmembran
mit ATP-Synthase vergleichsweise hoch, zum Zweiten 146t sich CF; vom CF, leicht, scho-
nend und quantitativ entfernen, zum Dritten lassen sich die Thylakoide experimentell gut
handhaben. So lassen sich beispielsweise gebundene Proteine von l9slichen Proteinen einfach
durch relativ niedrigtourige Zentrifugation trennen; anschlieBende Waschvorgénge kdnnen
auf die gleiche Weise vorgenommen werden.

Entscheidend fiir eine erfolgreiche Rekonstitution ist das F; Ablosungsverfahren. Galmiche et
al. beschrieben 1994 eine Behandlung mit Guanidiniumchlorid bzw. Natriumbromid. Die Be-
handlung mit Guanidiniumchlorid ergab keine vollstindige Abldsung von F;. Die Inkubation
mit Natriumbromid wurde als effektiver beschrieben; gleichzeitig wurde aber eine schlechtere
funktionelle Rekonstitution im Vergleich zu der Guanidiniumchlorid-Methode beobachtet.
Ein drittes Verfahren unter Verwendung von EDTA erfordert eine lange Inkubationszeit (Bar-
Zvi et al. 1985) und befreit die Membran auch nicht vollstdndig vom F;.

Fiir die eigenen Experimente wurde die Inkubation mit Natriumrhodanid gewahlt, weil sie im
Gegensatz zu den oben aufgefiihrten Verfahren eine vollstindige F; Ablosung bewirkte und
eine sehr kurze Inkubationszeit erlaubte. Da eine strukturelle, aber keine funktionelle Rekon-
stitution angestrebt wurde, waren fiir die hier durchgefiihrten Versuche eine vollstindige CF;-

Ablosung unter Erhalt der Fy Intergritit die ausschlaggebende Voraussetzung.
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4.2 Rolle von Mg**-lonen im Rekonstitutionsansatz

Den mono- und divalenten Kationen wird eine stabilisierende Rolle an dem in der Thyla-
koidmembran integrierten Komplex der ATP-Synthase zugewiesen. Die Funktion der Katio-
nen beruht auf einer Neutralisation der negativen Oberflichenladung der Membran und des
F,, die zu einer elektrostatischen AbstoBung zwischen den beiden fithren konnte (Searle et al.
1979, Strotmann et al. 1973, Strotmann et al. 1984).

Die Bedeutung von Kationen haben Reassemblierungsexperimente der CF; Domine an den
membrangebundenen CF, gezeigt. Die Rekonstitutionsraten (ermittelt aus der Aktivitdt der
wiederhergestellten Photophosphorylation) waren in Gegenwart bivalenter Kationen deutlich
hoher als in deren Abwesenheit in den Rekonstitutionsansitzen (Telfer et al. 1980). Auf3er den
divalenten Kationen sind auch mono- (Shoshan et al. 1973) und trivalente (Telfer et al. 1980)
Kationen wirksam. Die Wirksamkeit war von der lonenstirke abhidngig und stieg proportional
mit der Valenzzahl. So konnte mit monovalenten Ionen bei entsprechend hoherer Konzentra-
tion die gleiche Rekonstitutionsrate erzielt werden wie mit divalenten lonen.

In vivo wird vor allem den Mg**-Tonen eine Funktion bei der Assemblierung beider Teilkom-
plexe zugewiesen (Telfer et al. 1980). Auch die in dieser Arbeit beschriebenen Bindungsexpe-
rimente wurden in Gegenwart von Mg”" durchgefiihrt. Die optimale Mg®'-Konzentration
wurde experimentell ermittelt und lag bei 10 mM (Kap. 3.1.2.). Von Telfer et al. (1980) wur-
den als wirksamste Mg**-Konzentration bei der Bindung des CF; an den membranintegrierten
CFy 1 bis 3 mM ermittelt. Andreo et al. (1982) haben die Reassemblierung der beiden Teil-
komplexe der ATP-Synthase aus Spinat-Chloroplasten bei 1 mM Konzentration von Mg?'-
Ionen durchgefiihrt. In dem Fall wurde der CF; bzw. o-freie CF; Komplex an die mit Hilfe

von Natriumbromid vom CF; befreite Thylakoidmembranen gebunden.

4.3 Untersuchungen zu Wechselwirkungen im zentralen Stiel

Die Untereinheiten y und € sind Komponenten des so genannten zentralen Stiels. Laut der
Stator-Rotor-Hypothese bilden die zwei Untereinheiten zusammen mit den Proteolipidzylin-
der des Fy Teils eine Funktionseinheit, welche das rotierende Element des Enzyms darstellt
(Hermolin et al. 1999; Weber, Senior 2003). Die durch den Protonenfluf3 getriebene Rotation
des Proteolipidzylinders soll eine Ubertragung von mechanischer Energie zu den drei katalyti-

schen Zentren in den o/B-Paaren ermdglichen. Dadurch sollen die drei Zentren nacheinander
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geodffnet und wieder geschlossen werden, wobei das Produkt ATP abgegeben und die Sub-
strate ADP und P; aufgenommen werden konnen. Die Bildung des ATPs in den abgeschlosse-

nen hydrophoben katalytischen Stellen bedarf keiner weiteren Energiezufuhr.

4.3.1 Wechselwirkung zwischen der ¢ Untereinheit und dem Fy; Komplex

Die ¢ Untereinheit (E. coli; Wilkens et al. 1995; Uhlin et al. 1997) ist aus zwei Doménen zu-
sammengesetzt. Die C—terminale Doméne (Position 91 — 138) besteht aus zwei antiparallelen
o-Helices, die N—terminale Region (Position 1 — 86) wird dagegen aus 10 B-Faltblittern
(Abb. 4.3.1.1.) gebildet.

Abb. 4.3.1.1.: NMR-Struktur der ¢ Untereinheit aus E. coli (nach Wilkens et al. 1995). Zu erkennen sind die
zwei Doménen des Proteins. Die C-terminale Domine besteht aus zwei antiparallelen o-Helices; die N-terminale
Doméne ist aus B-Faltblittern aufgebaut. Grafische Darstellung mit SWISS-Pdb-Viewer (Version 3.7).

Die beiden Proteindoménen werden durch hydrophobe Wechselwirkungen zusammengehalten
(Wilkens, Capaldi 1998). Die € Untereinheit aus verschiedenen Organismen zeigt einen deut-
lichen Unterschied in der Primédrproteinstruktur, die tertidire und quartire Struktur ist dagegen
sehr dhnlich. Die in der Abb. 4.3.1.2. aufgefiihrten Aminosiuresequenzen der plastiddren €
Untereinheit aus Spinacia oleracea und der aus Bacillus thermophilus weisen nur 35,3 %
identische Aminosduren auf.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Rekonstitutionsexperimente weisen eine Wechselwirkung

zwischen der € Untereinheit und dem Fy Komplex nach. Ein aus der Rekonstitution resultie-
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render CFy-¢ Teilkomplex (Kapitel 3.2.1, Kap. 3.4 und 3.5) konnte durch Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation isoliert werden.

Dieses Resultat stimmt auch mit den derzeitigen Literaturdaten iiberein. Yoshida et al. (1977)
konnten in Rekonstitutionsversuchen die € Untereinheit aus Bacillus thermophilus an einen in
Liposomen integrierten Fo Komplex binden. Das gleiche Ergebnis homologer Rekonstitution

ist fiir die ATPase aus Spinat beschrieben worden (Richter et al. 1984).

Spinacia -MTLNLCVLTPNRSIWNSEVKEIILSTNSGQIGVLPNHAPTATAVDIGILRIRLNDQWLT 59
Bacillus MKTIHVSVVTPDGPVYEDDVEMVSVKAKSGELGILPGHIPLVAPLEISAARLKKGGKTQY 60

K e o o * ok Kk o o . o« k. . . e e kk o ok o kK * * . I K o .

Spinacia LALMGGFARIGNNEITILVNDAERGSDIDPQEAQQTLEIAEANLRKAEGKRQKIEANLAL 119
Bacillus IAVSGGFLEVRPDKVTILAQAAERAEDIDVLRAKAAKERAERRLOSQQODDIDFKRAELAL 120

ek e AkKk . e s e khkk o kA K * Kk * . - kK k%K * . . . * o kk Kk

Spinacia RRARTRVEASNTISS 134
Bacillus KRAMNRLSVAEMK-- 133

. kK * . ..

Abb. 4.3.1.2.: Aminosiuresequenzvergleich der bakteriellen und plastidiren &€ Untereinheit der ATP-
Synthase aus Bacillus thermophilus (Kato—Yamada et al. 2000) und Spinacia oleracea (Schmitz-
Linneweber et al. 2001). Sequenzvergleich mit CLUSTALW (Version 1.82).

Bindungsexperimente mit einem Fragment der € Untereinheit deuten darauf hin, dass die N—
terminale Doméne fiir die Wechselwirkung des Proteins mit dem membranstédndigen F, Teil
verantwortlich ist (Kap. 3.2.2).

Erste Hinweise einer Wechselwirkung zwischen der ¢ Untereinheit und der ¢ Untereinheit
stammen aus der ATP-Synthase aus Spinat-Chloroplasten. Siiss (1986) beschreibt eine
Kreuzvernetzung zwischen beiden Untereinheiten durch bifunktionalen Imidoester, was einen
Beleg fiir die strukturelle Ndhe beider Untereinheiten zueinander darstellt.

Cruz et al. (1997) haben durch Mutagenesestudien die Beteiligung der N-terminalen Doméne
der ¢ Untereinheit an der Verbindung mit der ¢ Untereinheit in der plastidiren ATP-Synthase
gezeigt. Drei g-Deletionsmutanten mit jeweils 5, 10 und 20 deletierten Aminoséduren am N-
Terminus wurden mit dem g-freien CF; und im weiteren mit dem membrangebundenen CF
rekonstituiert. Die Deletionen fiithrten in den rekonstituierten Komplexen zum Teil zu einer
Inhibition der Protonentranslokation. In E. coli wirkten sich Deletionen von 16 und mehr

Aminosduren am N-Terminus als letal aus (Jounouchi et al. 1992).
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Weitere Experimente mit der E. coli ATPase haben die Identifizierung der Kontaktstelle zwi-
schen den € und ¢ Untereinheiten ermoglicht. Eingebaute Cysteine in den Positionen 26 — 33
des N—terminalen Teils der € Untereinheit wurden mit Cysteinen in den Positionen 40, 42 und
44 der ¢ Untereinheit durch Oxidation kovalent vernetzt (Zhang, Fillingame 1995; Hermolin
et al. 1999). Diese Versuche belegen die rdumliche Néhe des N-terminalen Bereiches der €
Untereinheit mit dem extramembranellen, hydrophilen loop der ¢ Untereinheit.

Hinweise auf eine funktionelle Verbindung zwischen der € Untereinheit und der Untereinheit
¢ des Fyp Komplexes kommen aus einer Mutantenanalyse des Bakteriums Escherichia coli
(Zahng et al. 1994). In dem polaren loop der ¢ Untereinheit wurde eine Mutation (Q42E) ge-
funden, die zu einem ungekoppelten Phénotyp fiihrte. Diese Mutation konnte durch eine Mu-
tation in der Position 31 der N—terminalen Doméne der ¢ Untereinheit funktionell kompen-
siert werden. Die doppelte Mutante zeigte eine wiederhergestellte, durch ATP getriebene
Protonentranslokation.

Eine funktionelle Wechselwirkung der & Untereinheit mit den c—Monomeren des Proteoli-
pidringes unterstiitzen auch Kreuzvernetzungsexperimente von Capaldi (2000). Die Kreuz-
vernetzung zwischen in der Position 31 der € Untereinheit und 42 des c-Monomers eingebau-
ten Cysteinresten hatte nur einen minimalen Effekt auf die Aktivitit des Enzyms und die

Protonentranslokation.

Abb. 4.3.1.3.: Kontaktstellen zwischen der € und ¢ Untereinheit in der ATP—Synthase aus E. coli (nach
Rodgers et al. 2000, modifiziert). Die Strukturbereiche der ¢ Untereinheit (N-terminale Doméne), die an der
gegenseitigen Interaktion mit der ¢ Untereinheit beteiligt sind, sind in gelb und die der ¢ Untereinheit (loop Re-
gion) in blau/rot dargestellt. Die Positionen der wichtigsten Aminosiduren wurden markiert.
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In der Abbildung 4.3.1.3. ist die N—terminale Doméne der € Untereinheit und der loop Be-
reich der ¢ Untereinheit aus E. coli dargestellt. Die Aminosduren, die an der Verbindung zwi-
schen den beiden Untereinheiten beteiligt sind, wurden numeriert.

Die genaue Art der Verbindung zwischen den ¢ Untereinheiten im Proteolipidring und der €
Untereinheit ist nicht bekannt. Einen gleichzeitigen Kontakt mit allen ¢ Untereinheiten im
Ring hilt man aufgrund der seitlichen Position der € Untereinheit relativ zum Ring fiir un-
wahrscheinlich (Engelbrecht et al. 1997). Vorstellbar wére ein permanenter Kontakt mit eini-
gen Untereinheiten im Ring (Junge et al. 1997) oder eine von einem zum anderen wechselnde
Verbindung (Fillingame et al. 1997).

Birkenhéger et al. (1999) haben mit Hilfe von mAbs (gegen den hydrophilen loop der ¢ Un-
tereinheit gerichtete Maus-Antikorper) die yec Grenzflache in E. coli untersucht. Die gleich-
zeitige Bindung des F; Komplexes und der Antikérper an den membranintegrierten Fy sugge-
riert, dass nicht alle c-Monomere an der Interaktion mit den € und y Untereinheiten beteiligt
sind.

Die Tatsache, dass die Modifikation der c-Monomere weder die ATPase-Aktivitiat noch die
ATP-getriebene Protonentranslokation beeintriachtigte, schlieft den von Fillingame (1997)
vorgeschlagenen, wechselnden Kontakt von einem zum anderen c-Monomer aus. In diesem
gegebenen Fall wiirde die Anwesenheit der mAbs das Wechseln der Kontakte zwischen den y
und ¢ Untereinheiten und den folgenden c-Monomeren im Proteolipidring storen und somit
die Aktivitdt des Enzyms stark negativ beeinflussen.

Die Rontgenstrukturanalyse der mitochondriellen ATP-Synthase aus Saccharomycetes cerevi-
siae zeigt, dass die € Untereinheit fiinf von zehn im Ring befindliche c-Monomere rdumlich
bedeckt (Stock et al. 1999). Ein engerer Kontakt wurde jedoch nur mit zwei c-Monomeren

beobachtet.

4.3.2 Interaktion zwischen der y Untereinheit und dem F; Komplex

Die erste Kristallstruktur des F; Teilkomplexes aus Mitochondrien (Abrahams et al. 1994)
konnte nur einen Teil der y Untereinheit, bestehend aus zwei langen umeinander gewundenen
N- und C-terminalen a-Helices, zeigen. Neue strukturelle Details lieferte die Rontgenstruk-
turanalyse der y Untereinheit aus E. coli (Hausrath et al. 1999). Hier sind in dem bisher unbe-

kannten Proteinbereich fiinf o-helikale Elemente gefunden worden.
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Die erfolgreiche Rekonstitution des CFy-y Teilkomplexes (Kap. 3.2.3, 3.4 und 3.5) weist auf
einen natiirlichen Kontakt zwischen beiden Bindungspartnern hin.

Ein vergleichbares Resultat wurde von Yoshida et al. (1977) fiir die ATP-Synthase aus dem
Bakterium Bacillus thermophilus beschrieben. Hierbei wurde die isolierte y Untereinheit an
dem homologen, in die Liposomen integrierten Fy Komplex gebunden.

Im Rahmen von Kreuzvernetzungsexperimenten war es Watts et al. (1995) mdglich, die
Kontaktstellen der beiden Untereinheiten y und ¢ einzugrenzen. Nach ihren Untersuchungen
sollen die Positionen 202 — 230 der y Untereinheit und wiederum der hydrophilen loop der ¢
Untereinheit an der Verbindung beteiligt sein. Die Aminoséure Tyrosin in der Position 205
der y Untereinheit konnte mit den in Position T43, Q42 und D44 der ¢ Untereinheit einge-
bauten Cysteinresten vernetzt werden, ohne eine negative Auswirkung auf die Funktion des
Enzyms zu erzeugen (Watts et al. 1996).

Hinweise auf einen Kontakt zwischen der y Untereinheit und dem Proteolipidring lieferte
auch eine Rontgen-Teilstrukturanalyse der ATP-Synthase aus Saccharomycetes cerevisiae

(Stock et al. 1999).

4.3.3 Wechselwirkungen zwischen der y und ¢ Untereinheit sowie dem CF,

Komplex

Der Versuch die € und die y Untereinheit an die F;-freien Thylakoidmembranen zu binden,
filhrte zur Ausbildung eines Teilkomplexes aus CFy, der y Untereinheit aus CF; und der ¢
Untereinheit aus TF; (Kap. 3.2.3). Die bakterielle y Untereinheit aus Bacillus thermophilus im
Komplex mit a und  Untereinheiten, als o3B3y Einheit, band alleine nicht an die F;-freien
Thylakoidmembranen (Kap. 3.2.4). Nur zusammen mit der ¢ Untereinheit wurde eine Bin-
dung beobachtet und ein Teilkomplex CFy-a3B3ye isoliert (Kap. 3.2.4). Die durch die € Unter-
einheit vermittelte Bindung der o333y Einheit an den Fy Komplex deutet auf eine wichtige
Rolle der € Untereinheit im Grenzbereich zwischen den F; und F, Teilkomplexen hin.

Die Interpretation dieser Ergebnisse ist jedoch schwierig. Bei der Erkldrung der fehlenden
Bindung der bakteriellen y Untereinheit (als asPsy Einheit) an die F;-freien Thylakoidmem-

branen miissen mehrere Aspekte berticksichtigt werden:

1. Die y Untereinheit weist in den einzelnen Organismen grof3e Unterschiede in der Primér-
struktur auf (Walker et al. 1985). So ist die y Untereinheit aus photosynthetischen Membranen

um ca. 30 Aminosduren ldnger als die der Bakterien und Mitochondrien. Dies konnte Auswir-
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kung auf die 3D-Struktur des Stielbereiches haben, in dem sich die zusétzliche Doméine be-
findet und damit vermutlich auf die Struktur der an den Fy Komplex bindenden Oberfliche.

Der Anteil an identischen Aminosduren betrdgt bei den y Untereinheiten aus Bacillus thermo-

philus und Spinat 30 % (Abb. 4.3.3.1., berechnet mit CLUSTALW).

Spinacia —ANLRELRDRIGSVKNTQKITEAMKLVAAAKVRRAQEAVVNGRPFSETLVEVLYNMNEQL 59
Bacillus MASLRDIKTRINATKKTSQITKAMEMVLTSKLNRAEKREIV-RPYMEKIQEVVANVALAA 59
KKK KX KX ok X xRk ax ok KXo : Krgo ok kxg ok
Spinacia QTEDVDVPLTKIRTVKKVALMVVTGDRGLCGGEFNNMLLKKAESRIAELKKLGVDYTIISI 119
Bacillus R———ASHPMLVSRPVKKTGYLVITSDRGLAGAYNSNVLRLVYQTIQKRHASPDEYAIIVI 116
*: * *** * * **** * :*. :*: . . * . . * ** *
Spinacia GKKGNTYFIRRPEIPVDRYFDGTNLPTAKEAQAIADDVESLEFVSEEVDKVEMLYTKEVSL 179
Bacillus GRVGLSFFRKRNMPVILDITRLPDQPSFADIKEIARKTVGLFADGTFDELYMYYNHYVSA 176
R : O L N O
Spinacia VKSDPVIHTLLPLSPKGEICDINGKCVDAAEDELFRLTTKEGKLTVERDMIKTETPAFSP 239
Bacillus IQQEVTERKLLPLT ————————————— DLAENKQR--—-—-—-——————————————————— T 199
**** * **::
Spinacia ILEFEQDPAQILDALLPLYLNSQILRALQESLASELAARMTAMSNATDNANELKKTLSIN 299
Bacillus VYEFEPSQEEILDVLLPQYAESLIYGALLDAKASEHAARMTAMKNATDNANELIRTLTLS 259
* kK :***_*** * :* * * % * k% *******_********* :**::_
Spinacia YNRARQAKITGEILEIVAGANACV 323
Bacillus YNRARQAAITQEITEIVAGANALQ 283

kAkkkhkkhkkkk kk kk khkkAkkAkkKh Kk

Abb. 4.3.3.1.: Aminosiuresequenzvergleich der bakteriellen und plastidiren y Untereinheit der ATP-
Synthase aus Bacillus thermophilus (Ohta et al. 1988) und Spinacia oleracea (Manson et al. 1990). Se-
quenzvergleich durch CLUSTALW (Version 1.82).

Gegen eine funktionelle Austauschbarkeit der y Untereinheit zwischen ,,heterotrophen® und
,photosynthetischen* ATP-Synthasen spricht das von Lill et al. (1993) erhaltene Resultat ei-
nes in vivo-Austausches der y Untereinheit im E. coli Enzym mit den analogen Proteinen aus
Chloroplasten und Cyanobakterien. In beiden Féllen haben die erhaltenen Mutanten kein
Wachstum unter Bedingungen der oxidativen Phosphorylation gezeigt.

Andere Ergebnisse der Rekonstitutionen beschreiben Hsu et al. (1984) und Hisabori et al.
(1997). Im ersten Fall sind die bakteriellen o,  und y Untereinheiten in verschiedenen Kom-
binationen im F; Komplex aus E. coli bzw. Salmonella typhimurim gegenseitig ausgetauscht
worden. Hisabori et al. (1997) dagegen hat auf genetischem Wege die y und € Untereinheiten
aus Spinat in die F; Doméne des bakteriellen Enzyms aus Bacillus thermophilus integriert. In
beiden Féllen wurde keine relevante Beeintrdchtigung der ATPase-Aktivitit des F; beobach-
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tet. Diese Resultate deuten darauf hin, dass die y Untereinheit innerhalb des F; beliebig aus-

wechselbar ist, beziiglich der Assoziation mit dem Fyjedoch nur in Grenzen.

2. Die Anwesenheit der oo und B Untereinheiten konnte die stabile Bindung der y Unterein-
heit an CF, in Abwesenheit der ¢ Untereinheit verhindern. Beriicksichtigt man die Grdésse und
das Molekulargewicht des von drei Kopien der o und B Untereinheiten gebildeten Hexagons
(339 kDa, Yoshida et al. 1975; Durchmesser 110 A, Boekema et al. 1988) im Vergleich mit
der viel kleineren y Untereinheit (32 kDa, Yoshida et al. 1975), konnte man sich vorstellen,
dass die Bindung der y Untereinheit alleine nicht ausreicht, das o333 Hexagon auf dem F, Teil
festzuhalten (vgl. auch Abb. 4.3.3.3.) Die Anwesenheit der ¢ Untereinheit wére dann erfor-
derlich, um die Bindung des o333y Subkomplexes an den Fy zu unterstiitzen (Kap.3.2.4). Die
unterstiitzende Funktion der € Untereinheit konnte durch die Kontakte mit der y Untereinheit
einerseits und dem Proteolipid des Fy realisiert werden. Die Verbindung des N-terminalen
Teiles der € Untereinheit mit der c—Untereinheit des Proteolipidringes wurde im Kap. 3.2.2
gezeigt und im Abschnitt 4.3.1 diskutiert.

Ebenfalls wurde basierend auf den Resultaten von Kreuzvernetzungsexperimenten eine Ver-
bindung zwischen der € Untereinheit und den o und § Untereinheiten beschrieben. Dafiir soll
der helikale, C—terminale Teil der ¢ Untereinheit verantwortlich sein (Buckley et al. 1999;
Capaldi et al. 2000). Fiir die ATPase aus E. coli haben Dallmann et al. (1992) Kontakt zu ei-
ner, Tang et al. (1996) zu zwei  Untereinheiten beobachtet. Aggeler et al. (1995) dagegen
haben eine Verbindung der € mit einer o Untereinheit beschrieben.

Mit Hilfe des Kreuzvernetzungsverfahrens lassen sich zwei Aminoséureseitenketten innerhalb
eines Proteins, bzw. zwei Untereinheiten eines Proteinkomplexes oder zwei verschiedene
Proteine durch einen chemischen Vernetzer kovalent miteinander verbinden (Baumert et al.
1989). Diese kovalente Vernetzung stellt eine kiinstliche, starre und starke Verbindung dar.
Aus einer erfolgreichen Kreuzvernetzung kann somit nicht ohne Weiteres auf eine natiirliche
Interaktion zwischen den beiden vernetzten Proteinelementen geschlossen werden. Sie weist
lediglich auf eine gewisse, vom Abstand der beiden funktionellen Gruppen der verwendeten
Linker anhingige Néhe zwischen den beiden vernetzten Proteinelementen hin. Es ist daher im
Fall von Dallmann et al. (1992), Tang et al. (1996) und Aggeler et al. (1995) nicht eindeutig,
ob wirklich eine natiirliche, feste Kontaktstelle zwischen der € und den o und 3 Untereinhei-
ten vorliegt.

Gegen einen permanenten Kontakt zwischen der € Untereinheit und dem o333 Hexagon spre-

chen im Weiteren die funktionellen Implikationen, die sich aus dem Funktionsmodell des En-
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zyms ergeben. Eine dauerhafte Verbindung zwischen der ¢ Untereinheit und einer o bzw. 3
Untereinheit wiirde bedeuten, dass Rotor und Stator fest miteinander verbunden wéren, was
einer Rotation wéhrend des katalytischen Vorganges verhindern wiirde. Moglich wire jedoch
ein ,,Einrasten®, wenn das aktive in das nicht-aktive (latente) Enzym iibergeht.

Die plastiddre ATP-Synthase ist im Gegensatz zu der ,,respiratorischen* ATPase der Mito-
chondrien und Bakterien, die permanent aktiv sind, ein latentes Enzym. Bei Belichtung des
Chloroplasten wird ein elektrochemisches Potential (Aliyy) liber die Thylakoidmembran auf-
gebaut, welche die ATP-Synthase auf bis jetzt unbekannte Weise reversible aus dem latenten
in den aktiven Zustand iiberfuhrt. Der biologische Sinn besteht darin, dass bei absinkendem
ApH (durch Dunkelheit bzw. Schwachlicht) die dann thermodynamisch begiinstigte ATP-
Hydrolyse vermieden wird, was einer ATP-Verschwendung entsprechen wiirde (Strotmann et

al. 1984).

Abb. 4.3.3.2.: Strukturelle Organisation der € Untereinheit im ye Komplex aus E. coli (nach Rodgers et al.
2000). Die N-terminale Doméne (in blau) der € Untereinheit ist durch zwei Helices (in rot) verdeckt, welche die
Struktur der C-terminalen Domine der isolierten € Untereinheit wiedergeben. Die C-terminale Doméne der &
Untereinheit ist in gelb dargestellt. Zu beachten ist der Unterschied in der Position des C-Terminus im ye Kom-
plex und der isolierten € Untereinheit relativ zu dem N-terminalen Teil.

Die Aktivierung des Enzyms ist unter anderem mit einer Anderung der Position und der Kon-
formation der ¢ Untereinheit verbunden (Richter et al. 1987). Die Autoren beobachteten in
den Chloroplasten eine durch Licht induzierte Anderung der Konformation der € Untereinheit
und damit verbunden einen wechselnden Zugang fiir den gegen € gerichteten Antikorper. Es
wird vermutet, dass die € Unterecinheit zwei verschiedene Konformationen annehmen kann

(Tsunoda et al. 2001), was durch den Vergleich der Rontgenstrukturanalysen des ye Komple-
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xes aus E. coli (Rodgers et al. 2000) und der isolierten € Untereinheit (Uhlin et al. 1997) na-
hegelegt wird.

In der von Rodgers et al. (2000) beschriebenen Struktur bilden die beiden a-Helices der C-
terminalen Doméne eine fast senkrechte Position zueinander und zum N-Terminus (Abb.
4.3.3.2.). Dagegen zeigten die beiden a-Helices des C-Terminus in der isolierten ¢ Unterein-
heit eine enge Haarnadel-Struktur und lagen parallel zum N-Terminus (Uhlin et al. 1997). Es
wiire vorstellbar, dass der Ubergang des aktiven Enzyms in die latente Form eine Folge des
Wechsels der ¢ Untereinheit von der ,,parallelen” zur ,,senkrechten* Konformation ist. In der
,,senkrechten“ Konformation wire der Abstand zwischen der C-terminalen Doméne der ¢
Untereinheit und dem o333 Hexagon verringert, was insbesondere fiir die 3 Untereinheit in
der offenen Konformation (3 open) gelten wiirde. Hierdurch konnte es zu sterischen Konflik-

ten kommen, die die Aktivitit des Enzyms hemmen konnten.

I \ '
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Abb. 4.3.3.3.: Kristallstruktur des DCCD inhibierten F; Komplexes aus Rinderherz-Mitochondrien, im
Querschnitt (nach Gibbons et al. 2000). Die katalytische Region stellt aufgrund ihrer GroBe (in grau) den
Hauptteil des Enzyms dar. Die in das Zentrum des o333 Hexagons hineinragende y Untereinheit ist in rot; die N-
und C-terminale Doméne der ¢ Untereinheit ist mit blau gekennzeichnet. Zu beachten ist die strukturelle Nihe
zwischen der N-terminalen Doméne der € Untereinheit und dem unteren Bereich der y Untereinheit. Diese Regi-

on der ¢ und y Untereinheit stellt die Verbindung zum Proteolipidring dar. Grafische Darstellung mit dem
SWISS-Pdb-Viewer (Version 3.7).
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Die Wichtigkeit einer stabilen Interaktion zwischen der y und € Untereinheit fiir die Funktion
der ATP-Synthase wurde im plastiddren (Steropopulos et al. 1994) und bakteriellen (Aggeler
et al. 1992; Skakoon, Dunn 1993) Enzym festgestellt. Es wurde dabei gezeigt, dass die Bin-
dung iiber die N—terminale Doméne der € Untereinheit erfolgt. Essentiell fiir die Interaktion
sind die Aminosduren: Serin, Threonin, Histidin in den Positionen 10, 38 und 43 (Tang, Ca-
paldi 1996). Diese biochemischen Daten wurden durch die Rontgenstrukturanalyse des F
Komplexes aus E. coli (Rodgers, Wilce 2000) und Rinderherz-Mitochondrien (Gibbons et al.
2000 - Abbildung 4.3.3.3.) bestétigt.

Die Literaturdaten beziiglich des Einflusses der ¢ Untereinheit auf die Bindung zwischen den
F; und Fy Teilkomplexen sind nicht einheitlich. Dunn et al. (1981) berichteten iiber die wich-
tige Rolle der ¢ Untereinheit bei der Bindung der F; Doméne an den in Liposomen integrier-
ten Fy Komplex. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der e-freie EF; Komplex aus E.
coli nicht an den EF, Teil des Enzyms band (Sternweis 1978, Sternweis et al. 1980). Fiir die
ATP-Synthase aus Bacillus thermophilus ist die Beteiligung der zwei Untereinheiten € und o
an der Verbindung der F; und F, Teilkomplexe beschrieben worden (Yosida et al. 1977). Im
Gegensatz dazu war fiir die Bindung des F; an den Fy Komplex aus Spinat-Chloroplasten die

Gegenwart der € Untereinheit nicht notwendig (Patrie, McCarthy 1984; Cruz et al. 1995).

3. Zur Erklarung der fehlenden Bindung der o333y Einheit an die F;-freien Thylakoidmem-
branen muB ferner beriicksichtigt werden, dass ein wesentliches Element der Verbindung zwi-
schen dem F; Kopfchen und dem Fy Komplex, ndmlich der so genannte periphere Stiel, fehlt.
Diese Verbindung wird von den & und b Untereinheiten gebildet. Durch deren Abwesenheit

konnte die beobachtete (Kap. 3.2.4) unterstiitzende Rolle der ¢ Untereinheit verbunden sein.

4.4 Interaktion zwischen den Untereinheiten im peripheren Stielbereich

Zusammen mit den Untereinheiten I und II (in Bakterien als b bezeichnet) formt die 6 Unter-
einheit den so genannten peripheren Stiel, der die zweite Verkniipfung des Fy Komplexes mit
dem katalytischen Kopfchen darstellt (Bottcher et al. 1998; Bottcher et al. 2000; Del Rizzo et
al. 2002; Mellwig et al. 2003). Durch diese Verbindung sollen die o und 3 Untereinheiten
gegen die rotierende Achse c,ey festgehalten werden (Kato—Yamada et al. 1998; Sambongi et
al. 1999; Andrews et al. 2001; Weber et al. 2003). Die Beteiligung der d Untereinheit an der

zweiten Verbindung setzt somit einen Kontakt zum Kopfchen des F; wie auch zum F voraus.
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4.41 Kontakt der 56 Untereinheit zum Fo Komplex

Die Ausbildung einer Bindung der & Untereinheit zum Fy Komplex ist durch die durchge-
fiihrten Rekonstitutionsexperimente (Kap. 3.3.1, Kap. 3.4 und 3.5) nachgewiesen worden; sie
implizieren eine Wechselwirkung zwischen der bakteriellen 8 Untereinheit aus Bacillus ther-

mophilus und dem plastidaren CFy, Komplex.

Abb. 4.4.1.1.: NMR-Struktur der N-terminalen Doméine der 8 Untereinheit aus E. coli (nach Wilkens et al.

1997). Das 134 Aminosdure lange Fragment ist aus 6 o- Helices aufgebaut. Graphische Darstellung mit dem
SWISS-Pdb-Viewer (Version 3.7).

Die Struktur der 6 Untereinheit aus NMR-spektroskopischen Untersuchungen ist teilweise
bekannt. Der N—terminale Bereich (134 Aminosduren) ist aus 6 a-Helices aufgebaut (Abb.
4.4.1.1.). Die C—terminale Doméne soll ebenso liberwiegend helikalen Charakter haben (Wil-
kens et al. 1997). Durch Kreuzvernetzung zweier in den Positionen 64 und 140 eingebauter
Cysteinreste ist die strukturelle Ndhe dieser beiden Doménen nachgewiesen worden (Ziegler
et al. 1994). Zwischen den einzelnen Organismen zeigt die 6 Untereinheit eine sehr niedrige
Ahnlichkeit in der Aminosiuresequenz (Dunn et al. 2000). Die Sequenzen der & Untereinheit
aus Spinat und Bacillus thermophilus weisen nur 36,3 % Identitdt auf (Abb. 4.4.1.2., berech-
net mit CLUSTALW)).

Die Resultate vieler Experimente zeigen eine wichtige Rolle der 6 Untereinheit in dem F;F
Grenzbereich. Yoshida et al. (1977) konnten die & Untereinheit aus Bacillus thermophilus an

71



Diskussion

dem in Liposomen eingebauten Fy Komplex binden. 1976 konnten Younis et al. an préparativ
gewonnenen Fi-freien Thylakoidmembranen aus Spinat die & Untereinheit alleine und in
Kombination mit anderen plastiddren F; Untereinheiten binden. Smith et al. (1975) und Futai
et al. (1974) berichteten von einer unterstiitzenden Rolle der & Untereinheit bei der Bindung
des o-freien F; an den F(in der ATP-Synthase aus E. coli.

Nelson et al. (1974) haben bei der homologen Rekonstitution des d-freien CF; mit dem mem-
branintegrierten CF, aus den Chloroplasten von Lactuca sp., Pisum sativum und Spinacia
oleracea in Anwesenheit von der & Untereinheit deutlich hohere Photophosphorylierungsraten
gemessen. Engelbrecht et al. (1988) und Andreo et al. (1982) berichteten, dass ohne die &
Untereinheit zwar eine strukturelle, aber keine funktionelle Rekonstitution des CF; mit dem
CFj durchgefiihrt werden konnte. Dagegen konnten Patrie et al. (1984) in einem ohne Anwe-
senheit der 0 Untereinheit rekonstituierten plastiddren CF;(-0)CF, Komplex teilweise die

Photophosphorylierung wiederherstellen.

Spinacia ASKLTAKPRGGALGTRMVDSTASRYASALADVADVTGTLEATNSDVEKLIRIFSEE-PVY 59
Bacillus —-——————————---—- MNQEVIAKRYASALFQIALEQGQLDRIEEDVRAVRQALAENGEFL 45

K _KKKKKK ook * k. ckKk L e e ek
Spinacia YFFANPVISIDNKRSVLDEIITTSGLOPHTANFINILIDSERINLVKEILNEFEDVEFNKI 119
Bacillus SLLSYPKLSLDQKKALIREAFAG--VSTPVONTLLLLLERHRFGLVPELAGTVSRPRSTT 103

X ek ekoekeooeo Kk oo . * . ek oo ke Kk ke

Spinacia T-GTEVAVVTSVVKLENDHLAQIAKGVQKITGAKNVRIKTVIDPSLVAGFTIRYGNEGSK 178
Bacillus ARGIAKAVAYSGAASTDEELRALSDVFAQKVGKQTLEIENIIDPELIGGVNVRIGN---R 160

* * % * o« o Kk .. . * . o« Kk e e kkKk ke Kk «k kK

Spinacia LVDMSVKKQLEEIAAQLEMDDVTLAV 204
Bacillus IYDGSVSGQLERIRRQLIG-——-—-——--— 179

* kK * Kk Kk K * x

Abb. 4.4.1.2.: Aminosiuresequenzvergleich der bakteriellen und plastidiren & Untereinheit der ATPase
aus Bacillus thermophilus (Ohta et al. 1988) und Spinacia oleracea (Bichler et al. 1990). Sequenzvergleich
durch CLUSTALW (Version 1.82).

Untersuchungen zur Identifizierung der Kontaktstellen weisen darauf hin, dass die Interaktion
zwischen der & Untereinheit und dem Fy Komplex iiber eine Verbindung mit den Unterein-
heiten I und II (in Bakterien b und b*) realisiert wird (Dunn et al. 2000). Die strukturelle Néhe
der beiden Untereinheiten (I und &) konnte durch die Bildung von Nulllingen-

Kreuzvernetzungen in der chloroplastididren ATPase gezeigt werden (Beckers et al. 1992).
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In der mitochondriellen ATP-Synthase haben Joshi et al. (1997) und Mao et al. (1997) durch
in die C—terminale Domine der 6 Untereinheit eingefiihrte Deletionen, diese Region als die
fiir den Kontakt mit der Untereinheit b zustdndig identifiziert.

Collinson et al. 1994 konnte durch Rekonstitution und Isolation des entstandenen Teilkom-
plexes die Interaktion des & Untereinheitendquivalents, OSCP, mit der b Untereinheit experi-
mentell nachweisen.

Beim Bakterium E. coli wurde die Wechselwirkung der beiden Untereinheiten iiber eine ana-
lytische Ultrazentrifugation untersucht (Dunn et al. 1998). Der ermittelte Sedimentationskoe-
fizient des b(34-156) & Teilkomplexes wies auf eine Bindung der beiden Untereinheiten an
thren Enden und nicht auf einen seitlichen Kontakt hin. Durch diese Art der Verbindung
konnte die notwendige Linge von mehr als 125 A erreicht werden um als zweite Stiel dienen
zu konnen (Dunn 2000). SchlieBlich ist in vivo auch die Beteiligung der 6 Untereinheit an der
Verbindung des Fy Komplexes mit dem F; Kopfchen mit Hilfe des two—hybrid Systems aus
Hefe gezeigt worden (Sawada et al. 1997).

4.4.2 Kontakt des zweiten Stiels mit den Untereinheiten des katalytischen Zen-

trums

Wie im Ergebnisteil (Kap. 3.3.3) beschrieben, konnte keine Bindung der o und B Unterein-
heiten aus Bacillus thermophilus an die Fi-freien Thylakoidmembranen beobachtet werden. In
Gegenwart der & Untereinheit wurde dagegen eine Bindung der o Untereinheit gezeigt. Die 3
Untereinheit band dagegen nur, wenn aufler der § Untereinheit auch o anwesend war (Kap.
3.3.3).

Die Resultate belegen die Rolle des 6-a Kontaktes fiir die Funktion des peripheren Stiels.
Verschiedene Kreuzvernetzungsexperimente (Mendel-Hartvig et al. 1991; Tozer et al. 1986;
Bragg et al. 1986) bestitigen die strukturelle Ndhe und den moglichen Kontakt zwischen den
beiden Proteinen. Durch diese Untersuchungen und durch Mutagenesestudien wurden die N—
terminalen Doménen beider Untereinheiten als die fiir diese Bindung zustindigen identifiziert.
Die ersten 30 Aminosduren an dem N-Terminus von der a Untereinheit und die ersten 15
Aminosduren der N—terminalen Doméne der & Untereinheit wurden dafiir als essentiell be-
schrieben (Dunn et al. 1980; Maggio et al. 1988).

Durch Immunoelektronenmikroskopie (Wilkens et al. 2000) und Fluoreszenzresonanzverfah-

ren (Engelbrecht et al. 1998) wurde die Position der & Untereinheit am apikalen Pol des asf3;
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Hexagons bestimmt. Damit wurde zusétzlich auch die strukturelle Nahe der 6 Untereinheit zur
N-terminalen Doménen der a Untereinheit bewiesen.

Offen bleibt bei der Bindung der 6 Untereinheit derzeit, ob es sich um eine Wechselwirkung
mit allen drei a Untereinheiten des katalytischen Zentrums oder um eine Wechselwirkung mit
nur einer handelt. Héseler et al. (1999) postulieren einen Kontakt mit nur einer oo Unterein-
heit. Wilkens et al. (2000) halten dagegen aufgrund der Position der & Untereinheit auf der
Spitze des asB; Hexagons, einen Kontakt mit allen drei o Untereinheiten, die zusammen eine
Kontaktstelle bilden kénnten, fiir wahrscheinlicher.

Lill et al. (1996) fanden nach Einbau von Cysteinen in verschiedenen Positionen der 6 Unter-
einheit neben Kreuzvernetzungen mit der o Untereinheit auch eine mit der Position 62 der 3
Untereinheit. Hierbei scheint es sich anhand der eigenen Resultate jedoch nicht um eine na-

tiirliche Bindung zu handeln, die zur Interaktion zwischen 6 und o333 wesentlich beitragt.

4.4.3 Affinitat der bakteriellen 3 Untereinheit zum chloroplastidaren F, Kom-

plex

Zur Charakterisierung der Interaktion zwischen der & Untereinheit des bakteriellen Enzyms
aus Bacillus thermophilus und dem plastiddren Fy Komplex aus Spinat wurde die Dissoziati-
onskonstante der F¢-0 Verbindung bestimmt (Kap. 3.3.2). Der ermittelte Wert liegt bei 9 bis
12 uM (10,5 uM £ 1,5 puM) und stimmt mit dem von Dunn und Chandler (1998) fiir die bd
Verbindung in der ATP-Synthase aus E. coli ermittelten Wert iiberein. Die mit Hilfe einer
analytischen Ultrazentrifugation bestimmte Dissoziationskonstante fiir die Interaktion der
beiden isolierten Proteine liegt zwischen 5 bis 10 uM.

Fiir die Verbindung der 6 Untereinheit mit dem o333 Subkomplex wurden, abhéngig von der
angewendeten Methode, Dissoziationskonstanten von 100 nM (Wagner et al. 1988) oder we-
niger als 0,8 nM (Hésler et al. 1999). K4-Werte fiir andere Ligand-Rezeptor-Interaktionen
liegen ebenfalls im nanomolaren Bereich und betragen z.B. fiir Angiotensin 1,7 nM (Ishida et
al. 1999) und fiir Ferritin 4,7 nM (Hulet et al. 1999). Fiir ein Antikérper-Ribosom Bindungs-
paar wurde sogar eine Dissoziationskonstante von nur 0,04 nM ermittelt (Hanes et al. 1998).
Eine von Dunn et al. (1998) diskutierte Moglichkeit zur Kompensation der niedrige Affinitét
der 6 Untereinheit zum Fy Komplex konnte in einem zusétzlichen Kontakt der b Untereinheit
mit dem asf; Teilkomplex liegen. Sie beobachteten eine Kreuzvernetzung zwischen der b

Untereinheit und den a und 8 Untereinheiten. Dem widersprechen jedoch die eigenen Ergeb-
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nisse, die gezeigt haben, dass weder o noch 3 alleine an den membranintegrierten Fy bindet
und die Beobachtungen, dass der d-freie F; Komplex mit dem Fy-Teil des Enzyms keine sta-
bile Bindung eingehen kann (Wilkens et al. 1997; Sawada et al. 1997). Diese Daten implizie-
ren, dass wenn eine direkte Verbindung vorhanden sein sollte, diese von geringerer Bedeu-
tung ist.

Nach verbreiteter Auffassung soll der zweite Stiel dem wéhrend der Katalyse auftretenden
Drehmoment der y Untereinheit entgegenwirken. Das iiber Rotationsexperimente ermittelte
Drehmoment betrdgt 40 pN " nm (Noji et al. 1997; Yasuda et al. 1998), was bei einem 120°
Rotationswinkel der y Untereinheit einem Wert von ungefihr 50 kJ mol™ entspricht (Hasler et
al. 1999). Man miifite erwarten, dass bei der angenommenen Funktion des zweiten Stiels die
freie Energie sowohl der &-b als auch der 8-o3B; Verbindungen groBer ist als die fiir das
Drehmoment des Rotors. Dies ist flir die Bindung der 6 Untereinheit an den o333 Subkomplex
der Fall, wenn die niedrigste Dissoziationskonstante von 0,8 nM (Hésler et al. 1999) zu Grun-
de gelegt wird; sie entspricht einem AG” von 51,9 kJ mol™. Die anhand der Formel AG = - RT
In K4 (R — Gaskonstante: 8,3145 J/(mol " K); T — Temperatur 298 K) aus dem Wert der eige-
nen Dissoziationskonstante (Kap. 3.3.2.) berechnete freie Energie der Verbindung zwischen
der & Untereinheit und dem Fo Komplex liegt dagegen bei 28,4 kJ mol™ (+ 0,4). Sie wiirde
nicht ausreichen, um dem Drehmoment des Rotors zu widerstehen.

Untersuchungen von Suzuki et al. (2000) implizieren dagegen, dass die Verbindung b-0 stark
genug sein konnte. Suzuki et al. exprimierten einen o333y0eb, Komplex aus Bacillus thermo-
philus, deren b Untereinheit nur aus der cytoplasmatischen Doméne mit zusétzlich eingebau-
ten Cysteinen am N-Terminus bestand. Zwischen den eingefiihrten Cysteinen und dem Cy-
stein 109 der y Untereinheit wurde anschlieend eine kovalente Kreuzvernetzung erzeugt, die
in einem vollstandigem Verlust der ATPase-Aktivitit resultierte. Weitere Behandlung mit
dem Detergens Lauryldimethylaminoxid (LDAO) fiihrte zur Trennung der Verbindung zwi-
schen der b und & Untereinheit und einer Wiederherstellung der Hydrolyse-Aktivitét. In wie
weit diese an einem nicht unerheblich modifizierten Modellsystem erzielten Ergebnisse aus-
sagekriftig sind, muf} allerdings zunéchst offen bleiben.

Ungeklért ist auch, ob der durch Rotationsexperimente mit Teilkomplexen in vitro bestimmte
Drehmoment dem in Vollstindigen entspricht.

Des Weiteren wurden in den von Noji et al. (1997) beschriebenen Rotationsexperimenten
neben den Aktinfilamenten mit dem Drehmoment von 40 pN nm rotierenden y Untereinheit

auch welche mit einem geringeren Drehmoment von weniger als 23 pN "nm beobachtet. Eine
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dhnliche Streuung wurde von Hisabori et al. (1999) fiir die y Untereinheit im CF; gesehen.
Das Drehmoment lag hier zwischen 20 und 40 pN ' nm. Bei einem Drehmoment von 20 pN -
nm (entspricht 25 kJ mol™) wire die in dieser Arbeit ermittelte Stirke der 5-b Verbindung von
28,3 kJ mol ™! ausreichend.

Der zweite Stiel wird zum groflen Teil von der cytoplasmatischen Doméne der b Untereinheit
gebildet. Dieser durchspannt als eine a-helikale Struktur einen relativ langen Bereich von ca.
40 - 45 A von der Membranoberfliche bis zur Spitze des o33 Hexagon (Capaldi et al. 1994).
Mutagenesestudien in der cytoplasmatischen Domédne der b Untereinheit aus E. coli weisen
auf eine Flexibilitit des zweiten Stiels hin. Die b Untereinheit konnte um 11 Aminosduren
deletiert werden, was einer Verkiirzung um ca. 16 A entspricht, ohne die ATPase-Aktivitit
des Enzyms zu beeintriachtigen (Sorgen et al. 1998). Insertionen von sieben Aminosiduren
resultierten in einem normalen Phénotyp. Mutanten mit Insertionen zwischen 11 und 14
zeigten keine signifikante Auswirkung auf die ATP getriebene Protonentranslokation. Eine
Verlingerung um ca. 20 A (ca. 50 % der Linge des zweiten Stieles) durch Insertion von 14
Aminosduren wirkten sich lediglich auf die Expression des Enzyms in der Membran der
Bakterien aus (Sorgen et al. 1999). Diese Experimente weisen darauf hin, dass der zweite
Stiel keine starre Struktur darstellt. Eine starre Struktur wiirde durch die eingefiigten Insertio-
nen bzw. Deletionen die Struktur des Enzymkomplexes extrem verzerren, was zu einer Be-
eintrachtigung der Funktion fithren wiirde.

Untersuchungen von Capaldi et al. (2000) unterstiitzen die Aussage von Suzuki et al. (2000)
tiber die Flexibilitdt der b Untereinheit. Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen
konnte an solubilisierten ATP-Synthasen aus E. coli in Anwesenheit von AMP-PNP-Mg"™
(,,ATP-Zustand*) eine Verkiirzung des Enzyms um ca. 10 % (entspricht 15 — 20 A) im Ver-
gleich zu den mit ADP-Mg™ inkubierten beobachtet werden. Dieser Effekt ist auf eine Nu-
kleotid-abhiingige Anderung der Linge des peripheren und des zentralen Stiels zuriickzufiih-
ren. Im ,,ATP-Zustand* lagen das o333 Hexagon und der Fy so nah beieinander, dass der peri-
phere und der zentrale Stiel nur schwach zu beobachten waren.

Auch die Hypothese der ,.elastischen* ATPase von Cherepanov et al. (1999) basiert auf den
Eigenschaften der b Untereinheit. Laut dieser These wird die Energie jeder 30°-Drehung des

Proteolipidringes relativ zur Untereinheit a als Spannung im b,3-Stators gespeichert.

In diesem Kapitel wurden einige funktionelle Aspekte sowie Eigenschaften des zweiten Stiels
in Bezug auf die fiir die 6-b Interaktion ermittelte Dissoziationskonstante diskutiert. Unter der

Annahme eines Drehmomentes des Rotors von 40 pN " nm (Noji et al. 1997) ist die in dieser
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Diskussion

Arbeit ermittelte d-b Bindungsenergie nicht grofl genug, um dem Drehmoment entgegenzu-
wirken. Somit kann der K4-Wert keine Bestétigung fiir die Stator — Funktion darstellen. An-
hand der zurzeit bekannten Literaturdaten ist es jedoch nicht mdglich eine eindeutige Aussage
iiber die fiir eine Stator — Funktion erforderliche 6-b Bindungsenergie zu treffen. Ob bei der
Interaktion mit der & Untereinheit die von Sorgen et al. (1998) beschriebene hohe Flexibilitit

der b Untereinheit eine Rolle spielen konnte, bleibt noch zu erforschen.
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Zusammenfassung

5.0 Zusammenfassung

Fir die Funktion der ATP-Synthase stellt der Grenzbereich zwischen dem
protonentranslozierenden Fy Teil und dem katalytischen F; Komplex eine herausragende
Rolle dar. Durch hochauflésende Elektronenmikroskopie wurden in dieser Region zwei
Strukturen identifiziert, die man als zentralen und peripheren Stiel bezeichnet.

Der zentrale Stiel wird aus den F; Untereinheiten y und ¢ gebildet; an der Ausbildung des
peripheren Stiels sollen die beiden Fy, Untereinheiten b (bzw. b; und b,) sowie die F,
Untereinheit & beteiligt sein. Im derzeit géngigen Funktionsmodell der ATP-Synthase bildet
der zentrale Stiel zusammen mit dem Proteolipid-Zylinder den Rotor, der periphere Stiel
zusammen mit der Untereinheit a des Found dem o333-Kopfchen des F; den Stator.

Trotz intensiver Bemiithungen konnte bisher noch keine vollstindige Strukturanalyse des
Enzyms erhalten werden. Viele Details aus dem betrachteten Grenzbereich sind daher

unbekannt.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente hatten als Ziel, die Bedeutung der kleinen F,
Untereinheiten y, 0 und & genauer zu erforschen. Hierfiir wurden durch Bindungen von
isolierten Untereinheiten oder von Kombinationen dieser Untereinheiten an Fi-freie, den
vollstindigen F, enthaltenden Chloroplastenthylakoide verschiedene F;F, Teilkomplexe
rekonstituiert. Die Thylakoidmembran diente als Matrix fiir die korrekte Assemblierung. Die
erhaltenen Komplexe wurden anschlieend durch Detergenzien aus der Membran extrahiert
und solubilisiert, durch Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten isoliert und mit Hilfe

der SDS-PAGE-Elektrophorese und Western Blot analysiert.

Da bekannt war, dass Untereinheiten der ATP-Synthase aus verschiedenen Organismen
funktionsfahige Hybridkomplexe bilden kdnnen, wurden zumeist die leicht zugénglichen und

stabilen Polypeptide aus der ATP-Synthase des Bakterium Bacillus thermophilus verwendet.

Fiir die ¢ Untereinheit wurde eine stabile Bindung mit dem F, Komplex nachgewiesen.
Weitere Experimente mit einem Fragment der € Untereinheit ergaben, dass die N-terminale

Domine fiir die Verbindung verantwortlich ist. Auch die y Untereinheit bindet alleine an den

CF,.

Durch gleichzeitige Inkubation der y und der € Untereinheit mit den F;-freien

Thylakoidmembranen konnte ein CFy-ye Teilkomplex gewonnen werden. Fiir die Bindung der
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Zusammenfassung

o3P3y Einheit an den plastidiren Fy Komplex war die Anwesenheit der ¢ Untereinheit

essentiell.

Die o Untereinheit allein bindet ebenfalls an den F;-freien membranintegrierten CF
Komplex. Die ndhere Charakterisierung der 6-F, Interaktion ergab eine Dissoziations-
konstante von 10,5 uM (£ 1,5). Die Bindungsenergie reicht nicht aus, um dem vermuteten
Drehmoment des Rotors von 40 pN nm (Noji et al. 1997) entgegenzuwirken. Aus diesen
Ergebnissen kann daher keine Bestdtigung fiir die angenommene Funktion des peripheren

Stiels abgeleitet werden.

In Rekonstitutionsexperimenten zur Interaktion zwischen der & Untereinheit und den
Untereinheiten der katalytischen Region wurde ein stabiler Kontakt zwischen den
Untereinheiten 6 und o identifiziert; zwischen 6 und [ konnte keine stabile Bindung

beobachtet werden.

Mit der Bindung der bakteriellen 6 und € mit der plastiddren y Untereinheit an die F; freien
Thylakoidmembranen gelang es im weiteren, den gesamten Grenzbereich von der

Membranseite her darzustellen.

AbschlieBend konnte mit den bakteriellen o, B,  und € Untereinheiten zusammen mit der
plastiddren y Untereinheit und dem CF, die gesamte membranintegrierte ATP-Synthase

rekonstituiert werden.
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