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1. Allgemeine Einleitung

1.1. Die Struktur und Funktion des Chloroplasten

Pflanzen, Algen und sogar einige marine Mollusken und parasitdre Protisten beherbergen
semiautonome Organellen, die Plastiden (Wise, 2007). Sie unterscheiden sich in héheren
Pflanzen zum Teil erheblich in ihrer Funktion. Leukoplasten sind nichtpigmentierte Plastiden,
in denen Lipide und Ole (Elaioplast) bzw. Starke (Amyloplast) synthetisiert und verstérkt
gespeichert werden. Chromoplasten hingegen enthalten einen hohen Anteil an Carotinoiden
und kommen hauptsachlich in Frichten und Bluten, aber auch in Blattern und einigen
Wurzeln vor. Sie dienen primér als visuelles Signal fur Pollen und Friichte sammelnde
Organismen.

In photoautotrophen Eukaryoten liefert der Chloroplast einen essentiellen Beitrag zum
Energiehaushalt der Zelle. Als Ort der Photosynthese macht er Licht und atmospharisches
Kohlenstoffdioxid in Form von chemischer Energie und Kohlenhydraten fiir die Zelle nutzbar.
Neben der Photosynthese erflllt der Chloroplast mit der Synthese von Fettsduren und
Lipiden, Aminoséduren, Purinen und Pyrimidinen, Chlorophyll und Antioxidantien eine Vielzahl
von weiteren Funktionen (Neuhaus and Emes, 2000; Finkemeier and Leister, 2010).
Chloroplasten entwickeln sich durch Lichteinwirkung aus Proplastiden, den undifferenzierten
Vorlaufern der Plastiden (Possingham, 1980). In Abwesenheit von Licht bilden sich zunachst
nichtpigmentierte Etioplasten, die sich nach Lichtzufuhr in Chloroplasten umwandeln (Waters
and Langdale, 2009).

Im ausdifferenzierten Zustand beherbergt der Chloroplast héherer Pflanzen ein komplexes
Membransystem. Eine duBere und innere Hilllmembran grenzen ihn zum Zytoplasma ab.
Uber verschiedene Translokationsmaschinerien werden selektiv Metaboliten und Proteine
zwischen Zytosol und Stroma transportiert (Soll and Schleiff, 2004; Weber et al., 2005; Li
and Chiu, 2010). Zwischen aufierer und innerer Hillmembran liegt der Intermembranraum.
Er bildet zusammen mit dem Lumen und dem Stroma die drei Kompartimente des
Chloroplasten.

Neben der kompletten Transkriptions- und Translationsmaschinerie der plastidaren Gen-
expression und einer Vielzahl von metabolischen Proteinen sind im Stroma alle Enzyme der
photosynthetischen ,Dunkelreaktion® (Calvin-Benson Zyklus) lokalisiert.

Das Lumen wird von einem in sich geschlossenem System aus Thylakoidmembranen
umhllt. Man unterscheidet zwei Formen von Thylakoiden, den stapelartig angeordneten
Grana und den ungestapelten Stromathylakoiden (zusammengefasst in Nevo et al., 2012).
Die an der photosynthetischen Lichtreaktion beteiligten Komponenten sind differentiell
innerhalb der Thylakoidmembran verteilt. Das Photosystem Il (PSIl) ist in den Grana

lokalisiert, wahrend das Photosystem | (PSI) und die ATP-Synthase hauptsachlich in den
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Stromathylakoiden angesiedelt sind. Der Cytochrom bgf-Komplex (Cyt bsf-Komplex) ist
hingegen in Stroma- und Granathylakoiden in etwa gleich verteilt (zusammengefasst in Nevo
et al., 2012). Diese laterale Heterogenitat ergibt sich aus der Konzeption der einzelnen
photosynthetischen Komponenten und ist eng an die Redoxreaktionen der Photosynthese
gekoppelt (Ryie et al., 1980; Albertsson et al., 2001).

In der lichtabhé&ngigen Reaktion der Photosynthese wird Lichtenergie in Form des
Reduktionsaquivalents NADPH und ATP chemisch gebunden (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der photosynthetischen Elektronentransportkette und ATP-Synthase
aus hoheren Pflanzen (modifiziert von Allen et al., 2011). Die Wege der Protonen und Elektronen Uber die
Thylakoidmembran sind durch Pfeile gekennzeichnet. Plastidar kodierte Proteine sind in griin, nuklear kodierte
Proteine in orange dargestellt.

Im PSII wird ein Elektron des Chlorophyllpaar P680 durch die Einwirkung von Photonen auf
ein héheres Energieniveau angehoben und eine primére Ladungstrennung initiiert. Uber
verschiedene Zwischenakzeptoren werden zwei Elektronen auf das stromal lokalisierte
Plastochinon {bertragen und reduzieren es dadurch zu Plastochinol. Die durch die
Ladungstrennung entstandene Elektronenliicke am P680" wird mit einem Elektron aus der
Oxidation von Wasser durch den Wasserspaltungsapparat wieder aufgefillt. Diese Reaktion
findet an der luminalen Seite der Thylakoidmembran statt und setzt Sauerstoff frei.

Vom Plastochinol werden die Elektronen Uber den Cyt bgf~Komplex auf Plastocyanin
Ubertragen. Der luminale Elektronenakzeptor transferiert Elektronen zum oxidierten PSI,
wodurch die dort entstandene Elektronenliicke wieder aufgeflllt wird. Verursacht wurde sie
durch eine weitere Ladungstrennung am Chlorophyllpaar P700 im Reaktionszentrum des
PSI. Die von PSI abgegebenen Elektronen werden Uber Ferredoxin auf den Endakzeptor
NADP® (ibertragen. Diese Reaktion wird durch die Ferredoxin-NADPH-Oxidoreduktase
(FNR) katalysiert.
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Durch die Elektronentransportkette wird ein elektrochemisches Potential zwischen Stroma
und Lumen aufgebaut, das als protonenmotorische Kraft bezeichnet wird (zusammengefasst
in Nelson and Ben-Shem, 2004). Der Ruckfluss der Protonen in das Stroma treibt die ATP-
Synthase an (Abb. 1). Sie katalysiert die ATP-Synthese aus ADP und anorganischem
Phosphat.

Neben dem linearen Elektronentransport existieren mit dem zyklischen Elektronentransport
und der Photoreduktion von Sauerstoff um PSI, sowie dem Q-Zyklus im Cyt bgf~Komplex
alternative Elektronentransportwege (Mehler, 1951; Mehler and Brown, 1952; Osyczka et al.,
2005; Forquer et al., 2006). Mit Hilfe dieser Mechanismen kann je nach Umweltbedingung
das Verhaltnis zwischen ATP und NADPH ausbalanciert bzw. der photosynthetische Apparat
vor Schadigung durch Licht geschiitzt werden (Kramer et al., 2004).

Im Calvin-Benson-Zyklus wird Kohlenstoffdioxid fixiert und unter Verbrauch von ATP und
NADPH zu Kohlenhydraten umgesetzt (Bassham et al., 1950; Calvin, 1962).

1.2. Die Evolution des Chloroplasten

Chloroplasten entwickelten sich aus einem cyanobakteriendhnlichen Prokaryoten, der vor
etwa 1.5-1.6 Milliarden Jahren durch einen eukaryotischen Organismus phagocytiert wurde
(Hedges et al., 2004; Yoon et al., 2004). Infolge dieses primaren endosymbiotischen
Ereignisses bildeten sich drei distinkte Linien phototropher Eukaryoten: die Glaukophyten,
Rhodophyten (Rotalgen) und Chlorophyten (Griinalgen), aus denen spater die Landpflanzen
hervorgingen.

Sowohl in der Linie der Rotalgen als auch bei den Griinalgen kam es zu weiteren
endosymbiotischen Ereignissen (sekunddre Endosymbiose), bei denen ein nichtphotosyn-
thetischer eukaryotischer Organismus eine Rot- bzw. Griinalge aufgenommen hat. Wahrend
der Plastid nahezu in seiner urspriinglichen GréRRe erhalten blieb, weist meist nur noch eine
dritte bzw. vierte den Plastiden umschlieRende Membran auf den Prim&rwirt hin. Bei den
Kryptomonaden sind auflerdem noch die Reste des primaren Wirtzellkerns in Form des
,Nukleomorph’ erhalten (Nisbet et al., 2004). Sekundére Endosymbiose wird als Ursache der
hohen Artendiversitat der Algen angesehen (Yoon et al., 2002). Diese Vielfalt wird von den
zahlreichen Vertretern innerhalb der Dinoflaggelaten ergénzt, welche durch tertidre Endo-
symbiose entstanden sind.

Plastiden besitzen wie ihr cyanobakterieller Vorlaufer ein zirkuldares Genom, das Plastom.
Vergleicht man die GréRRe des Genoms, offenbaren sich jedoch groRe Unterschiede. Das
Plastom von Landpflanzen umfasst mit durchschnittlich 75 bis 80 proteinkodierenden Genen

(Timmis et al., 2004) nur einen geringen Teil des Genoms heute lebender Cyanobakterien
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(3168 ORFs in Synechocystis sp. PCC6803 (Kaneko et al., 1996) bzw. 7120 ORFs in
Anabena sp. PCC (Kaneko et al., 2001)). Im Laufe der Evolution wurde das Genom des
Endosymbionten durch Genverlust und horizontalen Gentransfer in den Wirtskern massiv
reduziert (Martin et al., 1998; Timmis et al., 2004). Etwa 18% des Genoms von Arabidopsis
thaliana (A.thaliana) sind prokaryotischen Ursprungs, wobei der Giberwiegende Anteil cyano-
bakteriellen Ursprungs ist (Martin et al.,, 2002). Im Plastom sind lediglich Gene fir die
Komponenten des Photosyntheseapparates, sowie der Transkriptions- und Translations-
machinerie verblieben (Martin et al., 2002; Timmis et al., 2004).

In Anbetracht des massiven Transfers von endosymbiotischem Genmaterial stellt sich die
Frage nach der Notwendigkeit fiir die Erhaltung des Plastoms. Die Regulation der
plastidaren und nukledren Genexpression erfordert schliefdlich ein hohes Mal an Ko-
ordination und Kosten flir die Zelle. Eine mdgliche Antwort gibt die CORR-Hypothese (Co-
location for Redox Regulation) (Allen, 1993; Allen, 2003). Sie besagt, dass bestimmte Gene
im Plastom erhalten wurden, um schnell und direkt auf Anderungen des Redoxpotentials, in
Folge von sich stetig verdandernden Umweltbedingungen, reagieren zu kénnen und damit das
Redoxgleichgewicht zu erhalten. Die Expression dieser Gene ist redoxgesteuert und die
Genprodukte selbst sind in Redoxreaktionen involviert. Eines dieser Genprodukte ist das D1
Protein im Reaktionszentrum von PSIl. Es wird in Abhangigkeit von Licht sehr schnell
geschadigt und muss in Folge dessen stidndig ausgetauscht werden. Die Synthese ist
redoxreguliert und stellt somit sicher, dass die bendétigte Menge fiir den Austausch

bereitgestellt wird (zusammengefasst in Allen, 2003; 2011).

1.3. Der Proteinimport in den Chloroplasten

Die geringe Anzahl der proteinkodierenden Gene steht in starkem Kontrast zu den 3500 bis
4000 im Chloroplasten lokalisierten Proteinen (Soll and Schleiff, 2004). Der Hauptanteil
dieser Proteine ist im Zellkern kodiert und muss nach der Translation im Zytoplasma in den
Chloroplasten transportiert werden. Ein chloroplastidares Transitpeptid (cTP) am Amino-
terminus des Proteins ermdéglicht den energieabhangigen Transport Gber den TOC (Trans-
locon at the Outer envelope membrane of Chloroplasts)/ TIC (Translocon at the Inner
envelope membrane of Chloroplast)-Apparat durch die dufiere und innere Hillmembran in
den Chloroplasten (Soll and Schleiff 2004; Li and Chiu, 2010). Darliber hinaus werden einige
wenige Proteine (ber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat in den
Chloroplasten transportiert (Villarejo et al., 2005; Nanjo et al., 2006; Radhamony and Theg,
2006; Kitajima et al., 2009). Im Stroma wird das Transitpeptid durch eine Peptidase (SPP,

Stromal Processing Protease; Richter et al., 2005) abgespalten.
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Einige Proteine missen danach zur Thylakoidmembran bzw. ins Lumen transportiert
werden. Man unterscheidet mindestens vier Typen des intraplastiddren Proteintransports:
Durch die spontane Insertion und den GTP-abhdngigen SRP(Signal Recognition Particle-
dependent)-Weg inserieren Proteine in die Thylakoidmembran, wéhrend sie tber den TAT
(Twin—Arginin Translocase)- bzw. sekretorischen(Sec) Weg ins Lumen transportiert werden.
Die Mitglieder der LHCP-Familie (Light-Harvesting Chlorophyll a/b-binding Protein)
inserieren Uber den SRP-Weg in die Thylakoidmembran (Cline, 1986; Schinemann, 2004;
Luirink and Sinning, 2004). Im Stroma binden die |8slichen Proteine cpSRP54 und cpSRP43
das Zielprotein und transportieren es zur Membran (Schiinemann et al., 1998). Dort wird das
LHC-Protein vom pheripheren Rezeptor cpFtsY Ubernommen und inseriert Gber Alb3 in die
Membran (Kogata et al., 1999; Moore et al., 2000; Bals et al., 2010).
Die spontane Insertion scheint hingegen keine stromalen oder membranassoziierten
Komponenten zu erfordern (Tissier et al., 2002; Mant et al., 2001). Ein geringer Anteil der auf
diesem Weg inserierten Proteine besitzt ein zweiteiliges Signalpeptid, das neben dem Import
in den Chloroplasten auch den Transport zur Membran dirigiert (Tissier et al., 2002).
Der Transport ins Lumen erfordert ebenfalls ein zweiteiliges Transitpeptid. Uber den TAT-
Weg werden Proteine im gefalteten Zustand im Beisein ihrer Co-Faktoren in Abhangigkeit
des Protonengradienten der Thylakoidmembran transportiert (zusammengefasst in Albiniak
et al., 2012).
Im Sec-Weg interagiert das I6sliche Stromaprotein SecA mit dem ungefalteten Zielprotein
und transportiert es in einem ATP-abhangigen Schritt mit durch die Thylakoidmembran
(zusammengefasst in Albiniak et al., 2012). Der Translokationskanal wird vermutlich durch

die Proteine SecY und SecE gebildet.

1.4. Die plastiddre Genexpression

Die Aufrechterhaltung der Organellenfunktion erfordert ein hohes Mal an Koordination
zwischen Nukleom und Plastom. Im Laufe der Evolution entwickelte sich daher ein kom-
plexes Netzwerk aus retrograden (Plastid zu Zellkern) und anterograden (Zellkern zu Plastid)
Signalwegen, worlber Plastiden und Zellkern miteinander kommunizieren (Woodson and
Chory, 2008; Abb. 2).

Die duale Konzeption der photosynthetischen Elektronentransportkette verdeutlicht die
Notwendigkeit dieses Austausches. Sie besteht aus kern- und plastomkodierten Einheiten
(Abb. 1), die zur richtigen Zeit und im richtigen stéchiometrischen Verhaltnis bereitgestellt
werden missen. Eine essentielle Rolle innerhalb der Thylakoidmembranbiogenese nehmen

kernkodierte Hilfs- und Assemblierungsfaktoren ein (zusammengefasst in Meierhoff and
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Abb. 2: Regulationsebenen der plastidiren Genexpression. Exogene und endogene Signale steuern die
plastidare und nukledre Genexpression héherer Pflanzen. Untereinander nehmen Zellkern und Chloroplast tiber
retrograde und anterograde Signale gegenseitig Einfluss. Zahlreiche kernkodierte Faktoren werden im Zytosol
translatiert, anschlieBend in den Chloroplasten transportiert und regulieren dort die Genexpression (Lyska et al.,
2012).

Westhoff, 2011; Lyska et al., 2012). Sie regulieren die plastiddre Genexpression auf Ebene
der Transkription, der Transkriptreifung sowie bei der Translation und Assemblierung von

Proteinkomplexen (Abb. 2).

1.4.1. Verschiedene Polymerasen steuern die Transkription im Chloroplasten

Die plastidare Transkription wird in hdheren Pflanzen durch zwei kern(NEP; Nuclear
Encoded RNA-Polymerase)- und eine plastidar(PEP; Plastid Encoded RNA-Polymerase)-
kodierte RNA-Polymerase ausgefiihrt (Lerbs-Mache, 1993; Mullet, 1993; Hajdukiewicz et al.,
1997).

Die kernkodierten Polymerasen sind monomere, bakteriophagendhnliche RNA-Polymerasen
(Lerbs-Mache, 1993; Courtois et al.,, 2007; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007), die
vermutlich durch Genduplikation der mitochondrialen RNA-Polymerase entstanden sind
(Hedtke et al., 1997, 2000). Sie transkribieren hauptsachlich Hauswirtschaftsgene in der
frihen Phase der Plastidenentwicklung (Lerbs-Mache, 1993; Mullet, 1993; Hajdukiewicz et
al., 1997; Hess und Bérner, 1999). Ein weiteres Ziel ist das rpoB-Operon, das fir drei der
vier PEP Untereinheiten kodiert (Hajdukiewicz et al., 1997; Hibschmann and B&rner, 1998).

In Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas) konnten bisher keine kernkodierten
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plastidar lokalisierten RNA-Polymerasen identifiziert werden, jedoch in Moosen und héheren
Pflanzen (Weihe et al., 1997; Hedtke et al., 1997; Young et al., 1998; Chang et al., 1999;
lkeda and Gray, 1999). Im Zellkern von A.thaliana sind drei RNA-Polymerasen (RpoTp,
RpoTm, RpoTmp) mit Organellenlokalisation kodiert. Wahrend RpoTp ausschlief3lich in den
Chloroplasten bzw. RpoTm ins Mitochondrium transportiert werden, konnte fir RpoTmp eine
Lokalisation in beiden Organellen nachgewiesen werden (Hedtke et al., 1997, 2000;
Kobayashi et al., 2001).

RpoTp und RpoTmp haben in Plastiden sowohl eine Gberlappende als auch genspezifische
Funktion (Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008). Zwar kann eine verédnderte RpoTp Aktivitat
durch RpoTmp kompensiert werden, jedoch scheinen beide Polymerasen im Wildtyp
unterschiedliche Typen von NEP-Promotoren anzusteuern (Swiatecka-Hagenbruch et al.,
2008). RpoTp bindet praferentiell an Typ | Promotoren, welche die gréRte Gruppe der NEP-
Promotoren darstellt. Das Kernsequenzmotiv (YRTA) dieser Gruppe liegt stromaufwarts in
der Nahe des Transkriptionsstarts und zeigt Ahnlichkeit zu Promotoren aus pflanzlichen
Mitochondrien (Liere and Maliga, 1999; Weihe and Boérner, 1999; Kihn et al., 2005).
RpoTmp erkennt hingegen vorwiegend Promotoren des Typ Il. Ilhnen fehlt das YRTA-
Konsensusmotiv. Stattdessen sind wichtige Promotorsequenzen stromabwarts des Trans-
kriptionsstarts positioniert (zusammengefasst in Courtois et al.,, 2007). Beide NEPs
unterscheiden sich neben ihren Zielpromotoren auch hinsichtlich ihrer Expression. Wahrend
RpoTmp Uberwiegend in meristematischem Gewebe und nichtgriinen Plastiden aktiv zu sein
scheint, wird RpoTp als Uberwiegend aktive NEP in griinem Gewebe diskutiert (Emanuel et
al., 2006; Courtois et al., 2007).

Die plastidar kodierte RNA-Polymerase weist Ahnlichkeiten zu eubakteriellen RNA-
Polymerasen auf. Sie transkribiert hauptsachlich Gene, die im Zusammenhang mit der
Photosynthese stehen (Hajdukiewicz et al., 1997). In héheren Pflanzen setzt sie sich aus
den Untereinheiten a,B," und ° sowie verschiedenen Sigmafaktoren zusammen (Shiina et
al., 2005, Schweer et al., 2010). Sigmafaktoren binden in Abh&ngigkeit der herrschenden
Umweltbedingungen und/oder des Entwicklungsstatus der Pflanze differentiell an PEP und
vermitteln dadurch zum einen die Promotorspezifitdt der Polymerase und ermdéglichen zum
anderen die Initiation der Transkription. Im Gegensatz zu den Kernuntereinheiten sind
Sigmafaktoren im Zellkern kodiert (Allison, 2000).

In A.thaliana wurden sechs Sigmafaktoren (SIG1-SIG6) identifiziert (Schweer et al., 2010;
Lerbs-Mache 2010). SIG2 und SIG6 sind hauptsachlich wahrend der friihen lichtabhangigen
Chloroplastenentwicklung aktiv und regulieren die Transkription von tRNAs und Photo-
synthesegenen (Kanamaru et al., 2001; Hanaoka et al., 2003; Ishizaki et al., 2005;
Loschelder et al., 2006).

Im Gegensatz zu SIG2 und SIG6 vermittelt SIG1 durch die gesamte Entwicklung hinweg die
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Transkription seiner Zielgene wie beispielsweise rbcL, clpP und psaAB (Hanaoka et al.,
2012). Das verminderte Bindeverhalten bei Starktlichtstress lasst auf eine Lichtregulation des
Sigmafaktors schlieRen (Hanaoka et al., 2012).

Toleranz gegen abiotischen Stress wie intensives Licht, Salz und Kaélte wird Uber SIG5
vermittelt (Tsunoyama et al., 2004; Nagashima et al., 2004). Auerdem scheint der
Sigmafaktor in die Blaulichtwahrnehmung involviert zu sein, da seine eigene Transkription
durch Blaulicht induziert wird und er an den BLRP (Blue-Light Responsive Promoter) von
psbD bindet (Tsunoyama et al., 2002).

Neben Licht wird die Aktivitdt von Sigmafaktoren durch Phosphorylierung, Redoxreaktionen,
Proteininteraktionen und eventuell durch proteolytische Prozessierung reguliert (Lerbs-
Mache, 2011).

PEP-Promotoren &hneln in den konservierten -35 (TTGACA)- und -10 (TATAAT)-
Konsensusmotiven eubakteriellen o’°-Promotoren und werden auch von der RNA-Poly-
merase aus Escherichia coli (E.coli) erkannt (Gruissem and Zurawski 1985a,b; Ishihama,
1988; Weihe and Borner, 1999).

Eine strikte Trennung der RNA-Polymeraseaktivitaten in eine friihe und spate Phase lasst
sich nicht treffen. Zwar nimmt die plastidarkodierte RNA-Polymerase durch die Transkription
von Uberwiegend photosynthetischen Genen eine essentielle Rolle in der spéteren
Entwicklung der Pflanze ein, jedoch wird sie auch schon fir eine effektive Keimung bendtigt
(Mullet et al., 1993, Demarsy et al., 2006). Im Gegensatz dazu sind die kernkodierten RNA-
Polymerasen zwar hauptsachlich in friihen Phasen der Entwicklung aktiv, sind aber auch in
die Transkription von reifen Chloroplasten involviert (Emanuel et al., 2006; Courtois et al.,
2007).

Wahrend die Genexpression bei Cyanobakterien hauptsachlich auf transkriptionaler Ebene
reguliert wird, kommt der Transkription in Griinalgen und Pflanzen eine weitaus geringere
Bedeutung zu. Vielmehr bilden posttranskriptionale Prozesse wie RNA-Prozessierung, -Sta-
bilisierung und -Edierung oder die Translation die Hauptregulationsebenen der plastidaren
Genexpression. So ist beispielsweise auch die durch Licht induzierte Veranderung der RNA-
Pegel in der Regel auf eine Erhdéhung der RNA-Stabilitdt und nicht auf gesteigerte
Transkriptionsraten zurtickzufiihren (Deng and Gruissem, 1987; Klein and Mullet, 1987; Kim
et al., 1993; Staub and Maliga, 1993).

1.4.2. Plastidare Transkripte durchlaufen verschiedene Reifungsprozesse

1.4.2.1. Endo- und Exonukleasen schaffen kleinere Transkripteinheiten

In héheren Pflanzen ist der Uberwiegende Teil der plastidaren Gene in Folge des prokaryo-
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tischen Erbes in polycistronischen Transkriptionseinheiten angeordnet (Herrmann et al.,
1992; Sugiura, 1992). Sie sind in der Regel heterogen konzipiert. So kodiert beispielsweise
das psbB Operon fir Untereinheiten des PSIl und des Cyt bgf-Komplexes (Westhoff and
Herrmann, 1988). Die gebildeten polycistronischen Vorldufertranskripte werden durch eine
Reihe von intercistronischen Prozessierungsschritten in verschiedene Mono-, Di- und
kleinere polycistronische Transkripte Uberfuhrt. Meist werden monocistronische Transkripte
im Vergleich zu ihren prozessierten Vorldufern weitaus effektiver translatiert, da durch die
Prozessierung die Translationsinitiation beeintrachtigende Faktoren, wie die Ausbildung von
Sekundéarstrukturen, umgangen werden (Barkan et al., 1994; Sturm et. al, 1994; Hirose and
Sugiura, 1997).

Die intercistronische Prozessierung wird durch einen endonukleolytischen Schnitt eingeleitet.
Im Anschluss werden beide Enden durch 523" bzw. 3’25  Exonukleasen getrimmt bis
Sekundéarstrukturen in der RNA oder gebundene Proteine das Transkript vor weiterem
Abbau schitzen. Auf diesem Weg entstehen die distinkten Enden der 5" und 3’
untranslatierten Region (UTR) eines Transkriptes.

Eine Funktion als allgemeine Endoribonuklease wird fir RNaseE und RNased diskutiert
(Schein et al., 2008; de la Sierra-Gallay et al., 2008). Sequenzspezifitdt erhalten die
Endonukleasen vermutlich durch RNA-bindende Proteine, die sie zur entsprechenden
Schnittstelle rekrutieren. Es sind nur sehr wenige sequenzspezifische Endonukleasen
bekannt (Nickelsen and Link, 1993; Yang and Stern, 1997; Okuda et al., 2009). CRR2
schneidet beispielsweise spezifisch in der intergenetischen Region zwischen rps7 und ndhB
in A.thaliana (Okuda et al., 2009; Hashimoto et al., 2003).

RNased besitzt in Bakterien zuséatzlich eine exonukleolytische Funktion. Sie katalysiert die
523" Degradation verschiedener mRNAs (Mathy et al., 2007). Lange Zeit wurde Uber eine
vergleichbare Funktion in Chloroplasten spekuliert. Kirzlich wurde anhand des rekom-
binanten Proteins aus A.thaliana bewiesen, dass RNaseJ auch in héheren Pflanzen neben
der endonukleolytischen Aktivitdt ebenfalls eine 5 >3° Exoribonukleaseaktivtdt besitzt
(Sharwood et al., 2011). Die Reifung von 3'Enden wird hingegen durch die 325’
Exoribonuklease PNPase (Polynucleotide Phosphorylase) realisiert (Yehudai-Resheff et al.,
2001). Sie ist sensitiv fir Sekundarstrukturen und arretiert somit an Haarnadelstrukturen
(Yehudai-Resheff et al., 2001).

1.4.2.2. Kernkodierte SpleiRfaktoren kompensieren den Verlust von Maturasen

Eine Reihe von plastidaren Transkripten enthalten Introns, die aus der pra&-mRNA vor der

Translation entfernt werden muissen. Das Ausschneiden der Introns und die im Anschluss
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stattfindende Verkniipfung der Exone wird unter dem Begriff Spleilen zusammengefasst.
Man unterscheidet zwischen selbstspleilenden und spleiBosomalen Introns.
SelbstspleiRende Introns werden hinsichtlich ihrer Primar- bzw. Sekundarstruktur und
anhand der SpleiBmechanismen in zwei Typen, den Gruppe | und Gruppe Il Introns,
eingeteilt (zusammengefasst in de Longevialle et al., 2010).

Gruppe | Introns besitzen eine charakteristische Sekundarstruktur. Sie besteht aus 10
Doménen, die jeweils spezifische Aufgaben im Falten der RNA erfillen. Von den etwa 20
,selbstspleiflenden’ Introns in plastidaren Transkripten héherer Pflanzen (21 in Arabidopsis;
18 in Mais und Reis) gehdrt lediglich eins der Gruppe | an (de Longevialle et al., 2010).
Gruppe Il Introns werden in vier Unterklassen unterteilt, wobei jeweils zwei entweder in
blihenden Pflanzen (Unterklasse IIA und 1IB; Michel et al., 1989) oder in Bakterien
(Unterklasse 1IC und IID; Michel et al., 1989; Toor et al., 2001) vorkommen. Sie bestehen
aus sechs Domanen, die unterschiedliche Aufgaben erfillen. In Landpflanzen enthalten sie
nur in seltenen Fallen die kodierende Sequenz einer Maturase. Diese Introns sind trnK in
Chloroplasten und das vierte Intron von nad? in Mitochondrien.

Urspriinglich waren Introns mobile Elemente, deren Spleilken aus der Wirtssequenz durch
Maturasen vermittelt wurde (Eickbush et al., 1999; Wank et al., 1999). Im Laufe der Evolution
degenerierten die meisten selbstspleilenden Introns in Landpflanzen, was zum weitgeh-
enden Verlust der Maturasen filhrte. An ihre Stelle sind kernkodierte Faktoren getreten, die
je nach Transkript in unterschiedlichen Zusammensetzungen das Spleiken vermitteln
(Barkan et al., 2011). Meist gehoren sie zu den Familien der PPR(Pentatricopeptide Repeat)-
oder CRM(Chloroplast RNA splicing and ribosome Maturation)-Domé&ne Proteinen
(zusammengefasst in Schmitz-Linneweber and Small, 2008; Barkan et al., 2007). PPRs sind
RNA-bindende Proteine, die malgeblich auf die plastiddre und mitochondrielle Gen-
expression Einfluss nehmen (Small and Peeters, 2000). Mitglieder dieser Familie sind in
ihrer Funktion nicht auf das Spleilken beschrankt, sondern beziehen ebenfalls die Prozesse
der Transkriptprozessierung, -edierung und -stabilisierung sowie die Translation mit ein
(siehe auch Abschnitt 1.4.2.3. und 1.4.3.2.). Die RNA-bindende Eigenschaft wird durch das
PPR-Motiv vermittelt (Schmitz-Linneweber and Small, 2008). Es besteht aus 2 bis 30
Sequenzwiederholungen von je 35 Aminoséauren, die tandemartig angeordnet sind (Small
and Peeters, 2000; Schmitz-Linneweber and Small, 2008). Im Gegensatz zu CRM-Doméanen
Proteinen, die in das Spleilen einer Vielzahl von Transkripten involviert sind, scheint sich die
Aktivitat von PPR-Proteinen meist spezifisch auf ein bestimmtes Transkript zu beziehen.
PPR4 ist in das trans-Splei3en des ersten Introns von rps12 involviert (Schmitz-Linneweber
et al.,, 2006). Die Assoziation mit diesem Intron konnte Uber RNA-Immunoprazipitation
gezeigt werden. Neben dem PPR-Motiv verfiigt PPR4 zusatzlich Giber ein aminoterminales

RNA-Bindemotiv. Das PPR-Protein OTP51 ist in das Spleilien des zweiten Introns von ycf3
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involviert (de Longevialle et al., 2008). Darlber hinaus beeinflusst es das Spleilen
verschiedener tRNA-Introns und des Introns von atpF (de Longevialle et al., 2008).

Mit CRS1, CRS2, CFM2, CFM3, CAF1 und CAF2 wurden in den letzten Jahren eine Reihe
von plastidaren SpleiRfaktoren aus der Familie der CRM-Domanen Proteine beschrieben.
Die CRM-Domane entwickelte sich aus einem prokaryotischen ribosomenassoziierten
Vorlauferprotein (Barkan et al., 2007). In E.coli ist das CRM-Doméanen-Protein YhbY in die
Ribosomenbiogenese involviert. Eine erste Studie weist auf die Existenz von Faktoren mit
einer vergleichbaren Funktion in héheren Pflanzen hin (Barkan et al., 2007). Der Uber-
wiegende Anteil der identifizierten CRM-Doménen Proteine ist jedoch in das Spleien
plastidédrer RNAs involviert (de Longevialle et al., 2010).

CAF1 und CAF2 sind Paraloge, die mit CRS2 ein Heterodimer bilden. Beide Komplexe
steuern eine Vielzahl von Gruppe IIB Introns an, wobei die CAF Proteine CRS2 zum
jeweiligen Intron rekrutieren (Ostheimer et al., 2003; Asakura and Barkan, 2006).

Auch CRS1 und CFM2 sind Paraloge. W&hrend CRS1 fir das SpleiRen des afpF Introns
bendétigt wird (Jenkins et al., 1997; Asakura and Barkan, 2006), ist CFM2 in das Spleil3en
von ndhA und ycf3 (Intron 1) und dem Gruppe | Intron in trnL-UAA involviert (Asakura and
Barkan, 2007).

1.4.2.3. Durch die Edierung bleiben essentielle Sequenzinformation erhalten

Neben der Prozessierung und dem Spleillen nimmt die Edierung eine weitere Ebene in der
posttranskriptionalen Transkriptreifung ein. Bei der Edierung werden einzelne Cytidine in
Uridine umgewandelt. In einigen Hornmoosen und Farnen ist die Edierung zuséatzlich revers
gerichtet, folglich wird ein Urdinin in ein Cytidin editiert (Kugita et al., 2003; Wolf et al., 2004).
Mit Ausnahme einer Klasse der Lebermoose, den Marchantiopsida, ist die Edierung in allen
Pflanzen zu finden, jedoch kommt sie nicht in Bakterien oder den Organellen der Algen vor
(Freyer et al., 1997). Die Anzahl der Edierungsstellen unterscheidet sich stark zwischen
Chloroplasten und Mitochondrien. In A.thaliana belauft sich das Verhaltnis von
mitochondrialen (508) zu plastidaren (34) Edierungsstellen auf etwa das 15-Fache
(Chateigner-Boutin and Small, 2007; Bentolila et al., 2008).

Evolutionér gesehen ist die Edierung ein sich schnell entwickelnder Prozess. Uber die Halfte
der Edierungsstellen unterscheiden sich in Mono- und Dikotylen Pflanzen (Tsudzuki et al.,
2001; Chateigner-Boutin and Small, 2007). Indem sie ein neues Startkodon erschaffen
(Wintz and Hanson, 1991; Hoch et al., 1991; Kudla et al., 1992; Neckermann et al., 1994)
oder konservierte Aminosduren wieder herstellen, die fir die Funktion und/oder die

dreidimensionale Struktur des Proteins wichtig sind (Gualberto et al., 1989; Zito et al., 1997;



Allgemeine Einleitung 12

Sugita et al.,, 2006; Yura and Go, 2008), erfillen die meisten Edierungen eine wichtige
Funktion in der Genexpression. Einige Edierungsstellen liegen innerhalb von Introns oder in
der Nahe von Intron-Exon-Grenzen und legen daher eine Rolle beim Spleilen nahe
(zusammengefasst in de Longevialle et al., 2010).

Auch wenn der genaue Mechanismus der Edierung weiterhin Gegenstand der Forschung
bleibt, konnten in den letzten Jahren tiefere Einblicke in die Edierungsmaschinerie gewonnen
werden. Sie beinhaltet cis- und frans-Elemente. Fast alle der bisher identifizierten trans-
Faktoren sind PPR-Proteine, die neben der PPR-Doméane weitere Motive (DYW und/oder E
bzw. E+) aufweisen (Lurin et al., 2004; Schmitz-Linneweber and Small, 2008). Diese Motive
werden als putative Bindestelle fir einen allgemeinen, bisher noch unbekannten
Edierungsfaktor diskutiert.

Die PPR-Proteine CCR4 und CRR21 werden fir die Edierung innerhalb des ndhD
Transkriptes bendétigt (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2007). CRR4 bindet spezifisch an
eine kurze Sequenz, welche die Edierungsstelle beinhaltet (Okuda et al., 2006; 2007).
CLB19 ist in die Edierung der rpoA und clpP Transkripte involviert (Chateigner-Boutin et al.,
2008). Allen drei Edierungsfaktoren fehlt die DYW-Doméane. Andere Faktoren wie das
kirzlich beschriebene RARE1, das flir die accD Edierung benétigt wird (Robbins et al., 2009)
oder OTP82 fiir ndhB und ndhG (Okuda et al., 2010) bzw. YS1 fiir rpoB (Zhou et al., 2009)

haben sowohl eine E- als auch DYW Domaéane.

1.4.3. Kernkodierte Proteine beeinflussen die plastidare Translation

1.4.3.1. Die plastidare Translationsinitiation zeigt Parallelen zu Pro- und Eu-

karyoten

Die plastidare Translation weist in ihren Grundzigen deutlich auf ihr prokaryotisches Erbe
hin. Zugleich zeugt sie jedoch auch von zahlreichen Anpassungen an das eukaryotische
System, die sich im Laufe der Evolution entwickelt haben. Diese Entwicklung wird bereits an
der Translationsmaschinerie verdeutlicht. Plastidare Transkripte werden durch bakterien-
dhnliche 70S Ribosomen translatiert. Genetische und Proteomanalysen von Ribosomen aus
Spinatchloroplasten konnten belegen, dass die Mehrheit der ribosomalen Proteine
Ahnlichkeiten zu Bakterien zeigen, jedoch einige Proteine (PSRP-1 bis PSRP-6) keine
Homologie zu bakteriellen ribosomalen Proteinen aufweisen (zusammengefasst in Marin-
Navarro et al., 2007). Ein Teil dieser kernkodierten Proteine Ubernimmt wahrscheinlich
strukturelle und regulatorische Aufgaben wéhrend der Translation (Sharma et al., 2007). Die

Ergebnisse der dreidimensionalen Kryoelektronenmikroskopie der 70S Ribosomen aus
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Spinat lassen vermuten, dass PSRP2 und PSRP3 fehlende Nukleotide der 16S rRNA
strukturell kompensieren kénnen (Sharma et al., 2007). Fur PSRP2 wird aulerdem eine
Rolle in der Translationsinitiation der lichtsynchronisierten Proteinsynthese diskutiert
(Yamaguchi and Subramanian, 2003). Insgesamt sind die meisten plastidédren ribosomalen
Proteine in Folge von amino- oder carboxyterminalen Erweiterungen insgesamt gréRer als
ihre bakteriellen Vorlaufer.

Bei der Rekrutierung der Ribosomen =zeigt sich ebenfalls ein gewisser Grad der
Konservierung. Im eubakteriellen System wird die Bindung des Ribosoms an ein Transkript
durch die Interaktion der Shine-Dalgarno (SD) Sequenz mit dem 3 Terminus der 16S rRNA
(Anti-SD-Sequenz) vermittelt und dadurch die Translation initiiert (zusammengefasst in
Marin-Navarro et al., 2007). Innerhalb der 5°'UTR ist das bakterielle SD-Konsensusmotiv
(GGAGG) etwa 4 bis 12 nt vom Startkodon entfernt positioniert. SD-&hnliche Sequenzen
sind auch in plastidaren Transkripten vorhanden, variieren jedoch in ihrer Lokalisation und
Basenkomposition (Sugiura et al., 1998). Im Gegensatz dazu ist die Anti-SD-Sequenz
zwischen E.coli, Cyanobaktieren, Griinalgen und vaskularen Pflanzen hoch konserviert.
Auch wenn SD-ahnliche Sequenzen fiir einige Transkripte, wie psbA, psbD und psbC in
Chlamydomonas oder rbclL, atpE und rps14 in Tabak, essentielle Elemente der
Translationsinitiation darstellen, sind sie bei anderen Transkripten teilweise (rps12, petB aus
Tabak) oder ganz (atpB, atpE, rps4, rps7, petD aus Chlamydomonas) entbehrlich geworden
(Mayfield et al., 1994; Sakamoto et al., 1994; Fargo et al., 1998; Hirose et al., 1998;
Nickelsen et al., 1999; Zerges et al., 2003; Hirose and Sugiura, 2004a,b).

Neben SD-dhnlichen Sequenzen Uben offensichtlich weitere regulatorische cis-Elemente
eine regulatorische Funktion innerhalb des Translationsinitiationsprozesses aus. Am Beispiel
der psbD 5°'UTR aus Chlamydomonas ist dies gut ersichtlich. Mutagenesestudien zeigten,
dass ein polyU-Element und das Startkodon ebenfalls essentielle Translationselemente sind
(Nickelsen et al., 1999; Ossenbilihl and Nickelsen, 2000). Die U-reiche Sequenz wird von
einem SD-dhnlichen Motiv (RPB1; Putative Ribosome Binding site 1) und einer PRB2-
Sequenz eingeschlossen. PRB2 ist teilweise komplementar zu einer Region innerhalb der
16S RNA, die sich stromaufwarts der Anti-SD Region befindet. Aulierdem werden PRB2 und
die poly-U Region als Bindestellen fiir trans-Faktoren diskutiert (siehe Kapitel 1.4.3.2.;
zusammengefasst in Schwarz et al., 2012).

SD-ahnliche Sequenzen k&nnen auch reprimierend auf die Translation wirken. Die
Mutagenese der SD-ahnlichen Sequenz in der rps2 mRNA bewirkt einen Anstieg der
Translationseffizienz, die nicht auf Anderungen in der Sekundérstruktur zuriickzufiihren ist.
Infolgedessen kénnte diese Sequenz als Binderegion fiir einen oder mehrere unbekannte

trans-Faktoren dienen (Plader and Sugiura, 2003).
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1.4.3.2. PPR- und PPR-dhnliche Proteine definieren die reifen Transkripttermi-

ni und sind maBqgeblich an der plastidiren Translationsinitiation beteiligt

In Pro- und Eukaryoten ist der Mechanismus der translationalen Initiation basierend auf der
Interaktion zwischen SD-Sequenz und Ribosomen hoch konserviert. In einer genomweiten
Studie wurden prokaryotische und plastidare Gensequenzen nach der Prasenz von SD-
Elementen Uberprift (Scharff et al., 2011). Lediglich 60% der untersuchten plastidaren Gene
bzw. 50% der cyanobakteriellen Gene besitzen SD-Sequenzen. Zudem belegen viele
Beispiele, dass die Rekrutierung des Ribosoms mit Hilfe eines SD-Elements nicht zwingend
fur die Initiation erforderlich ist (siehe Kapitel 1.4.3.1.). Oftmals werden mRNAs, denen SD-
Sequenzen fehlen, ebenfalls effizient translatiert. Der zugrunde liegende Mechanismus ist
noch weitestgehend unbekannt, jedoch sind diese Transkripte meist nur wenig strukturiert
(Scharff et al.,, 2011). Diese Eigenschaft soll es der ribosomalen 30S Untereinheit
ermdglichen, an die RNA zu binden und das Transkript bidirektional nach dem Startkodon
abzusuchen.

Kernkodierte trans-Faktoren nehmen ebenfalls eine essentielle Rolle innerhalb der
Translationsinitiation in Pflanzen und Chlamydomonas ein (zusammengefasst in Meierhoff
and Westhoff, 2011; Lyska et al., 2012). Ein Grof}teil dieser Initiationsfaktoren sind PPR-
oder PPR-dhnliche Proteine, wie TPR (Tetratricopeptide Repeat)- oder HAT (Half-A-
Tetratricopeptide repeat)-Proteine. Vergleichbar zu PPR-Domanen (siehe auch Kapitel
1.4.2.2.) bilden TPR- und HAT-Domé&nen ebenfalls eine helikale Struktur aus, die auf
Sequenzwiederholungen basiert. Uber diesen Bereich kénnen TPRs und HATs im
Gegensatz zu PPRs neben RNA auch Proteine binden (zusammengefasst in Stern et al.,
2010; Allan and Ratajczak, 2011; Hammani et al., 2012). Zuséatzlich zu ihrer essentiellen
Rolle innerhalb der Translationsinitiation besitzen viele dieser {frans-Faktoren eine
transkriptstabilisierende Funktion (Monod et al., 1992; Vaistij et al., 2000a,b; Felder et al.,
2001; Sane et al., 2005; Prikryl et al., 2011, Hammani et al., 2012). Aus dieser Beobachtung
kristallisierte sich in den letzten Jahren, gestitzt durch RNA-Bindestudien, ein
Translationsinitiationsmechanismus heraus, der die Stabilisierung und die Translation eines
Transkriptes eng miteinander verknlpft. Dabei schitzen die PPR- und PPR-&hnlichen
Proteine einerseits das Transkript vor Degradation, indem sie das Voranschreiten der
Exoribonukleasen verhindern. Zum anderen fuhrt die Interaktion mit der 5°UTR zu einer
Remodulierung der Sekundarstruktur des Transkriptes. Dies hat zur Folge, dass
doppelstrangige Bereiche der RNA einzelstrdngig werden und damit zuvor maskierte
ribosomale Bindestellen und andere cis-Elemente nun fir die Translationsmaschinerie

zuganglich sind.
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In héheren Pflanzen ist dieser Mechanismus an den gut untersuchten Beispielen PPR10
(Mais) und HCF107 (A.thaliana) erkennbar. PPR10 beeinflusst zum einem die Prozessierung
zweier intergenischer Regionen (psaJ-rp/33 und atpl-atpH) und die Stabilisierung des atpH
5 Terminus sowie die Translation der atpH mRNA (Pfalz et al., 2009; Prikryl et al., 2011). Die
atpH 5°'UTR bildet eine Haarnadelstruktur aus, in deren doppelstrdngigen Bereich eine
putative Shine-Dalgarno Sequenz liegt (Prikryl et al., 2011). RNase-Schutzexperimente mit
dem rekombinanten Protein zeigten, dass das SD-Element durch die Bindung von PPR10 an
diesen Bereich aus dem RNA-Doppelstrang entlassen wird und somit fir Ribosomen
zugénglich ist (Prikryl et al., 2011).

HCF107 ist in die Prozessierung, Stabilisierung und Translation der psbH Transkripte
involviert. psbH wird durch das pentacistronische psbB Operon kodiert. In der Mutante
hcf107 sind Transkripte mit psbH als fihrendem Cistron instabil, was zum Fehlen des PsbH
Proteins fuhrt. Die 5°'UTR der psbH Transkripte tritt in einer langeren (-75) und in einer
kUrzeren, prozessierten (-45) Form auf, wobei scheinbar nur Letztere effektiv translatiert wird
(Felder et al., 2001; Sane et al., 2005). Die unprozessierte psbH 5'UTR bildet eine stabile
Haarnadelstruktur aus, welche das Startkodon vor dem Zugriff der Translationsmaschinerie
verbirgt (Felder et al., 2001; Hammani et al., 2012). Es wird angenommen, dass sich durch
die Bindung des HAT-Proteins lokal die Konformation der psbH-5"UTR andert, wodurch die
Haarnadelstruktur aufgelést und die Translationsinitiationsregion fir die Ribosomen
zuganglich wird (Hammani et al.,, 2012). Darlber hinaus blockiert HCF107 den
Transkriptabbau durch 5> 3" Exoribonukleasen. Neben PsbH ist auch die Akkumulation von
CP47 in der Mutante betroffen. In Anbetracht des wildtypischen Transkriptpegels scheint
HCF107 vornehmlich translational oder posttranslational auf die CP47-Akkumulation Einfluss
zu nehmen (Felder et al., 2001; Sane et al., 2005).

Mbb1 aus Chlamydomonas besitzt eine ahnliche Funktion wie sein Ortholog HCF107 aus
Arabidopsis (Felder et al., 2001; Monod et al., 1992; Vaistij et al., 2000a,b). Im Gegensatz zu
HCF107 ist Mbb1 jedoch neben der psbH-Prozessierung und -Stabilisierung auch in die
psbB-Prozessierung involviert (Vaistij et al., 2000a). AuRerdem wird eine Rolle in der
Translation von CP47 spekuliert.

Weitere Vertreter dieses translationalen Initiationsmechanismus in Chlamydomonas ist das
TPR-Protein Nac2 und RBP40. Nac2 bildet einen hochmolekularen Komplex, der die psbD
mRNA vor Nukleaseangriffen schiitzt (Kuchka et al., 1989; Nickelsen et al., 1999, Boudreau
et al., 2000). Zugleich rekrutiert Nac2 den trans-Faktor RBP40, der an ein uridinreiches
Element in der Nachbarschaft von PRB2 binden soll. Es wird vermutet, dass infolgedessen
eine Sekundarstruktur destabilisiert wird, in der das Startkodon eingebettet war. Der
Strukturverlust erméglicht der kleinen ribosomalen Untereinheit den Zugang zum Startkodon
(Nickelsen et al., 1999; Ossenbiihl and Nickelsen, 2000; Schwarz et al., 2007, 2012).
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Vergleichbar zu Mbb1 verkniipfen auch PGR3 und CRP1 Prozesse wie Prozessierung,
Stabilisierung und Translation eines Transkriptes miteinander. Der genaue Wirkmecha-
nismus dieser Proteine ist noch unbekannt. Jedoch stellen diese Proteine in Anbetracht ihrer
Funktion und ihrer Zugehorigkeit zur Familie der PPR- bzw. HAT-Proteine und der Parallelen
zu HCF107 und PPR10 gute Kandidaten fur den beschriebenen Mechanismus dar.

PGR3 wird in héheren Pflanzen fir die Prozessierung und Stabilisierung des petL-Operons
bendtigt und ist darliber hinaus in die Translation von petL und ndhA involviert (Yamazaki et
al., 2004; Cai et al., 2011). In Mais ist das PPR-Protein CRP1 an der Prozessierung des
psbB Operons in der intergenische Region zwischen petB und petD beteiligt. In der Mutante
akkumulieren keine monocistronischen petB- und petD-Transkripte (Barkan et al., 1994; Fisk
et al., 1999). Dariiber hinaus scheint CRP1 als translationaler Regulator fiir petA und psaC
zu fungieren, indem es die Translation beider mRNAs aktiviert (Barkan et al., 1994; Schmitz-
Linneweber et al., 2005).

1.4.3.3. Die Translationsinitiation ist ein wichtiges Requlativ der plastidaren
Expression

Neben cis-Elementen und trans-Faktoren spielt bei der Translationsinitiation von einigen
Transkripten auch der Basenkontext in direkter Umgebung des Startkodons (-1 Position)
eine Rolle. Dieser Mechanismus der erweiterten Kodon-Antikodon-Interaktion unterliegt im
Fall des petA-Transkriptes einer Wechselwirkung zwischen dem Uridin an Position -1 der
mRNA und einem konservierten Adenin an Position -37 innerhalb der tRNA (Met) (Esposito
et al., 2003). Alles in allem nimmt die erweiterte Kodon-Antikodon-Interaktion keine
essentielle Funktion fur die Translationsinitiation ein, jedoch verleint sie Transkripten mit
abgewandelter Startkodonsequenz zuséatzliche Spezifitdt und/oder sichert den Translations-
ablauf unter Stressbedingungen (Esposito et al., 2003). Interessant ist, dass etwa 75% der
plastidaren Transkripte in Chlamydomonas an Position -1 ein Uridin besitzen (Maul et al.,
2002).

AuRere Faktoren, wie Entwicklungs- und Umgebungssignale, wirken sich z.T. in erheblichem
Malle auf die Translation einiger Gene aus. Die Biogenese der Chloroplasten erfordert
beispielsweise Licht, zum einen fir die Synthese von Chlorophyll, zum anderen fiir die
Akkumulation einer Reihe von Untereinheiten der photosynthetischen Thylakoidmembran. In
Chlamydomonas ist der Mechanismus der lichtregulierten D1-Translation relativ gut
untersucht. Dort soll ein Komplex von vier Proteinen (RB47, RB38, RB60 und RB55)
lichtabhangig an eine Haarnadelstruktur in der psbA 5°'UTR binden und dadurch dessen
Translation aktivieren (Danon and Mayfield, 1991,1994; Mayfield et al., 1994; Yohn et al.,
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1996). RB38 und RB47 haben beide RNA-bindende Eigenschaften, wobei diese bei RB47 im
Gegensatz zu RB38 redoxabhangig vermittelt wird (Kim and Mayfield 1997; Barnes et al.,
2004). RB60 ist homolog zu Disulfidisomerasen und modifiziert den Redoxstatus von RB47
Uber zwei redoxaktive Cysteine (Kim and Mayfield, 1997, 2002). Seine Aktivitdt wird
wiederum Uber das Ferredoxin-Thioredoxinsystem von PSI und einer Serin/Threonin Protein
Phosphatase reguliert, die RB60 in einem ADP-abhdngigen Prozess phosphoryliert und auf
diesem Weg die Bindeeigenschaften des Komplexes inaktiviert (Danon and Mayfield, 1994;
Trebitsh et al., 2001). Aufgrund eines hohen ADP/ATP Verhéltnisses, das meist nur wahrend
der Nacht erreicht wird, soll dieser Mechanismus dazu vermutlich dienen, die D1-Translation
in der Nacht zu minimieren (Danon and Mayfield, 1994). RB47 wird neben RB60
wahrscheinlich auch Uber den pH-Wert reguliert. Aufgrund der pH-Sensitivitdt seiner
Cysteine wird eine Abhéngigkeit von stromalen pH-Anderungen und damit von Anderungen
der Lichtbedingungen angenommen (Alergand et al., 2006). Die ldentifikation erster redox-
regulierter Faktoren l&sst auch in héheren Pflanzen einen &hnlichen Mechanismus vermuten
(Staub and Maliga, 1993; Shen et al., 2001).

Die Translationsinitiation unterliegt in Chlamydomonas auch der Kontrolle eines assem-
blierungsabhéangigen Regulationsprozesses, dem CES (Control by Epistasy of Synthesis)-
Prozess. Dabei wirkt ein Protein, welches in Folge eines fehlenden Bindepartners nicht
assembliert werden kann, reprimierend auf seine eigene Translation. Dieser Regulations-
mechanismus ist bei allen drei Komplexen der photosynthetischen Elektronentransportkette
und der ATP-Synthase zu finden (Choquet et al., 1998; Wostrikoff et al., 2004; Minai et al.,
2006; Drapier et al., 2007). In den letzten Jahren wurde der CES-Mechanismus fir
Cytochrom f (Cyt ) intensiv erforscht (Choquet et al., 1998; Raynaud et al., 2007; Loiselay et
al., 2008; Boulouis et al., 2011). Die Faktoren MCA1 und TCA1 sind in die Expression von
Cyt finvolviert, wobei MCA1 fiir die stabile Akkumulation und TCA1 fiir die Translation der
petA mRNA benétigt werden (Raynaud et al.,, 2007). Beide Faktoren bilden einen
hochmolekularen Komplex, der auch petA mRNA enthalt (Boulouis et al., 2011). Wird Cyt f
nicht assembliert, bindet es an MCA1 und bewirkt dessen Degradation (Boulouis et al.,
2011). Da MCA1 die petA mRNA nicht langer vor 5°>3" Abbau schiitzen kann (Loiselay et
al., 2008), inhibiert Cyt f auf diesem Weg seine eigene Translation (Choquet et al., 1998;
Raynaud et al., 2007).

1.4.3.4. Die Regulation der plastiddaren Elongation und Termination ist noch

weitestgehend unbekannt

Wenn auch ein Grofteil der translationalen Regulationsmechanismen auf die Initiation
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ausgelegt ist, greifen einige von ihnen auch auf Ebene der Elongation und Termination ein.
Beispielsweise pausieren die Ribosomen wahrend der D1 Elongation an definierten Punkten,
um die Proteinfaltung, das Binden von Co-Faktoren wie Chlorophyll und die co-translationale
Assemblierung zu ermdglichen (de Vitry et al., 1989; Mullet et al., 1990; Zhang et al., 2000).
Die Lichtregulation nimmt nach der Translationsinitiation weiterhin eine wichtige Funktion ein
(Klein and Mullet, 1987; van Wijk and Eichacker, 1996; Miuhlbauer and Eichacker, 1998). In
Untersuchungen von Spinat und Gerste hat man festgestellt, dass die Elongation von D1
durch Licht stimuliert wird und die involvierten Mechanismen Uber einen Redoxweg
ausgehend von PSI bzw. die Ausbildung eines Protonengradienten Uber die Thylakoid-
membran reguliert werden (Muhlbauer and Eichacker, 1998; Zhang et al., 2000).

Die Regulation der Elongation der groRRen Untereinheit der Rubisco (RbclL) erfolgt bei der
Gerste ebenfalls lichtabh&angig. Im Dunklen wird die Elongation inhibiert. Dieser Arrest hebt
sich nach dem Transfer ins Licht auf (Kim and Mullet, 2003). Eine zu starke Licht-
einstrahlung, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generiert, hat wiederum einen
reprimierenden Effekt auf die Translation der RbcL (Shapira et al., 1997; Cohen et al., 2005).
Bisher wurden nur wenige Hilfsfaktoren identifiziert, die in die Elongation und Termination
eingreifen. Vir-115 (Gerste) und Ac115 (Chlamydomonas) sollen D1- bzw. D2- Elonga-
tionsintermediate stabilisieren und das Falten bzw. Binden von Co-Faktoren ermdglichen
und/oder die Insertion in die Membran férdern (Kim et al., 1994; Rattanachaikunsopon et al.,
1999).

Die translationale Termination wird in Eubakterien durch drei Terminationsfaktoren (RF1,
RF2 und RF3) vermittelt. Mit HCF109 wurde in Arabidopsis ein Homolog zu RF2 identifiziert
(Meurer et al., 2002). Dieser kernkodierte Faktor wird flir die Termination und Stabilisierung
verschiedener Transkripte mit UGA-Stopkodon benétigt.

Der Vergleich der eubakteriellen und plastiddren Genexpression offenbart die Entwicklung
zahlreicher Veranderungen. Der Zugewinn von umfangreichen Regulationsmechanismen
macht die Transkriptreifung und Translation zum Angelpunkt der plastiddren Genexpression
in Grinalgen und Pflanzen. Dariliber hinaus sind sie Spiegelbild fiir die enge Vernetzung

zwischen Nukleom und Plastom, welche sich im Laufe der Evolution entwickelt hat.

1.4.4. Die posttranslationalen Prozesse der plastiddaren Genexpression

Die letzte Regulationsebene innerhalb der plastiddren Genexpression beinhaltet
posttranslationale Prozesse, wie die Proteinreifung und -assemblierung in aktive Komplexe.
Diese Ablaufe werden durch eine Reihe von allgemeinen und komplexspezifischen Hilfs-

faktoren reguliert.
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1.4.4.1. Proteinmodifikationen erfiillen vielseitige Aufgaben im Chloroplasten

Posttranslationale Proteinmodifikationen zielen darauf, Proteine in der Membran zu
verankern, ihre Aktivitdt oder Interaktion mit anderen Proteinen zu regulieren (z.B.
Phosphorylierung, Co-Faktorbindung, Prozessierung), sie zu stabilisieren (z.B. Glykosy-
lierung und N-terminale Formylierung, Co-Faktorbindung) oder sie zum Abbau zu markieren
(Ubiquitinierung). Proteinmodifikationen kénnen stabil oder reversibel sein.

Einige Proteine missen nach der Translation N- oder C-terminal prozessiert werden. Ein
Grofdteil der in den Chloroplasten transportierten Proteine besitzt aminoterminale Transit-
peptide, die nach Erreichen des Stromas bzw. Lumens (bei zweiteiligen Transidpeptiden)
durch eine stromal bzw. luminal lokalisierte Protease abgespalten werden (Halpin et al.,
1989; Richter et al., 2005). Das plastidar kodierte D1 Protein wird ebenfalls prozessiert,
jedoch am Carboxyterminus. Es wird zun&chst als Vorlauferprotein (pD1) mit einer 9 bis 16
AS langen Erweiterung synthetisiert (Marder et al., 1984; Takahashi et al., 1988; Inagaki et
al.,, 2001; Komenda et al., 2007), die anschlieend von einer luminalen Protease (CtpA;
Carboxyterminal processing Protease A; Anbudurai et al., 1994; Fuijita et al., 1995; Oelmiiller
et al., 1996) abgespalten wird. Dieser Prozessierungsschritt ist fir die Bindung des
Wasserspaltungsapparates notwendig (Nixon et al., 1992; Roose and Pakrasi, 2004).

Eine weitere Moglichkeit der posttranslationalen Reifung ist die Bindung von Co-Faktoren.
Die photosynthetischen Komplexe sind mit einer Reihe von Co-Faktoren, wie Chlorophylle
und Xanthophylle (PSII, PSI und Cyt bef-Komplex), Ham-Gruppen (PSIl und Cyt bgf-
Komplex), Eisen-Schwefel-Cluster (PSI und Cyt begf-Komplex) und Mangan-Cluster (PSlIl)
assoziiert (Robertson et al., 1994; Stroebel et al., 2003; Kurisu et al., 2003; Amunts et al.,
2007; Guskov et al., 2009; Rochaix, 2011). Sie lUbernehmen wichtige Aufgaben bei der
Lichtsammlung, Ladungstrennung und den verschiedenen Redoxreaktionen der Photo-
synthese.

Viele Komponenten der Thylakoidmembran durchlaufen reversible Phosphorylierungen in
Abhangigkeit von Licht und dem plastiddren Redoxstatus. Je nach Lichtqualitdt und -quanti-
tat variiert die PSI- bzw. PSII-Aktivitat. Um die Anregungsenergie optimal zu nutzen, wird die
Verteilung des mobilen Anteils des LHC zwischen beiden Photosystemen an die jeweilige
Umweltbedingung angepasst. Dieser Mechanismus wird “state transition” genannt und dient
der Kurzzeitakklimatisierung. Dabei wird die Phosphorylierung der LHCII-Proteine Gber den
Redoxstatus des Plastochinonpools gesteuert (zusammengefasst in Dietzel et al.,, 2008
bzw. Kargul and Barber, 2008). Unter reduzierenden Bedingungen phosphoryliert die Serin-
Threonin Protein Kinase STN7 einen Teil der LHCII-Proteine an PSII, die sich infolgedessen
I6sen und an PSI binden. Unter oxidierenden Bedingungen ist STN7 inaktiv. Dies flhrt dazu,

dass konstitutiv aktive Phosphatasen die PSl-assoziierten LHCII-Proteine dephosphorylieren
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und diese zurlick zu PSIl migrieren. Neben LHCII-Proteinen werden u.a. auch D1, D2, CP43
und PsbH phosphoryliert (Ikeuchi et al., 1987).

Einige Proteine werden mit einem Lipidanhang versehen. Proteinlipidmodifikationen dienen
u.a. dazu, lésliche Proteine Uber einen meist C-terminal lokalisierten Lipidanhang in der
Membran zu verankern. Das integrale Protein D1 wird ebenfalls mit einem Lipidanhang
versehen, wobei diese Modifikation ausschlief3lich bei der prozessierten D1-Form auftritt und
nach Erreichen der Grana schnell entfernt wird (Mattoo and Edelman, 1987). Es wurde
vermutet, dass diese Modifikation die funktionale Integration in das PSII unterstitzen kénnte
(Mattoo and Edelman, 1987).

1.4.4.2. Die Assemblierung der Proteinkomplexe wird durch diverse

Chaperone requliert

Die Assemblierung der einzelnen Proteinkomplexe erfolgt in einer schrittweisen Addition der
Untereinheiten und Co-Faktoren. Ein Akzeptorkomplex bestehend aus D2, PsbE/F und Psbl
dient als Ausgangspunkt der PSIlI-Assemblierung (Rokka et al., 2005). Mit der Assem-
blierung von D1 entsteht das PSII-Reaktionszentrum (RC). Im nachsten Schritt wird der
CP47-RC-Komplex durch den Einbau von CP47 gebildet. Im Anschluss werden mehrere
Untereinheiten (PsbH, PsbM, PsbT und PsbR) hinzugefligt und formen dadurch das CP43-
freie PSII Monomer. Durch den Einbau von CP43 und PsbK, der Prozessierung des D1-
Vorlaufers und der Addition des Wasserspaltungsapparates mit Mangancluster (OEC;
Oxygen Evolving Complex) wird das PSIl Monomer (RCC1) gebildet. Mit der Dimerisierung
zweier PSIl Monomere und der anschlie@enden Assemblierung der &ulleren Antenne
entstehen die PSIl Superkomplexe.

Viele der in den letzten Jahren beschriebenen PSII Biogenese- und Assemblierungsfaktoren
agieren in den frilhen Schritten der Assemblierung (Abb. 3). HCF243 ist ein intrinsiches
Protein, das PSIll-Assemblierung unterstitzt, indem es direkt an D1 bindet und es stabilisiert
(Zhang et al., 2011). PAMG8 ist in die Stabilisierung und Reifung von D1 involviert. Es wird
vermutet, dass der kernkodierte Faktor den Einbau von D1 in friihe PSIl Assemblierungs-
intermediate direkt oder indirekt unterstitzt (Armbruster et al., 2010). Eine dhnliche Funktion
wird auch LPA1 zugesprochen. Der Assemblierungsfaktor wirkt ebenfalls auf die Synthese
und/oder Stabilisierung von D1 und D2 (Peng et al., 2006). Dariiber hinaus kénnte LPA1 als
Chaperon fungieren, indem es die Faltung und Integration von D1 in die Thylakoidmembran
unterstiitzt (Peng et al., 2006). HCF136 ist ein weiterer PSII Assemblierungsfaktor, der die
initialen Assemblierungsschritte im PSlI-Reaktionszentrum vermittelt (Pliicken et al., 2002).

In Abwesenheit des chaperondhnlichen Faktors kann pD1 nicht stabil an den Akzeptor-
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komplex binden und wird infolgedessen degradiert.

Stroma

Lumen

';I‘-|._CF13§_
RC lv

CP47 EJ
-
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Abb. 3: Regulation der PSll-Assemblierung (Meierhoff and Westhoff, 2011). PSIl Biogenesefaktoren sind in
rot, PSll- Untereinheiten in griin bzw. grau dargestellt.

LPA2 und LPA3 haben hingegen eine (berlappende Funktion innerhalb der CP43-
Assemblierung. Beide interagieren miteinander und mit der Translokase/Insertase ALB3
sowie CP43, dessen Assemblierung in PSIl sie organisieren (Ma et al., 2007; Cai et al.,
2010).

PSIl unterliegt im Zuge der rapiden photooxidativen Schadigung von D1 standigen
Deassemblierungs- und Assemblierungsprozessen. Infolgedessen migriert das inaktive PSII
von den Grana zu den Stromathylakoiden. Dort wird es partiell deassembliert und im
Anschluss das geschadigte D1 degradiert und gegen eine neusynthetisierte Kopie
ausgetauscht (zusammengefasst in Mulo et al.,, 2008). Alle anderen PSII-Komponenten
werden in der Regel recycelt und stehen somit direkt nach der Insertion von D1 fir die

Assemblierung bereit. Nach Abschluss der Assemblierung migriert das Monomer wieder
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zurlick in die Granathylakoide.

Auch in diesen Reparaturprozessen sind eine Reihe von auxillidren Proteinen involviert
(Mulo et al., 2012; Lyska et al., 2012). D1 wird durch eine luminale (DegP) und eine stromale
(FtsH) Protease mit Hilfe des luminalen Hilfsfaktors TLP18.3 abgebaut. Darliber hinaus wird
fur TLP18.3 eine Rolle in der Dimerisierung des PSII Komplexes in den Granathylakoiden
vermutet (Sirpio et al., 2007). Bei der Reassemblierung von PSIl werden allgemeine
Assemblierungsfaktoren von spezifischen Hilfsproteinen wie PPL1, Psb27, Psb28, FKBP20-
2, LPA19 und Hsp70 unterstutzt (zusammengefasst in Mulo et al., 2008, 2012). LPA19
férdert beispielsweise die C-terminale D1-Prozessierung und ermdglicht dadurch die
Assemblierung des Wasserspaltungsapparates (Wei et al., 2010). Auch Psb27 ist in diesen
Prozess involviert, indem es wahrscheinlich die luminale Seite des PSIll-Komplex bis zur
Assemblierung des OEC blockiert (Nowaczyk et al., 2006; Roose and Pakrasi, 2008).
Cytochrom bg ist der Ausgangspunkt fir die Assemblierung des Cyt bgf-Komplex. Es
interagiert zunachst mit der Untereinheit V. Dieses Dimer bindet im Anschluss Cytochrom f
und PetG (Wollman, 2004). In nachfolgenden Schritten werden weitere Untereinheiten
assembliert (Schwenkert et al., 2007). Aktiv ist der Cyt bef~Komplex als Dimer (Huang et al.,
1994). Im Gegensatz zu PSIl sind weitaus weniger Hilfsfaktoren flr die Biogenese dieses
Komplexes bekannt. Meist agieren sie in posttranskriptionalen oder translationalen
Prozessen (Lyska et al., 2007; Heinnickel et al., 2013). Einer dieser Hilfsfaktoren ist HCF153,
der fir die Akkumulation der Hauptuntereinheiten bendtigt wird. Die Autoren ziehen fir
HCF153 aufgrund der unveranderten Transkriptakkumulation und Translation in der hcf153-
Mutante eine Rolle in der Assemblierung des Cyt bgf~Komplexes in Betracht (Lennartz et al.,
2006). Kirzlich wurde mit DAC ein neuer Cyt bgf~Komplex Biogenesefaktor in A.thaliana
identifiziert (Xiao et al., 2012). DAC interagiert spezifisch mit PetD und soll in dessen
Stabilisierung bzw. Assemblierung involviert sein.

Die PSI-Assemblierung wird durch die co-translationale Insertion der Kernuntereinheiten
PsaA/B und der Formierung des PsaA/B Kernkomplexes initiiert (Schéttler et al., 2011).
Nach der Assemblierung ihrer Co-Faktoren werden in nachfolgenden Schritten zunachst
PsaC und im Anschluss PsaD und PsaE sowie weitere Untereinheiten hinzugeftigt. Auch fir
PSI sind nur sehr wenige Assemblierungsfaktoren identifiziert worden (Boudreau et al., 1997;
Bartsevich and Pakrasi, 1997). In Chlamydomonas interagiert der essentielle Assem-
blierungsfaktor Ycf3 mit PsaA und PsaD (Naver et al., 2001). Es wird vermutet, dass das
TPR-Protein als Chaperon wirkt, indem es bei der Assemblierung von PsaA und PsaB hilft.
Experimentelle Belege fiir diese Hypothese fehlen jedoch bislang.

In Arabidopsis wird der kernkodierte Faktor Pyg7-1 fur die PSI Assemblierung benétigt,

jedoch ist seine genaue Funktion bisher unbekannt (Stockel et al., 2006).
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2. Die Ziele dieser Arbeit

Die D1-Biogenese ist in hdheren Pflanzen noch wenig erforscht. Um tiefere Einblicke in die
Regulation der D1-Synthese zu erlangen, wurde mit Hilfe einer Co-Expressionsanalyse auf
der Basis des Transkriptstabilisierungs- und Translationsinitiationsfaktors HCF173 nach
weiteren Faktoren gesucht, die in diesen Prozess involviert sind. Im Rahmen dieser Analyse
wurde der kernkodierte Faktor HCF244 identifiziert.

Um die Funktion des Proteins zu ergriinden, wurde eine T-DNA Insertionsmutante fur das
Gen HCF244 isoliert und anschlieBend auf RNA- und Proteinebene charakterisiert. Die
Verifizierung des HCF244-Lokus erfolgte durch die Komplementation des mutanten
Phanotyps mit der HCF244 cDNA.

Um HCF173 und HCF244 nachweisen zu k&énnen, wurde ein Antikdrper gegen beide
Proteine hergestellt. Durch Einsatz des Antikérpers wurde die Lokalisation von HCF244
innerhalb des Chloroplasten untersucht und dessen Assoziation mit Membranen analysiert.
Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Charakterisierung der funktionellen Beziehung
zwischen HCF173 und HCF244. Es stellte sich einerseits die Frage, ob HCF244 einen
hochmolekularen Komplex bildet und dieser mit dem HCF173-Komplex co-segregiert.
Dartber hinaus wurde geprift, ob die HCF-Komplexe an RNA binden und die Akkumulation
bzw. Grofle der Komplexe durch den Verlust des jeweiligen anderen HCF-Proteins
beeintrachtigt wird. Aullerdem wurde eine hcf173hcf244 Doppelmutante hergestellt und
phanotypisch untersucht. Anhand der Analyse von konservierten Motiven und den
erarbeiteten Daten wurde ein Funktionsmodell der HCF-Proteine entworfen.

Um Einblicke in die Regulationsebenenen der D1-Expression zu erhalten, wurde die Frage
geklart, ob Licht Einfluss auf die Expression der HCF-Faktoren bzw. das Akkumulations-

verhalten der beiden HCF-Komplexe nimmt.
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3. Thesen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde folgendes gezeigt:

(i)

(iii)

HCF244 ist ein ancestraler Faktor, dessen hoher Konservierungsgrad zwi-
schen Cyanobakterien, Griinalgen und héheren Pflanzen die funktionale Rele-

vanz fir die Photosynthese unterstreicht.

Der kernkodierte Faktor HCF244 ist im Chloroplasten lokalisiert und wirkt dort
als essentieller D1-Biogenesefaktor. Er greift auf Ebene der Transkriptstabi-

lisierung und Translationsinitiation in die D1-Synthese ein.

HCF244 ist ein Uberwiegend membrangebundenes Protein, das an der

stroma- zugewandten Seite der Thylakoidmembran lokalisiert ist.

HCF244 ist Teil eines niedermolekularen Komplexes (= 300 kDa), der nicht
stabil an RNA oder HCF173 bindet. Die stabile Formation des Komplexes wird

in seiner Zusammensetzung nicht in Abh&ngigkeit von Licht reguliert.

HCF173 ist Teil eines hochmolekularen Komplexes, der lichtunabhdngig an
RNA bindet.
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4. Zusammenfassung

Die plastidare Genexpression wird durch eine Reihe von kernkodierten Faktoren reguliert.
Diese Proteine werden im Zytosol translatiert und anschliefend in den Chloroplasten trans-
portiert, um dort auf Ebene der Transkription, RNA-Reifung, Translation und Proteinreifung
bzw. Assemblierung in die Akkumulation der photosynthetischen Komplexe einzugreifen.
HCF173 ist einer dieser Hilfsfaktoren. Er nimmt eine essentielle Rolle innerhalb der Trans-
kriptstabilisierung und Initiierung der D1-Translation ein. D1 bildet zusammen mit D2 das
PSIl Reaktionszentrum und dient damit zugleich als Ausgangspunkt fur die PSIl Biogenese.
Um neue Faktoren zu identifizieren, die in diese Prozesse involviert sind, wurde eine Co-
Expressionsanalyse mit HCF173 durchgefihrt. Dabei wurde der kernkodierte Faktor HCF244
identifiziert, der im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert wurde.

Immunologische und spektroskopische Untersuchungen von hcf244-Mutanten offenbarten
einen massiven PSII Defekt, der durch eine gestérte D1-Synthese hervorgerufen wird. In-
folge der beeintrachtigten psbA-Transkriptstabilitdt und der dramatisch reduzierten riboso-
malen Beladung dieser mRNA akkumuliert D1 nicht.

Der mutante Phanotyp lie sich nur mit dem unetikettierten HCF244-Protein komplementier-
en. Um den Faktor dennoch genauer charakterisieren zu kénnen, wurde ein Antikdrper ge-
gen HCF244 hergestellt. Dafiir wurde HCF244 heterolog in E.coli exprimiert und affinitats-
chromatographisch aufgereinigt. Gegen HCF173 wurde ebenfalls ein Antikérper hergestelit.
Lokalisationsstudien zeigten HCF244 als ein peripheres Membranprotein, welches an der
stromalen Seite der Thylakoidmembran liegt und vermutlich gréfitenteils durch andere
Proteine vor dem Zugriff von Proteasen geschitzt wird.

HCF244 gehért wie HCF173 zur Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
(SDR). Die fir diese Familie typische Rossmanfaltung, mit dem darin lokalisierten
NAD(P)(H)-Bindemotiv, ist bei beiden HCF-Proteinen konserviert. Bei einigen Vertretern der
SDR-Proteine dient die Co-Enzymbindestelle auch als RNA-bindende Doméane. Sowohl eine
RNA-bindende als auch redoxregulierende Funktion ware daher fir beide HCF-Proteine
denkbar. Gestitzt wird diese Vermutung durch Saccharose-Dichtegradientenzentrifugations-
und Blue Native-Analysen, die HCF173 als Teil eines hochmolekularen Komplexes zeigen,
der mit RNA assoziiert ist. HCF244 bildet einen kleineren Komplex, der nicht stabil an RNA
zu binden scheint. Weder die Expression beider HCF-Proteine noch die Formation der HCF-
Komplexe scheinen von Licht oder dem jeweilig anderen HCF-Protein beeinflusst zu werden.
Dennoch weisen die vielen Parallelen beider mutanter Phanotypen und der dramatisch mini-
mierte Habitus der Doppelmutante auf eine synergistische Funktion beider Proteine
innerhalb der D1-Biogenese hin. Ein Arbeitsmodell fiir die Funktionsweise von HCF173 und
HCF244 wurde aufgestellt.
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Summary

Gene expression of the chloroplast is regulated by a number of nuclear encoded factors.
These proteins are translated in the cytosol and subsequently transported into the
chloroplast. There, they regulate the accumulation of photosynthetic complexes at the level
of transcription, RNA-maturation, translation, protein maturation and assembly.

HCF173 is one of these auxiliary factors, which is essential for the stabilization of the psbA
mRNA and initiation of D1-translation. D1 and D2 together form the reaction centre of
photosystem Il and therefore serve as the starting point for the PSII biogenesis. To identify
new factors, which are involved in these processes, a co-expression analysis based on the
HCF173 expression profile was accomplished. The nuclear encoded factor HCF244 was
recognized in the context of this study and characterized within this thesis.

Immunological analysis and spectroscopic measurements of hcf244-mutants revealed a
massive PSll-defect, resulting from an impaired D1-synthesis. In consequence of the
affected psbA transcript stabilisation and the dramatically reduced ribosomal loading of the
MRNA, the D1 accumulation failed in hcf244.

The mutant phenotype was rescued exclusively by the epitope-free version of HCF244. To
further characterize HCF244, the protein was expressed in E.coli to provide the recombinant
protein for antibody production. An HCF173 antibody was also produced.

Subsequent immuno localisation studies characterized HCF244 as peripheral membrane
protein, which is located at the stromal part of the thylakoid membrane. Probably, further
proteins protect major parts of HCF244 against the access by proteases.

HCF244 and HCF173 belong to the short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) super-
family. The typical structure of the Rossmanfold and the included NAD(P)(H)-binding motif is
also conserved in both HCF-proteins. In consideration of the additional RNA-binding property
of this motif, a function as RNA-binding and/or redox-sensory proteins is conceivable for
HCF244 and HCF173. This presumption is supported by sucrose density centrifugation- and
BN-studies, revealing HCF173 as component of a HMW complex, which contains RNA.
HCF244 forms a smaller complex, which does not stably bind to RNA. Neither the expression
of both HCF-proteins, nor the formation of both complexes appears to be influenced by the
presence of light. Nevertheless, the numerous parallels between both mutant phenotypes
and the dramatic minimized appearance of the double mutant point out the synergistic
function of both proteins within the D1 biogenesis. A working model of the HCF244 and

HCF173 function during D1 translation was developed.
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The Atypical Short-Chain Dehydrogenases HCF173 and
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The related proteins D1 and D2 together build up the photosystem II reaction center. Synthesis of D1 (PsbA) is highly regulated
in all photosynthetic organisms. The mechanisms and specific protein factors involved in controlled expression of the pshA gene
in higher plants are highly elusive. Here, we report on the identification of a chloroplast-located protein, HCF244 (for high
chlorophyll fluorescence244), which is essentially required for translational initiation of the psbA messenger RNA in Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana). The factor is highly conserved between land plants, algae, and cyanobacteria. HCF244 was identified by
coexpression analysis of HCF173, which encodes a protein that is also necessary for psbA translational initiation and in addition
for stabilization of this messenger RNA. Phenotypic characterization of the mutants hcf244 and hcfl73 suggests that the
corresponding proteins operate cooperatively during psbA translation. Immunolocalization studies detected the majority of
the two proteins at the thylakoid membrane. Both HCF244 and HCF173 are members of the atypical short-chain
dehydrogenase/reductase superfamily, a modified group, which has lost enzyme activity but acquires new functions in the

metabolism of the cell.

PSII is a multiprotein complex catalyzing the light-
driven electron transfer from water to plastoquinone in
oxygen-evolving photosynthetic organisms (Baena-
Gonzalez and Aro, 2002). The heart of this thylakoid
membrane complex consists of the D1/D2 hetero-
dimer, which binds most of the redox-active cofactors
involved in PSII electron transfer. On either side, the
chlorophyll a-binding proteins CP47 and CP43 flank
the internal heterodimer. In addition, many low-
molecular-mass proteins surround this PSII core com-
plex. At the lumenal side of the membrane, the subunits
PsbO, PsbP, and PsbQ are attached and build up the
water-splitting complex.

In consequence of the evolutionary gene transfer
from the cyanobacterial ancestor to the host genome,
PSII forms a genetic mosaic, consisting of nucleus- and
plastid-encoded subunits. These circumstances require
a well-orchestrated regulation of gene expression in
both genetic compartments during biogenesis of the
membrane complex. Nucleus-encoded proteins operate
as essential or supportive factors during the expression
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of plastid-encoded PSII genes. They are prime candidates
for the regulation of plastid gene expression during
developmental processes and in response to environ-
mental cues. Thus, their identification is a prerequisite
to understand the gene regulatory network between
the nucleus and chloroplasts.

While the basic structure of PSII is highly conserved
during the evolution of chloroplasts, cyanobacteria and
photosynthetic eukaryotes show marked differences with
regard to the regulation of PSII gene expression. In cya-
nobacteria, PSII biogenesis is predominantly regulated at
the transcriptional level. In contrast, in green algae and
land plants, plastid-encoded PSII genes are mainly reg-
ulated at the posttranscriptional level (Rochaix, 2006;
Marin-Navarro et al., 2007).

The expression of psbA, encoding the PSII reaction
center protein D1, reflects this differential regulation. In
cyanobacteria, a small psbA gene family consisting of two
to six genes encodes for distinct D1 isoforms (Mulo et al.,
2009). According to the environmental conditions, the
transcriptional activity of these genes is up- or down-
regulated, generating variable mRNA amounts of the
different D1 isoforms. Some regulatory cis-elements and
trans-acting factors involved in psbA transcription have
been identified (Mulo et al., 2012). The psbA mRNA in
cyanobacteria is rather unstable, with a half-life of only 10
to 20 min (Mohamed and Jansson, 1991; Constant et al.,
1997). Ribosomes immediately associate with the psbA
RNA even in darkness (Tyystjdrvi et al., 2004). Moreover,
it was suggested that membrane targeting of the D1
nascent complex and translational elongation are impor-
tant regulatory steps in expression of the D1 genes in
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Synechocystis sp. PCC6803 (referred to as Synechocystis
herein) and Synechococcus sp. PCC7942 (Mulo et al., 2012).

In higher plants and green algae, D1 is encoded by a
single gene. In contrast to cyanobacteria, psbA is more
or less constitutively transcribed and the pshbA mRNA
stability is considerably increased, facilitating a shift of
main regulatory steps to posttranscriptional processes
(Klaff and Gruissem, 1991). In Chlamydomonas reinhardtii,
a model is proposed in which translational initiation of
the pshbA mRNA demands the presence of a multisubunit
complex (Danon and Mayfield, 1991; Yohn et al., 1996).
In the light, this complex is believed to bind to the 5’
untranslated region (UTR) of psbA, thereby enhancing
the efficiency of translation initiation (Fong et al., 2000).
In addition, the synthesis rate of D1 in C. reinhardtii di-
rectly depends on the availability of the interacting
partner, D2. This regulatory relationship was found also
for core subunits of the other photosynthetic membrane
complexes and was termed control by epistasy of syn-
thesis (Choquet and Wollman, 2002; Minai et al., 2006).

The existence of comparable mechanisms for the reg-
ulation of D1 translation in higher plants is still unclear.
Nevertheless, cis-acting elements and trans-acting factors
determining D1 translational initiation were identified.
In the psbA 5" UTR of tobacco (Nicotiana tabacumy), two
potential ribosome-binding sites (RBS1 and RBS2) flank
an adenine uracil box, which is a putative target of at
least one trans-acting factor (Hirose and Sugiura, 1996).
Proteins that bind to the psbA 5" UTR were also found in
spinach (Spinacia oleracea; Alexander et al., 1998). The
43-kD RNA-binding protein of spinach is a homolog of
the ribosomal protein S1 and binds to uracil-rich single-
stranded RNA in response to light (Klaff and Gruissem,
1995; Alexander et al., 1998). Detailed information about
the second identified factor, a 47-kD protein, are not
available. UV cross-linking experiments with the psbA 5’
UTR of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) established the
presence of 43- and 30-kD proteins, both of which bind in
a redox-dependent manner but have not been identified
yet (Shen et al., 2001). Altogether, these findings suggest
that the 5" UTR of the psbA mRNA from higher plants is
very likely also a primary target of control mechanisms
for D1 synthesis.

Previously, we identified HCF173 (for high chloro-
phyll fluorescencel73), an essential factor involved in
early processes of D1 synthesis in Arabidopsis (Schult
et al., 2007). The loss of HCF173 causes a specific de-
stabilization of the psbA transcript together with impaired
translation initiation. HCF173 shows low similarity to
members of the classical short-chain dehydrogenase/
reductase (SDR) superfamily. SDRs represent a large
group of oxidoreductases, including epimerases, ly-
ases, and isomerases, that depend on NAD" or NADP*
or their reduced forms [NAD(P)(H)] as cofactors.
These enzymes have a wide substrate spectrum and are
involved in a variety of key metabolic processes (Filling
et al., 2002; Kallberg et al., 2002). Classical SDR proteins
contain two motifs. The N-terminal Gly-rich motif
TGXXXGXG mediates the binding of the dinucleotide
cofactor and is arranged within a conserved domain of
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alternating «a-helices and B-sheets designated the
Rossmann fold. The enzymatic activity of SDR pro-
teins is associated with a catalytic tetrad (N-S5-Y-K)
consisting of the YXXXK motif in cooperation with
conserved Asn (N) and Ser (S) residues (Kavanagh
et al., 2008; Persson et al., 2009).

HCF173 belongs to the subfamily of atypical SDRs.
Compared with classical SDRs, this subfamily has an
altered Gly-rich NAD(P)(H)-binding motif and partly
or completely lacks the signature catalytic tetrad;
however, the three-dimensional architecture of the
SDR fold is conserved (Persson et al., 2009). Atypical
SDRs examined so far have obviously lost their enzy-
matic activity, and some of them gained new functions
in RNA metabolism or as regulatory proteins. One
of the well-characterized atypical SDRs is NmrA, a
transcriptional repressor in fungi able to inactivate the
transcription factor AreA in response to the nitrogen
status of the cell (Stammers et al., 2001). A long-known
chloroplast-located atypical SDR protein is CSP41 (for
chloroplast stem loop-binding protein4l; Yang et al.,
1996; Bollenbach et al., 2003). Many different roles in
the RNA metabolism of chloroplasts have been assigned
to CSP41. The first reports detected endoribonuclease
activity in spinach chloroplasts (Yang et al., 1996). In
Arabidopsis, which encodes two copies of this gene,
roles for CSP41 in ribosomal RNA (rRNA) metabolism
and in transcription were described (Beligni and
Maytfield, 2008), and recently, a role in RNA stabili-
zation was demonstrated (Qi et al., 2012).

The factor HCF173 is also directly involved in the
RNA metabolism of the chloroplast. Affinity purifica-
tion revealed its association with the pshbA mRNA in a
high-M, thylakoid membrane complex (Schult et al.,
2007). Because a significant amount of HCF173 was
also detected in the stroma, we discussed a role as an
RNA-binding factor involved in the membrane tar-
geting of nascent D1 ribosomal complex.

To identify additional components required during
regulated expression of the D1 protein, we analyzed the
coexpression profile of HCF173. In this context, we
identified the new D1 biogenesis factor HCF244. Its
knockout resulted in a very similar phenotype to
that described previously for HCF173 inactivation.
As in hcfl73, the analysis of polysomal association
revealed drastically impaired initiation of translation
of the psbA mRNA in hcf244. This results in a severe
reduction of D1 protein accumulation coupled with
destabilization of all other PSII core subunits. By
comparison with hcf173, only a slight reduction of the
psbA mRNA level was detectable in hcf244. Interest-
ingly, the factor HCF244 also belongs to the atypical
SDR subfamily and possesses the modified Rossmann
fold dinucleotide-binding site of this subgroup, together
with an altered catalytic motif. HCF244 is associated
with an approximately 300-kD thylakoid membrane
complex. The hcfl173hcf244 double mutant shows a more
pronounced phenotype than the single mutants, sug-
gesting that photosynthetic activity is further improved
due to a lesser extent of D1 synthesis.
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RESULTS
Identification of the SDR Protein HCF244

In a forward genetic approach, we identified the
nucleus-encoded factor HCF173 (Atlg16720), which is a
chloroplast-located SDR protein associated with the psbA
mRNA and required for translational initiation of this
transcript (Schult et al.,, 2007). To explore the functional
and biological network of At1¢g16720 in Arabidopsis, we
analyzed condition-specific coexpression data sets using
the Bio-Array Resource (Toufighi et al., 2005). All posi-
tively correlated genes (r > 0.8) have been analyzed
concerning their function and the localization of the gene
product. Interestingly, four genes with known functional
relationships to PSII biogenesis and five SDR or SDR-like
proteins were found (Supplemental Table S1). The first
nine highly correlated genes encoding for unknown or
less characterized products with a predicted or ex-
perimentally shown chloroplast localization were se-
lected, and corresponding T-DNA insertion lines from
the SALK (http://signal.salk.edu/index.html) and
GABI-Kat (http:/ /www.gabi-kat.de/) collections were
analyzed (Supplemental Table S2). We screened the
progeny of these lines for seedlings showing an hcf
phenotype, indicative for an impaired photosynthetic ca-
pacity. Under our growth conditions (60-80 umol m 25",
22°C), the mutant line N408380 (GABI-Kat) segregated
an hcf phenotype and mutant seedlings were unable to
survive under photoautotrophic growth conditions, re-
vealing the relevance of the inactivated nuclear gene
for an efficient photosynthesis rate. According to the
observed phenotype, the mutant was designated
hcf244. The hcf244 T-DNA line possesses an insertion in
the nuclear gene At4¢35250 (Fig. 1A), which has the
second best correlation to HCF173 expression. To localize
the position of the T-DNA, we amplified the region
around the insertion point by gene- and T-DNA-specific
primers. Sequencing of the PCR products monitored the
incorporation of the T-DNA at position +186 in the
first of seven exons of At4¢35250. As a consequence of
the T-DNA insertion, the HCF244 transcript is missing
in the mutant (Fig. 1B), resulting in the absence of the
HCF244 protein (Fig. 1C).

HCF244 encodes a protein consisting of 395 amino
acids with a predicted M, of 43.7 kD. The first 63 amino
acids show characteristics of a chloroplast transit pep-
tide, based on ChloroP prediction (Emanuelsson et al.,
1999). Referring to the conserved domain database
(Marchler-Bauer et al., 2011), the region of amino acids
81 to 284 is annotated as an atypical group (subgroup
5) of the SDR superfamily (Fig. 2A). The NAD(P)(H)-
binding domain of HCF244 shows the conserved se-
quence GXXGXXG, which is similar to that of extended
SDRs (Kavanagh et al., 2008). In contrast, a poorly
conserved active site tetrad is present, consisting of only
the Lys residue in the YXXXK motif. A Ser is located
right beside its conserved position, and Asp is present
instead of Asn (Fig. 2B). This results in the modified tetrad
D-(S)-L-K. With regard to the stringent requirement of
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Figure 1. Gene structure and expression levels of At4g35250 in wild-
type and mutant seedlings. A, Structure of the gene HCF244. The
HCF244 open reading frame (1,869 bp) consists of seven exons sep-
arated by six introns. The mutant allele hcf244 contains a T-DNA in-
sertion at position +186, which is schematically marked by a triangle.
Exons are shown in dark gray. B, Transcript analysis of HCF244. Five
micrograms of total leaf RNA or the indicated dilutions, isolated from
2- to 3-week-old wild-type (WT), hcf244 mutant, and complemented
hcf244 plants, were analyzed by RNA gel-blot hybridization using a
radiolabeled probe against the HCF244 cDNA. The distribution of
rRNAs was visualized by methylene blue staining. The degradation
product of the 23S rRNA is indicated by an asterisk. C, Immunoblot
analysis of the HCF244 protein. Thylakoid membrane proteins were
isolated from wild-type and hcf244 leaves and separated by SDS-
PAGE. Thirty micrograms of protein was loaded on the SDS gel. The
detection of HCF244 was performed with the specific HCF244 anti-
body, whereas cytochrome f detection resulted from its heme-associated
peroxidase activity. The position of cytochrome fis indicated by an
asterisk.

Tyr for dehydrogenase/reductase activity (Jornvall
et al., 1995), the altered composition of this motif
suggests the loss of enzymatic activity in HCF244.
BLAST (http:/ /blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi) and
Phytozome (http://www.phytozome.net/) searches re-
vealed a number of orthologs ranging from higher plants
and mosses to green algae, glaucophytes, red algae,
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Figure 2. Domain structure of HCF244 and similarities to other homologous proteins. A, Domain composition of HCF244 in
comparison with HCF173. Both nucleus-encoded factors contain a putative chloroplast transit peptide, indicated in dark gray.
The conserved atypical SDR domain, including a putative dinucleotide binding site, is indicated in black and light gray, re-
spectively. B, Multiple amino acid sequence alignment of Arabidopsis HCF244 and homologs from rice (Oryza sativa;
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stramenopiles, and cyanobacteria (Fig. 3). Phylogenetic
analyses of the representative sequences revealed very
close evolutionary relationships among the HCF244
homologs of higher plants, mosses, and green algae,
with protein identities in the range of 63% to 93%.
Moreover, strong relationships were observed be-
tween orthologs of plants and cyanobacteria, revealing
protein identities with AtHCF244 around 50%. In ad-
dition, orthologs of HCF244 were also found in the
stramenopiles (dinoflagellata and heterokontophyta)
and in rhodophyta. The phylogenetic analysis of
HCF244 suggested that the protein is encoded by an
ancient gene, which originated from a cyanobacterial
progenitor.

The Mutant hcf244 Is Deficient in PSII Function

To assess the function of HCF244, we explored the
photosynthetic capacity and the accumulation of
the corresponding thylakoid membrane complexes in
the selected knockout mutant. Under autotrophic
growth conditions, hcf244 mutants merely produced
cotyledons and died in the seedling stage. On Suc-
supplemented medium, mutants could be cultivated
under low-light conditions (60-80 umol m 257, but
compared with the wild type, these mutant seedlings
showed an impaired growth rate and pale green leaf
color (Fig. 4). In addition, fertile flowers were not gen-
erated by the mutant plants under these conditions.

To gain insights into the functional state of PSII and
the photosynthetic electron transport chain, chloro-
phyll a fluorescence was recorded. In dark-adapted
wild-type seedlings, a short saturating light pulse in-
duces a characteristic chlorophyll a emission reflecting
high efficiency of PSII photochemistry (Fig. 5A). The
ratio of variable to maximal fluorescence reached the
usual value of 0.78 * 0.013. In contrast, a saturating
light pulse did not induce an increased fluorescence
signal in hcf244, indicating a severe defect in PSII
photochemistry. To complement these measurements,
we analyzed P700 redox reactions in the reaction
center of PSI via its absorbance change at 830 nm (Fig.
5B). In the wild type, actinic light partially oxidized
P700 whereas far-red illumination induced a maxi-
mum oxidation. In far-red background light, P700 was
rereduced by a saturating light pulse due to the in-
duction of electron transport from PSII. In contrast,
actinic light already results in complete P700 oxidation
in hcf244, and the application of a saturating light pulse

failed to rereduce P700. This observation indicates a
functional PSI reaction center in the mutant but in-
sufficient electron transport rate or absence of electron
production in PSIL

HCF244 Is Specifically Necessary for the Accumulation of
PSII Complex Proteins

To verify the results of the spectroscopic measure-
ments, we analyzed the accumulation of distinct sub-
units of the photosynthetic electron transport chain by
immunoblot analyses (Fig. 6). The levels of the reaction
center proteins D1 and D2 of PSII were decreased be-
low 12.5% and hardly detectable in the mutant. The
PSII inner antenna polypeptides CP43, CP47, and cy-
tochrome by, accumulated to about 12.5% to 25% of
wild-type levels, whereas PsbP, a nucleus-encoded
subunit of the oxygen-evolving complex, was found
to be reduced to 50% in the mutant.

In parallel, we analyzed representative subunits of
PSI (PsaD and PsaA/B), the cytochrome b f complex
(Cytf and SUIV), and ATP synthase (CFl-a-SU). In
hcf244, 50% to 80% of PsaD and PsaA /B were present.
The accumulation of the cytochrome b,f complex and
ATP synthase was not impaired. Modification of the
light conditions to a lower intensity led to wild-type
levels of PSI (data not shown), suggesting that the re-
duced PSI level is a secondary effect of the mutation,
like those previously observed in hcf136 (Meurer et al.,
1998) and hcf173 (Schult et al., 2007). Taken together,
the immunoblot analysis data suggest that hcf244 is
characterized by a specific deficiency in PSII accumula-
tion, whereas other complexes of the photosynthetic
electron transport chain are not affected by the mutation.

To confirm that the hcf244 phenotype is based on the
single T-DNA insertion in the gene At4g35250, we trans-
formed heterozygous hcf244 plants with the At4¢35250
complementary DNA (cDNA) under the control of the
35S promoter employing the Agrobacterium tumefaciens-
mediated floral dip method (Clough and Bent, 1998).
Transgenic plants, which were homozygous for the
hcf244 mutation, were able to grow on soil under
photoautotrophic conditions. In addition, spectro-
scopic measurements (Fig. 5) and immunoblot analysis
(data not shown) confirmed the presence of a fully
functional PSII. Thus, the mutant phenotype was res-
cued by the introduced cDNA, indicating that the
single T-DNA insertion in the gene At4¢35250 was
exclusively responsible for the mutant defect.

Figure 2. (Continued.)

OsHCF244), moss (Physcomitrella spp.; PpPHCF244), green algae (C. reinhardtii; CrHCF244), and cyanobacteria (SIr0399). Identical amino acids are
marked white on black; similar amino acids are black on gray. The predicted secondary structure of the Rossmann fold dinucleotide binding site is
schematically indicated above the sequence: black arrow for B-strand; black bar for a-helix. The position of the conserved Gly-rich motif
(GXXGXXQ) is indicated by a blue box. The conserved and altered residues of the catalytic tetrad (N-S-YXXXK) are marked by orange boxes. Further
conserved amino acids are indicated by asterisks. The multiple amino acid sequence alignment was generated with ClustalW2 (http://www.ebi.ac.
uk/Tools/msa/clustalw2/). For secondary structure prediction, the Web tool Jpred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) was used.
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Chlamydomonas reinhardti (XP_001700491) 163% S 77% I green algae
Synechocystis sp. PCC 6803 (NP_441851) 1 48% S 68%
cyanobacteria
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stramenopile
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Figure 3. Phylogenetic analysis of HCF244. The phylogenetic tree was constructed using the ClustalW2 tool for multiple
sequence alignment. The values of identity (I) and similarity (S) compared with the Arabidopsis HCF244 protein (NP_195251)

are listed in percentages. Accession numbers are bracketed.

In addition, we tried to complement hcf244 with
several C-terminally tagged protein versions. As the
smallest tag, we used the 27-amino acid triple he-
magglutinin epitope (Sato and Wada, 1997) or this tag
in combination with the 28-amino acid Streplll tag
(Junttila et al., 2005) and the protein A tag (IgG-
binding domain of Staphylococcus aureus protein A).
However, none of these fusion proteins was able
to complement the mutant phenotype, indicating that
the C terminus of the protein does not tolerate modi-
fications of this type.

Translational Initiation of the psbA mRNA Is Drastically
Impaired in the hcf244 Mutant

To address the question whether the PSII defect
in hcf244 is caused by reduced synthesis rates of
chloroplast-encoded PSII proteins, we performed in
vivo labeling studies with [®S]Met in intact leaves.
Newly synthesized proteins were electrophoretically
separated to analyze specific translation products. To
simplify the complex labeling pattern, cytoplasmic
translation was blocked by cycloheximide.

Comparison of the whole labeling pattern between
wild-type and mutant leaves revealed that protein la-
beling is reduced by about 50% in hcf244, indicating
that protein synthesis capacity is generally impaired in
mutant chloroplasts (Fig. 7A). After a pulse of 30 min,
we were able to visualize reaction center proteins A/B
of PSI, the a/B-subunits of ATP synthase, and CP47,
CP43, D2, and PsbH of PSII in the wild type and
mutant. However, the protein with the strongest la-
beling intensity in wild-type leaves, the D1 protein,
was not detectable in the mutant (Fig. 7A). To assess
whether this drastically impaired labeling is caused
by a decreased half-life, we allowed *°S incorporation

Plant Physiol. Vol. 160, 2012

only for 10 min. This short pulse period should facili-
tate D1 detection, even if D1 is degraded very fast.
However, our results did not differ from the 30-min
pulse, suggesting that the reduced D1 level results
from an impaired D1 synthesis rate and not from in-
creased protein degradation.

To determine if an altered transcript level caused the
low synthesis rate of photosynthetic proteins, we mea-
sured the amount of numerous plastid- and nucleus-
encoded transcripts by RNA gel-blot hybridization.
These analyses showed that the psbA mRNA is de-
creased to 60% of the wild-type level in hcf244 (Fig.
7B). All other analyzed transcripts of PSII (psbB, psbC,
psbD, psbE/F, psbO, psbR, psbP, psbH, psbK, and psbN),
PSI (psaA and psaC), the cytochrome b,/f complex
(petA), and ATP synthase (atpA) accumulated in size
and abundance comparable to the wild type (data not
shown), indicating that plastid RNA accumulation is
not generally impaired by the mutation.

Figure 4. Presentation of 3- to 4-week-old hcf mutants and wild-type
(WT) plants. Plants were grown under a 16-h-light/8-h-dark period at a
PFD of 60 to 80 umol m~2s™" and a constant temperature of 22°C. A,
Comparison of the wild type, hcf173 and hcf244 single mutants, and
the hcf173hcf244 double mutant. B, Closeup of the hcf173hcf244
double mutant.
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plants.

Because the observed reduction of the psbA transcript
alone is unlikely to be responsible for the absence of D1,
we addressed the question of whether the efficiency of
psbA translation is affected in the mutant. To this end,
we analyzed ribosomal loading of this transcript by
fractionation of leaf RNA in a Suc gradient and subse-
quent gel-blot hybridization of RNA fractions (Fig. 7C).
Efficiently translated RNAs are located in polyribo-
somes, which migrate into the high-density fractions of a
gradient; in contrast, monosomes and free RNA are lo-
cated in the low-density range. Chelating agents like
EDTA disrupt ribosomes, and once they are added in
the RNA preparation, the typical distribution pattern of
a polysomal gradient is shifted drastically to the low-
density fractions, thereby confirming the position of free
RNAs and monosomes in the gradient (Schult et al.,
2007).

Staining of rRNAs reflected a comparable distribu-
tion in both the gradient of the wild type and the
mutant hcf244, revealing that there is no general
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difference in the distribution of ribosomes between the
mutant and the wild type. Detection of the psbA
mRNA by phosphor imaging and subsequent quanti-
fication of the results showed that 19% of wild-type
psbA mRNA is located in polysomal fractions. Ac-
cordingly, 81% is located in monosomes or represents
free RNA. In contrast, in the hcf244 mutant, only 4% of
the psbA mRNA is associated with polysomes, imply-
ing that the translational activity of this RNA is very
low. A subsequent detection of polycistronic psbB
transcripts (Westhoff and Herrmann, 1988) displayed a
similar distribution in the wild type and the hcf244
mutant.

Taken together, the results of the in vivo labeling
assays and the analysis of polysomal distribution of
the psbA mRNA indicated that the synthesis rate of the
D1 protein is specifically impaired in hcf244 due to
reduced translational initiation. This leads to drasti-
cally reduced amounts of the D1 protein, with the
consequence that no stable PSII core complex could

Plant Physiol. Vol. 160, 2012
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be assembled and mutants are photosynthetically in-
active.

HCF244 Is a Peripheral Thylakoid Membrane Protein

The database entry of the Plant Proteome Database
(Sun et al., 2009) defines HCF244 to be a thylakoid-
associated protein. To verify this localization and to
precisely determine the partitioning of HCF244 in the
chloroplast compartments, we prepared a specific an-
tibody against the recombinant protein. In the first
immunoblot analyses, the HCF244 antibody detected
one clear signal around 38 kD in wild-type membrane
protein extracts (Fig. 1C). Subsequently, intact chloro-
plasts were isolated from wild-type plants and further
fractionated into stroma and membrane fractions (Fig.
8A). Compared with total leaf extracts, HCF244 is
highly enriched in the chloroplast fraction. The stroma
and membrane fractions both revealed a signal of
HCF244, while the vast majority of the protein was
bound to the membrane fraction. Defined chloroplast
proteins like the soluble RbcL and the membrane in-
tegral PsaD corroborate the purity of the organelle
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fractions, whereas a-tubulin as a cytosolic marker
confirmed the complete removal of the cytosol. These
findings verify that HCF244 is targeted into chloro-
plasts, where it mainly associates with the membrane
fraction. The relative mass of HCF244 differs from the
predicted value of 44 kD for the full-length product,
suggesting that the import process of HCF244 is ac-
companied by cleavage of the predicted chloroplast
transit peptide.

To explore the intensity of membrane binding of
HCF244, sonificated thylakoids were treated with dif-
ferent salt washings (Fig. 8B). In the presence of
sodium chloride, HCF244 remained attached to the
membrane, whereas sodium carbonate released the
majority of HCF244 protein into the supernatant.
The same result was detected for the peripheral
oxygen-evolving complex protein PsbO. As expected,
the integral PSI protein PsaD was not affected by these
treatments.

To address the question of whether HCF244 is lo-
cated at the stromal or luminal side of the thylakoid
membrane, we performed thermolysin protection
assays. When intact thylakoids were treated with
thermolysin, HCF244 was truncated by approximately
1 kD, indicating that HCF244 is accessible for this
protease, but the main part of the protein remained
protected (Fig. 8C). A second distinct HCF244 degra-
dation product with a relative size of around 35 kD
accumulated with increasing incubation time. In con-
trast, HCF173 was degraded within 1 min, comparable
to the stromal ferredoxin NADP oxidoreductase. This
result suggested that HCF244 might be located at the
luminal side of the thylakoid membrane, where it is
protected against proteolytic degradation. To prove
this assumption, we investigated the luminal periph-
eral proteins in a preparation of thylakoids that were
disrupted by sonification. While the luminal PsbO was
degraded rapidly, the behavior of HCF244 proteolysis
was not altered. Accordingly, the protection of HCF244
is very likely not the result of luminal localization but
seems to be based on a highly protected stroma-
exposed position.

Together, these data indicate that HCF244 is a pe-
ripheral membrane protein, which is tightly attached to
the thylakoids. Only a very small domain of HCF244 is
directly exposed to the stroma, whereas the residual part
is protected against protease activity.

HCF244 Is Part of a Protein Complex, Which Does Not
Stably Bind RNA

Recent explorations of accessory proteins involved in
thylakoid membrane biogenesis often revealed the as-
sembly of these factors with high-M, complexes contain-
ing both proteins and RNA (Vaistij et al., 2000; Dauvillée
et al., 2003; Schwarz et al., 2007; Boulouis et al., 2011). Our
studies of HCF173 also showed that this factor is associ-
ated in a high-M, complex of the chloroplast membrane
fraction. In addition, an affinity-purified protein fraction
of HCF173 preferentially contained the pshbA mRNA,
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Figure 7. Gene expression of psbA in wild-type (WT) and hcf244 mutant seedlings. A, In vivo labeling of newly synthesized
membrane proteins by radioactive [**S|Met. Primary leaves of 2-week-old wild-type and hcf244 mutant plants were radiola-
beled for 10 and 30 min. Subsequently, membrane proteins were isolated, separated by SDS-PAGE, and visualized by auto-
radiography. Lanes were loaded with an equivalent amount to 100,000 cpm (WT 1/1 and hcf244), 50,000 cpm (WT 1/2),
25,000 cpm (WT 1/4), and 12,500 cpm (WT 1/8). B, RNA gel-blot analyses of the psbA transcript from wild-type and hcf244
mutant plants. Total leaf RNA was isolated from 2- to 3-week-old plants. Lanes were loaded with 5 ug of total RNA or the
indicated dilutions. The degradation product of the 23S rRNA is indicated by an asterisk. C, Polysome association studies in the
wild type and the hcf244 mutant. Whole cell extracts of wild-type and hcf244 mutant plants were fractionated by linear 15% to
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hybridization. The distribution of rRNAs was visualized by methylene blue staining. The RNA amounts of psbA and psbB were
detected by a specific probe and quantified by phosphor imaging.

indicating specific binding of this transcript (Schult et al.,
2007). Hence, the question arises whether HCF244 is also
part of a high-M, complex and, if so, whether the com-
plex includes RNA.

To investigate the accumulation of higher order
protein complexes of HCF244, dodecyl-maltoside-
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solubilized chloroplast membrane extracts of the wild
type were separated by Suc density gradient centrifu-
gation. In parallel, we examined the ability of RNA to
bind to the HCF244 complex by digestion of mem-
brane protein extract with RNase A and subsequent
monitoring of the fractionation behavior of HCF244

Plant Physiol. Vol. 160, 2012
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and HCF173 (Fig. 9A). Inmunodetection of HCF244 in
the fractions of the gradient showed that the majority
of the protein was detectable in fractions 8 to 10, cor-
responding to an M, between 40 and 80 kD; however, a
faint signal of HCF244 was detectable up to fraction 2.
These results indicate that HCF244 accumulates mainly
in a small form. Besides this, the Suc gradient verified
the existence of larger HCF244 complexes predomi-
nantly separating in a range between 200 and 400 kD.
A related behavior could be observed for HCF173,
which was enriched in fractions 7 to 10, but significant
amounts of the protein were also detectable in the
bottom fraction 1 that contained complexes of at least
500 kD. Since fraction 1 contained the complete protein
pelleted at the bottom of the gradient, even larger
complexes could be present in this fraction. To prove
this assumption, we analyzed the migration behavior
of HCF173 in a gradient with higher resolution. Figure
9B shows that parts of HCF173 can be detected far
beyond the size of the Rubisco enzyme, which mi-
grates at about 550 kD.

The RNase treatment does not alter the separation
pattern of HCF244, indicating that RNA is not part of the
detected protein assemblies. In contrast, the portion of
HCF173 associated with high-M, complexes disappeared
after RNase treatment, and only signals in the range be-
tween 40 and 200 kD were still detectable (Fig. 9A).

Together, these findings support the assumption
that HCF244 associates with other binding partners;
however, this association seems to be rather weak or is
especially instable under our conditions of membrane
protein extraction. In addition, RNA is not stably as-
sociated with the HCF244 complex. In contrast, the
data confirm the existence of high-M, complexes of
HCF173 that stably bind RNA. The size of the HCF173
complex presumably extends into the megadalton re-
gion, suggesting that HCF173 and a variety of proteins
and RNA associate in a functional assembly.

Analysis of the hcf173hcf244 Double Mutant

The detailed characterization of hcfl73 and hcf244
knockout mutants discloses many parallels between
the phenotypes of these mutants: both mutants are
seedling lethal, show a substantially reduced ratio of
variable to maximal fluorescence, and, according to
current knowledge, the primary lesion in both is the
drastically impaired translational initiation of the psbA
mRNA, resulting in strong reduction of D1 accumu-
lation. In addition, HCF173 and HCF244 are directly or
indirectly necessary for stabilization of the psbA tran-
script, but not to the same extent. Altogether, these
parallels provide evidence that both HCF proteins are
players of the same or related steps of PSII biogenesis.

In order to analyze the relationship genetically, we
crossed the mutants and examined the phenotype of
the double mutant. While hcfl173 and hcf244 single
mutants grown on Suc-supplemented medium were
pale green and reached nearly one-half of the wild-type
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Figure 9. Analysis of HCF complexes by discontinuous Suc gradient
centrifugation. A, RNA association study. Wild-type thylakoid mem-
brane proteins were solubilized with 1% (w/v) n-dodecyl-B-p-malto-
side and treated with (+) or without (—) RNase A. An equivalent of 500
ug of chlorophyll was loaded on each gradient (0.5-0.1 m Suc). After
centrifugation, 13 fractions were harvested. Proteins were precipitated
with TCA and analyzed by SDS-PAGE. Exposure of immunoblots in-
cubated with HCF244 antibody was increased to detect minor protein
levels. B, Analysis of HCF173 complexes. Wild-type thylakoid mem-
brane proteins were solubilized with 1% (w/v) digitonin and 0.5% n-
dodecyl-B-p-maltoside. An equivalent of 500 ug of chlorophyll was
loaded on the gradient (1-0.1 m Suc). The position of Rubisco is in-
dicated by the Ponceau red staining of RbcL.

size with eight rosette leaves after 3 weeks, the hcf173hcf244
double mutant showed a substantially reduced size
and produced only cotyledons and two small rosette
leaves with yellow-green color (Fig. 4). The extreme
small size of these seedlings prevented physiological
measurements and further analyses; however, it sug-
gests that D1 expression is further improved and PSII
activity is close to zero in the double mutant.

To further verify the relationship between both pro-
teins, the stability of HCF244 was measured in hcf173
mutants and vice versa. Three independent experiments
showed varying accumulation of HCF173 in hcf244 and
nearly no alterations for HCF244 in hcf173 (data not
shown). Thus, a mutual relationship between the
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accumulation behaviors of both factors could not be
distinguished.

DISCUSSION

Coexpression Analysis of HCF173 Identifies the Highly
Conserved SDR Protein HCF244

Coexpression analyses using the psbA translation
factor HCF173 as bait revealed around 50 highly cor-
related genes. Among them, we identified several
genes that encode for proteins involved in PSII bio-
genesis. We found HCF136, a factor essential for the
assembly of PSII reaction center proteins (Meurer et al.,
1998; Pliicken et al., 2002), and the PSII repair proteins
LQY1 (Lu et al., 2011) as well as the luminal PPL1
(Ishihara et al., 2007) and Psb27 (Chen et al., 2006).
This result shows that functionally related genes
cluster with the SDR protein HCF173, implying that
there was a reasonable chance to find new PSII bi-
ogenesis factors among the unknown, coexpressed
genes.

In a reverse genetic approach, we selected the first
nine correlated genes with unknown or less charac-
terized function and analyzed the phenotype of the
corresponding T-DNA insertion mutants. The knock-
out of At4¢35250 resulted in phenotypical alterations
visible under our low-light screening conditions dur-
ing 2 to 3 weeks of seedling growth. It is possible that
the collection of nine candidates comprises further hcf
mutants, which have a weaker phenotype and thus are
not detectable under our screening conditions.

The isolated T-DNA insertion line, hcf244, is seedling
lethal and possesses specifically impaired PSII activity
and protein levels. Like the bait gene HCF173, HCF244
encodes a protein with similarity to the SDR super-
family. HCF244 is highly conserved in higher plants
and mosses (Physcomitrella spp.), with identities of 75%
to 95%. However, even between land plants and algae
as well as cyanobacteria, identities remain 45% to 65%
among HCF244 and different orthologs. Between
higher plants and cyanobacteria, high conservation is
found for the N terminus comprising the dinucleotide-
binding domain. Thus, it can be suggested that one
functional role of these atypical SDR proteins is cou-
pled to the Rossmann fold cofactor-binding domain
and is conserved in all these photosynthetic organisms.

Knockout and Suppressor Mutants of Synechocystis
HCF244 Reveal a Chaperone Function for the
Cyanobacterial Protein

The ortholog of HCF244 from Synechocystis is desig-
nated SIr0399 and reveals 48% protein identity. It is
similar to the hypothetical protein Ycf39 encoded in the
chloroplast genomes of stramenopiles and rhodophyta
and the cyanelle genome of Cyanophora paradoxa
(Ermakova-Gerdes and Vermaas, 1999). The functional
role of SIr0399 has been analyzed in suppressor studies
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of a Synechocystis photosynthesis mutant with point
mutations in the D2 subunit of PSII. The mutant is
unable to grow photoautotrophically due to a modi-
fied binding site of the primary electron-accepting
plastoquinone of PSII (Ermakova-Gerdes and Vermaas,
1998). The isolation of pseudorevertants of this phe-
notype revealed a secondary mutation in the reading
frame of slr0399 (Ermakova-Gerdes and Vermaas,
1999). The mutations in slr0399 represent two differ-
ent point mutations or a large deletion of around 60%,
suggesting that even inactivation of s/r0399 leads to
the restoration of photosynthetic growth. Knockout of
slr0399 in wild-type Synechocystis has no effect on
photosynthetic growth but induces a decrease in
thermotolerance of the mutant line. Due to these ob-
servations, Ermakova-Gerdes and Vermaas (1999)
speculate that SIr0399 has a chaperone-like function
that is not essential but advantageous during quinone
binding to D2 and possibly other quinone-binding
complexes.

While knockout of slr0399 in Synechocystis has no
significant phenotypic effects under moderate tempera-
tures, inactivation of the orthologous gene HCF244 in
Arabidopsis has tremendous consequences for the plant.
The hcf244 mutant is unable to grow under autotrophic
conditions due to drastically impaired accumulation of
PSII proteins. PSII core polypeptides (CP47, CP43, D1,
and D2) reach only about 10% to 20% of the wild-type
levels. Determination of plastid protein synthesis rates
indicates that D1 synthesis is specifically decreased;
however, the corresponding pshbA mRNA accumulates
more or less normally, indicating that a reduced psbA
mRNA level cannot account for impaired D1 synthesis.
Instead, the analysis of ribosomal loading showed that
only a minority of the psbA mRNA in hcf244 is associated
with polysomes. This demonstrates that impaired D1
accumulation is not the result of increased protein turn-
over but rather a consequence of a reduced synthesis rate.

Direct comparison of the knockout phenotypes in
Synechocystis and Arabidopsis is currently difficult be-
cause only growth rates under different temperatures
have been analyzed for the slr0399  mutant. However,
marked discrepancies observed for knockout mutants of
orthologous genes from cyanobacteria and higher plants
are not unusual and were also found for mutants of
HCF136/Ycf48 (Meurer et al., 1998; Komenda et al., 2008)
and PAM68/SII0933 (Armbruster et al., 2010). On the
other hand, it cannot be ruled out that the proteins
HCF244 and SIr0399 have evolved different functions in
cyanobacteria and higher plants. To allow convincing
conclusions, the phenotypes of hcf244 and slr0399™ mu-
tants have to be analyzed in detail in a direct comparison.

HCF173 and HCF244 Mutational Analyses Reveal Their
Direct Functions in Translational Initiation of psbA

Phenotypic characterization of hcf244 reveals nearly
the same phenotypic properties as we described pre-
viously for the hcfl73 mutant (Schult et al., 2007). In
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this photosynthesis mutant, we also found specifically
reduced synthesis of D1 coupled with impaired poly-
somal association of the psbA mRNA, indicating that
translational initiation of the psbA mRNA is impaired
in both mutants. This deficiency could be initiated
directly or indirectly. An indirect effect is conceivable
as a feedback regulation in consequence of the im-
paired D1 assembly. However, a feedback regulation
is not supported by the known D1 assembly mutants
of Arabidopsis, Ipal, pam68, and hcf243 (Peng et al.,
2006; Armbruster et al.,, 2010; Zhang et al., 2011). For
all these mutants, a reduced labeling of the D1 protein
was observed, but none of them showed impaired ri-
bosomal loading for the pshbA mRNA. Thus, a defective
D1 assembly predominantly causes increased D1 de-
gradation, but translational initiation of psbA is unal-
tered in these mutants. Decreased D1 synthesis was
also reported for the Arabidopsis mutant soldat10
(Meskauskiene et al., 2009). Phenotypic examination of
the mutant revealed that decreased levels of plastid-
specific rRNAs led to a disproportionate reduction of
protein synthesis for proteins with high turnover, like
D1. However, control panels for the mutants hcf244
and hcfl73 and the wild type with methylene blue-
stained rRNAs indicate that these RNAs accumulate
normally in leaves of both mutants. Hence, we con-
clude that the identified chloroplast-located proteins
HCF244 and HCF173 are both directly involved in the
process of translational initiation of the D1-encoding
psbA mRNA.

D1 synthesis and membrane insertion occur in a
concerted manner at the thylakoid membrane (Zhang
et al., 2000) under the assistance of membrane chape-
rones like ALB3 and LPA1 (Ossenbiihl et al., 2004;
Peng et al., 2006). Accordingly, we detected the ma-
jority of the translation initiation factor HCF244 at the
thylakoid membrane. Sodium chloride washes were
not sufficient to remove it, but sodium carbonate
treatment extracted most of the protein, indicating that
HCF244 resembles extrinsic polypeptides at the thy-
lakoid membrane. This observation corresponds to the
highly hydrophilic nature of the HCF244 protein se-
quence, which lacks any predicted membrane-spanning
helices. Interestingly, this peripheral membrane associ-
ation is a further parallel to HCF173, which behaves
similarly when treated with both salts (Schult et al.,
2007).

While membrane binding of HCF244 and HCF173 is
obviously mediated by comparable interactions, both
proteins are differently exposed to the stromal compart-
ment. A thermolysin treatment of intact thylakoid mem-
branes resulted in immediate degradation of HCF173,
implying an exposed position of the factor. HCF244
was slightly reduced in size by this treatment, but this
truncated form was stable for a considerable time pe-
riod, independent of whether the lumenal or stromal
side of the thylakoid membrane was exposed. Obvi-
ously, HCF244 is protected by other proteins, which
have a shielding function and retard the complete
degradation by the protease.
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HCF173 Is Part of a High-M, Complex That Binds and
Protects psbA mRNA

Many of the recently identified accessory factors in-
volved in biogenesis of the photosynthetic membrane
complexes interact with other partners in a stable man-
ner and can be detected as high-M, complexes (Sane
et al., 2005; Schwazrz et al., 2007). In very small quanti-
ties, HCF244 could be detected in a membrane-bound
complex of around 200 to 400 kD. A considerable
amount of HCF244 accumulated in the low-molecular-
mass range, between 40 and 80 kD, and one can suppose
that the vast majority of the larger assemblies do not
survive the isolation procedure. HCF173 was found in
different high-molecular-mass membrane complexes,
reaching from 150 kD far beyond 550 kD (Schult et al.,
2007, and refs. therein). Based on the predicted role of
HCF173 in translation initiation, it can be assumed that
ribosomal subunits contribute to the largest entities. In-
terestingly, in an independent proteomic approach,
HCF173 was detected in a megadalton fraction of the
chloroplast stroma (Olinares et al., 2010). Mass spectro-
metric analyses of this fraction revealed a high enrich-
ment with ribosomal subunits and accessory and
regulatory proteins of plastid gene expression. This ob-
servation corroborates our formerly stated hypothesis
that HCF173 operates in nascent D1 ribosomal com-
plexes, which assemble in the stroma and subsequently
have to be attached to the thylakoids, where translation
continues and membrane insertion of D1 commences.

The large complexes of HCF173, detected after Suc
gradient fractionation, disappeared when extracted leaf
proteins were RNase treated prior to fractionation. This
clearly indicates that RNA binds to the HCF173 high-M,
complexes. In a previous work, we were able to show
that immunoaffinity-purified HCF173-hemagglutinin or
its complex specifically binds the pshA mRNA (Schult
et al., 2007). Together, these data provide strong evi-
dence that the psbA mRNA is the specific RNA com-
ponent of the high-M, complex of HCF173.

The psbA transcript accumulated to a substantial
amount (60%) in hcf244 mutants. In contrast, this RNA
is highly unstable in hcfl173, resulting in a drastically
reduced level of only 10% (Schult et al., 2007). On the
other hand, both mutants show the same marked de-
crease in psbA polysome association. With regard to
this observation, we conclude that psbA mRNA de-
stabilization in hcfl73 is not a secondary effect of im-
paired ribosomal loading, since the same effect has to
be expected in hcf244. In fact, we assume that impaired
psbA accumulation is a specific consequence of the
missing HCF173 protein. Therefore, it is highly sug-
gestive that, in addition to a role in translation initia-
tion, HCF173 or its complex binds to the pshbA mRNA
to protect it against degrading RNases.

An RNA binding and stabilizing function was recently
also shown for the atypical chloroplast-located SDR
protein CSP41b (Qi et al.,, 2012). It is proposed that the
factor stabilizes nontranslated RNAs coding for photo-
synthetic proteins and precursors of the 23S and 165
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rRNA during the night, when translational activity is
low. CSP41b, together with its relative CSP41la, acts
as a component of a high-M, RNA-protein complex
(greater than 1 MD), whose formation is very likely
redox regulated.

The NAD(P)(H)-Binding Fold of SDRs Can Evolve
RNA-Binding Capacity

The precise molecular mechanisms of HCF244 and
HCF173 functions are still elusive. Both proteins are
members of the atypical SDR family. As typically found
in this group, HCF244 possesses the characteristic
Rossmann fold dinucleotide-binding domain of atyp-
ical SDRs at the N terminus and a partly conserved
catalytic domain. The absence of the conserved Tyr in
the catalytic tetrad, whose hydroxyl group delivers or
accepts protons to or from the substrates (Kavanagh
et al., 2008), indicates that HCF244 has very likely lost
its enzyme activity. In HCF173, the NAD(P)(H)-
binding site shows a slightly altered sequence, and
the catalytic center is fragmentary (Schult et al., 2007).
The conservation of the dinucleotide-binding site in
many atypical SDRs suggests that this motif has
retained its function. In most SDR proteins, this do-
main binds NAD(H) or NADP(H). Moreover, this
motif evolved the capability to bind RNA (Hentze,
1994). This was demonstrated for the NAD"-binding
fold of glyceraldehyde-3-P dehydrogenase, which spe-
cifically binds to AU-rich RNA sequences (Nagy et al.,
2000). This RNA binding interferes with the glycolytic
activity of the enzyme. Likewise, the Rossmann fold
dinucleotide-binding site of lactate dehydrogenase was
identified to bind the AU-rich element of granulocyte
macrophage colony-stimulating factor RNA (Pioli et al.,
2002). Lactate dehydrogenase was identified in transla-
tionally active fractions of a polysomal gradient, indicat-
ing a role in posttranscriptional gene expression. It is
conceivable, therefore, that HCF244 and/or HCF173 act
as RNA-binding proteins, which allow translational ini-
tiation of pshbA mRNA.

Furthermore, the SDR scaffold can also operate as a
redox sensor. This property has been demonstrated for
the atypical SDR NmrA, a fungal transcriptional regula-
tor able to bind oxidized dinucleotide cofactor, thus me-
diating the redox status of the cell to the activity of a
transcription factor (Lamb et al., 2003). A similar regula-
tory role has been identified for the factor CC3, a pro-
tein with proapoptotic and antimetastatic properties (El
Omari et al., 2005). CC3 contains an SDR fold and binds
NAD(P)(H); it is suggested that this binding modifies the
interaction between CC3 and other proteins (e.g. the
importins, which affect nuclear transport, or transcription
factors such as c-myc/CIA). Many studies in plants and
C. reinhardtii revealed that the synthesis of D1 is regulated
by the generation of reducing equivalents from photo-
synthetic electron transport (Mulo et al., 2012). Thus,
redox-sensor proteins are a prerequisite for this regula-
tory network. Both HCF244 and HCF173 are putative
candidates for this function; they possibly could directly
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sense the redox state of the chloroplast by binding NAD
(P)(H) to adapt the rate of D1 synthesis.

The nuclear gene HCF244 was selected by coex-
pression analysis of HCF173, indicating that both gene
products act in a related or even similar biological pro-
cess. The phenotypic characterization of the single mu-
tants hcf244 and hcfl73 indicates that both proteins
closely cooperate during the process of translational in-
itiation of psbA. However, the precise relationship is still
unclear. So far, the first coimmunoprecipitation experi-
ments and yeast (Saccharomyces cerevisiae) split-ubiquitin
analyses do not show a direct interaction between both
proteins (data not shown). However, it is conceivable
that they act together in one complex, which is involved
in the controlled expression of D1 in higher plants,
reminiscent of the situation found in the chloroplast of
C. reinhardtii. The coexpression analysis revealed that
further SDR or SDR-like proteins cluster with HCF173.
Thus, we assume that Rossmann fold-containing pro-
teins not only recruit enzymes of the chloroplast but
might also acquire further important roles in the process
of D1 synthesis or other steps of plastid gene expression.

MATERIALS AND METHODS
Growth Conditions

Mutant and wild-type seeds of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) were
plated on Suc-supplemented Murashige and Skoog medium (Murashige and
Skoog, 1962) containing 0.3% (w/v) gerite. Seedlings were illuminated at a
photon flux density (PFD) of approximately 60 to 80 umol m ?s~' and a 16-h
photoperiod (long-day conditions). The selection of mutant plants exhibiting
the high-chlorophyll phenotype was performed under UV light according to
Meurer et al. (1996).

For blue-native PAGE, Suc density centrifugation, and thermolysin protease
protection assay, wild-type seeds were sown on Floraton I-soil (Florogard;
http://www floragard.de/) and cultivated in a growth chamber under short-
day conditions (8 h of light/16 h of darkness), constant temperature of 21°C,
and a PFD of 60 to 80 umol m % s~ ..

Mutant Isolation, Determination of T-DNA Insertion, and
Crossing of the Mutants hcf244 and hcf173

The hcf phenotype was screened in the progeny of T-DNA insertion lines
for genes coexpressed with HCF173. The hcf244 mutant (mutant line N408380)
was recovered from the GABI-Kat collection of T-DNA insertion lines. To
determine the position of T-DNA incorporation, the region around the in-
sertion was amplified using the oligonucleotides 8409 (5'-ATATTGACCAT-
CATACTCATTGC-3") and 250R1 (5'-CTGCATATTGACCAATAAGACC-3')
and subsequently sequenced.

To generate hcf173hcf244 double mutants, heterozygous hicf173-2 (Schult et al.,
2007) was crossed with heterozygous hcf244. The genotype of the F1 seedlings was
determined by PCR using the oligonucleotides 16720-R10 (5'-CGGTTGTGTCCT-
GAAAGTAAGTTCC-3') and pPCI161LB (5'-CCCATTTGGACGTGAATGTAGA-
CAC-3') for the hcf173 mutant T-DNA allele and 250R1 and 8409 for the hcf244
mutant T-DNA allele.

Homozygous hcf173hcf244 double mutants were selected from the F2 gener-
ation. The T-DNA insertions and the wild-type genes were verified using the
primers described above as well as primer pairs 16720-H4 (5'-GTGGGATTAG-
GACGACGATCGC-3)/16720-R10 for HCF173 and 2505UTRupstream (5'-
CGTGGCAGCAAATGCAAG-3')/250R1 for HCF244.

Complementation of the Mutant hcf244

For complementation of the hcf244 mutant phenotype, a construct con-
sisting of the At4¢35250 open reading frame and the 5" UTR under the control
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of a 2x35S cauliflower mosaic virus promoter was created using Gateway
technology (Hartley et al., 2000).

The HCF244 cDNA was amplified by PCR with the primers 250attB1I5UTR (5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTCAAAACACCAGCTGACG-3;
the attBl1 site is underlined and the beginning of the 5" UTR is shown in italics) and
250attB2stop  (5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCAGAAGTA-
GATGTCTGATTGCTTGG-3; the attB2 site is underlined and the stop codon is
shown in italics), employing wild-type cDNA as template. To create the entry clone,
a pENTRY-HCF244 BP clonase reaction (Invitrogen; http:/ /www.invitrogen.com/)
between the HCF244 PCR product and donor vector pDONR221 was performed
according to the Gateway manual. pENTRY-HCF244 was transformed into Esche-
richia coli strain DH5a and subsequently subjected to sequence analysis. To introduce
the HCF244 gene under the control of the 2x35S cauliflower mosaic virus promoter,
LR clonase reaction (Invitrogen) was accomplished between pENTRY-HCF244 and
the binary T; destination vector pMDC32 (Curtis and Grossniklaus, 2003). The cre-
ated expression clone pMDC32-HCF244 was transferred to heterozygous hcf244
plants by Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation according to the floral
dip method (Clough and Bent, 1998). Complemented transgenic plants were named
HCF244-c.

Spectroscopic Measurements

Chlorophyll fluorescence and P700 absorbance measurements were per-
formed as described by Meurer et al. (1996) with the following modifications:
saturating light pulses had a length of 1 s, and actinic light had a PFD of 200
umol m~2 s~'. The P700 absorbance kinetic was measured with the Dual-
PAM100 (Walz; http:/ /www.walz.com/).

Thylakoid Membrane Extraction

Crude leaf proteins from 2- to 3-week-old wild type and mutant plants were
isolated as described by Meurer et al. (1996).

For blue-native PAGE, Suc density gradient centrifugation, and protease
protection assay, thylakoid membrane proteins were isolated from 4- to
6-week-old wild-type plants grown on soil under short-day conditions. Plant
material was homogenized in 10 volumes of lysis buffer (10 mm HEPES/KOH,
pH 7.8, 10 mm MgCl,, and 25 mm KCl) per gram fresh weight, filtered through
two layers of Miracloth, and centrifuged at 5,900¢ and 4°C for 2 min. Subse-
quently, pelleted membranes were dissolved in the appropriate buffers.

SDS-PAGE and Immunoblotting

Proteins were separated by SDS-PAGE according to Schdgger and von
Jagow (1987) or Laemmli (1970) and transferred onto nitrocellulose mem-
branes (BA79; 0.45 um; Whatman; http://www.whatman.com/) or poly-
vinylidene difluoride membranes (0.45 um; GE Healthcare; http://www.ge.
com/). HCF244 and HCF173 proteins were immunodecorated with the spe-
cific antibodies described below for antiserum production. Other proteins
were detected with specific antibodies as listed by Meurer et al. (1996) and
visualized by enhanced chemiluminescence (GE Healthcare).

Antiserum Production

The nucleotide sequence encoding amino acids 55 to 395 of the HCF244
protein was fused to the sequence of an N-terminal T7 tag and a C-terminal
hexa-His tag using the expression vector pET-21d(+) (Novagen; http://
www.novagen.com/). The construct was transformed into E. coli strain
Rosetta2 (DE3) (Novagen). Three hours after the induction of HCF244 ex-
pression with 1 mm isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside, the 41-kD fusion
protein was isolated under denaturing conditions according to the QIAex-
pressionist manual (Qiagen; http://www.qiagen.com/) and purified on a
nickel-nitrilotriacetic acid agarose column (Qiagen). The eluate was separated
by SDS-PAGE. The Coomassie blue-stained HCF244 fusion protein was ex-
cised from the gel and used to generate polyclonal antibody in rabbits
(Agrisera; http://www.agrisera.com/). In parallel, the same procedure was
performed to produce a specific antibody against the HCF173 protein. The
recombinant protein product comprised amino acids 80 to 598 of HCF173.

Both HCF antibodies detected several unspecific signals in addition to the
HCEF protein. Therefore, we decided to purify the polyclonal HCF antibodies.
The affinity-purified HCF fusion protein was loaded on a SDS gel and
transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane. To excise the region
of HCF protein, the membrane was stained with 1% (w/v) Ponceau red in 2%
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(w/v) TCA. The antiserum was diluted 1:4 in Tris-buffered saline (20 mm Tris-
HCI, 137 mm NaCl, and 0.1% [v/v] Tween 20, pH 7.6) and incubated with the
blotted HCF fusion protein overnight. Unbound components of the sera were
removed by washing the membrane three times in Tris-buffered saline at 4°C.
To elute the HCF antibody, 1.125 volumes of elution buffer (0.1 m Gly, 0.5 m
NaCl, and 0.05% [v/v] Tween 20, pH 2.6; related to the amount of antiserum
used) was added to the membrane, vortexed for 90 s, and 1 m Tris-HCI, pH 8.0,
was added to a final concentration of 100 mm Tris-HCI. For long-term storage
of the purified antibody, 0.1 mg mL ' bovine serum albumin and 50% (v/v)
glycerin (final concentration) were added.

Membrane-bound HCF proteins were visualized by chemiluminescence
using the Supersignal West femto maximum sensitivity substrate (Thermo
Scientific; http://www .thermoscientific.com/).

RNase Treatment and Suc Density Gradient
Centrifugation of Protein Complexes

Membranes were isolated as described above, adjusted to a chlorophyll
concentration of 1 mg mL™" containing 1% (w/v) n-dodecyl-8-p-maltoside,
and solubilized for 30 min at 4°C. Unsolubilized material was removed by
centrifugation for 20 min at 4°C and 15,000g. Two units of RNase A (Qiagen)
was added to 500 uL of supernatant and incubated for 1 h at 4°C. In parallel,
samples were incubated without RNase. A total of 500 uL of the supernatant
was loaded on a linear Suc density gradient (12.5 mL) ranging from 0.5 to
0.1 M Suc in lysis buffer supplemented with 0.06% (w/v) n-dodecyl-B-p-mal-
toside. Gradients were centrifuged at 4°C for 16 to 17 h at 180,000g (SW40Ti).
One-milliliter fractions were collected using a gradient fractionator (Beckman
Coulter; http://www.beckmancoulter.de/), precipitated with 15% (w/v)
TCA, and analyzed by SDS-PAGE.

Immunolocalization Studies

To isolate total leaf extracts, wild-type plants were homogenized in a small
volume of ice-cold lysis buffer and filtrated through glass wool to discard cell debris.

For the isolation of intact chloroplasts, wild-type plants were grown under
short-day conditions for 4 to 6 weeks. According to Kunst (1998), the plant ma-
terial was homogenized in 10 volumes of homogenization buffer (450 mm sor-
bitol, 20 mm Tricine/KOH, pH 8.4, 10 mm EDTA, 10 mm NaHCO,, and 0.1%
[w/v] bovine serum albumin) per gram fresh weight and filtrated through two
layers of Miracloth. The chloroplast suspension was centrifuged at 4°C for 4 min
and 300g. The pellet was resuspended in 0.04 volume of resuspension buffer (0.3
M sorbitol, 20 mm Tricine/KOH, pH 8.4, 2.5 mm EDTA, and 5 mm MgCl,), loaded
on a Percoll step gradient consisting of 80% and 40% Percoll in resuspension
buffer, and centrifuged for 20 min at 4°C and 6,500g. Intact chloroplasts were
collected, washed in 3 volumes of resuspension bulffer three times, and lysed in
ice-cold lysis buffer for 10 min. Stroma and membrane proteins were separated by
1 h of centrifugation at 17,000g at 4°C. Total leaf, total chloroplast, chloroplast
membrane, and stroma proteins were separated by SDS-PAGE, blotted, and
analyzed by immunoblot experiments.

The strength of the membrane association of HCF244 was analyzed by
resuspending pelleted membranes in lysis buffer or lysis buffer supplemented with
200 mm NaCl or 250 mm Na,CO;. Membranes were centrifuged for 1 h at 100,000
and 4°C. Supernatants were precipitated with 15% (w/v) TCA. All samples were
analyzed by SDS-PAGE and immunodetected with specific antibodies.

The intraorganellar location and topology of HCF244 were examined fur-
ther by protease protection assay according to Meurer et al. (1998) with the
following modifications: thylakoid membranes were isolated as above, and
the output of the sonifier (Branson Sonifier B12; Hielscher; http://www.
hielscher.com) was set to 5.

In Vivo Labeling of Chloroplast Proteins

The in vivo labeling was performed as described (Lennartz et al., 2001) with
the variation that the labeling occurred for 30 and 10 min and the membrane
pellet was resuspended in gel-loading buffer (Schagger and von Jagow, 1987).
After SDS-PAGE, radiolabeled proteins were analyzed by autoradiography.

RNA Isolation and Gel-Blot Analysis

Isolation of total leaf RNA, electrophoresis, gel-blot analysis, and hybrid-
ization were performed according to Westhoff et al. (1991). Specific RNA
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probes listed by Meurer et al. (1998) were applied for hybridization. Gene-
specific probes for At4¢35250 were obtained by first-strand cDNA synthesis
with total leaf RNA from wild-type plants and subsequent amplification
by PCR with the following primer pair: 2505UTRupstream and 250R1 (see
above).

Polysome Purification

Polysome fractions were prepared as described before (Barkan, 1993). After
gel-blot analysis and hybridization with radiolabeled probes specific for psbA
and psbB RNA, the observed signals were quantified using a Bioimager
FLA3000 (http://www fujifilm.com/).

The accession number of the protein that is encoded by the HCF244 gene is
NP_195251. Accession numbers of other proteins described in the text are as follows:
XP_003604095 (MtHCF244), XP_002278811 (VvHCF244), PF05368.6 (OsHCF244), XP_
002444606 (SbHCF244), ACF79320 (ZmHCF244), XP_001773602 (PpHCF244),
XP_001700491 (CrHCF244), YP_001655687 (MaHCF244), NP_441851 (SIr0399),
YP_322437 (AvHCF244), ZP_05038996 (SsHCF244), NP_043157 (CpHCF244),
ACF70956 (VIHCF244), YP_003734520 (KfHCF244), YP_004072548 (ToHCF244),
NP_053848 (PpuHCF244), and YP_536919 (PppHCF244).

Supplemental Data

The following materials are available in the online version of this article.

Supplemental Table S1. List of genes positively coexpressed with HCF173
revealing a relationship to PSII biogenesis or the SDR superfamily.

Supplemental Table S2. List of the first nine unknown or less character-
ized genes showing high correlation to HCF173 expression.
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7. Addendum

Analyse der Komplexformation und Proteinfunktion der D1-Biogenesefaktoren
HCF244 und HCF173



Einleitung

Licht ist ein entscheidender Impulsgeber fiir die Expression photosynthetischer Gene
(Kloppstech, 1997; Tyagi and Gaur, 2003). Dies wird insbesondere am Beispiel von D1
deutlich. Die Regulation der D1-Expression erfolgt bei Cyanobakterien hauptsachlich auf
transkriptionaler Ebene. Eine kleine Genfamilie von zwei bis sechs Genen kodiert fir ver-
schiedene D1-lIsoformen. Die prozentuale Verteilung zwischen den Transkripten dieser
Isoformen wird Uber die Lichtintensitat reguliert (zusammengefasst in Mulo et al., 2009).
Unter Standardwachstumsbedingungen dominiert eine dieser Isoformen. Die Anderung der
Umweltbedingungen, beispielsweise durch die Applikation von Starklicht oder UVB-
Strahlung, fiihrt dann zur verstarkten Transkription insbesondere der stressinduzierten Iso-
formen.

Darlber hinaus wird vermutet, dass das D1-Protein seine eigene Synthese Uber die
Abbauprodukte, die in Folge der oxidativen Schadigung entstehen, reguliert. Diese binden
innerhalb oder stromaufwérts ihres eigenen Promotors und kénnten dadurch eine verstéarkte
Transkription induzieren (Stelljes and Koenig, 2007).

In Abwesenheit von Licht binden putative Repressoren an stromaufwarts liegende Bereiche
der psbA-Gene und verdeutlichen damit ebenfalls die Notwendigkeit von Licht fir die
Akkumulation der psbA-Transkripte (Eriksson et al., 2000; Herranen et al., 2001).

Die translationale Feinregulation der D1-Expression wird iber die Elongation erreicht. Bereits
im Dunkeln wird die Translation initiilert, jedoch pausieren die Ribosomen an distinkten
Punkten. Erst durch die Anwesenheit von Licht wird der Komplex aus Ribosomen und
naszierenden D1-Protein zur Membran gebracht, wo die Synthese abgeschlossen wird
(Tyystjarvi et al., 2001; 2004).

In Chlamydomonas wird D1 von einem einzigen Gen kodiert. Im Gegensatz zu
Cyanobakterien wird die Transkription hier nicht strikt reguliert. Vielmehr wird psbA relativ
konstant exprimiert (Nickelsen, 1998). Wahrend in Anwesenheit von Licht die Transkriptions-
rate kaum merklich ansteigt, wird die D1-Synthese verstéarkt auf posttranskriptionaler Ebene
reguliert. Die psbA Vorlaufer-rmRNA enthalt vier Gruppe | Introns (Erickson et al., 1984), die
teilweise unter nichtphysiologischen Bedingungen in vitro selbstspleiRend sind (Herrin et al.,
1991). Das Spleiken der Introns erfordert zum einen die Anwesenheit von Licht,
wahrscheinlich in Form von lichtaktivierten Spleifaktoren, und zum anderen den photosyn-
thetischen Elektronentransfer (Deshpande et al., 1997; Li et al., 2002). Auch auf translatio-
naler Ebene findet eine strikte Regulation innerhalb der Translationsinitiation statt. Ein
Komplex aus den vier Proteinen RB38, RB47, RB55 und RB60 soll lichtinduziert an die psbA
5°UTR binden und damit die Translation initiieren (Danon and Mayfield, 1991,1994; Mayfield
et al., 1994; Yohn et al., 1996).



Die Aktivitdt der RNA-bindenden Komponente RB47 wird Uber die Proteine RB60 und Tba1
und den stromalen pH-Wert gesteuert (Kim and Mayfield, 1997, 2002; Somanchi et al., 2005;
Alergand et al., 2006). RB60 ist eine Disulfidisomerase, die den Redoxzustand von RB47
Uber dessen intramolekulare Disulfidbricke reguliert (Kim and Mayfield, 1997, 2002). Die
Aktivitdt von RB60 wird Uber das Ferredoxin-Thioredoxinsystem von PSI und einer
Serin/Threonin Protein Phosphatase gesteuert (Danon and Mayfield, 1994; Trebitsh et al.,
2001). Das fur die ADP-abhéangige Phosphorylierung bendétigte ADP/ATP Verhéltnis wird
meist nur wéhrend der Nacht erreicht. Daher wird vermutet, dass dieser Mechanismus dazu
dienen kénnte, den Komplex in der Nacht von der psbA mRNA zu I16sen und auf diesem Weg
die Translation zu reprimieren (Danon and Mayfield, 1994).

Tba1l foérdert die RNA-Assoziation von RB47 und damit die ribosomale Beladung des
Transkriptes (Somanchi et al.,, 2005). Die Homologie von Tba1 zu Oxidoreduktasen sug-
geriert eine Funktion als Redoxregulator, indem Tba1 lber die Steuerung der RNA-Binde-
aktivitat von RB47 auf die Translationsinitiation Einfluss nimmt (Somanchi et al., 2005).

In héheren Pflanzen wird die lichtabhdngige D1-Expression nur in geringem Ausmal Gber
die Transkription gesteuert. Zwar erhéht sich die Transkriptionsrate leicht im Licht, jedoch ist
der starke Akkumulationsanstieg der psbA mRNA mehr auf eine gesteigerte Stabilitat
zuriickzufiihren (Deng and Gruissem, 1987; Klein and Mullet, 1987; Kim et al., 1993; Staub
and Maliga, 1993).

Fur die Translation von D1 ist die Anwesenheit von Licht hingegen essentiell. Im Dunkeln ist
das psbA-Transkript bereits mit Ribosomen besetzt, jedoch akkumuliert das D1-Protein erst
in Anwesenheit von Licht (Klein et al., 1988 Kim et al., 1994; Edhofer et al., 1998). Wahrend
der Elongation pausieren die Ribosomen auch in héheren Pflanzen an distinkten Punkten,
um die Bindung des Chlorophylls zu ermdéglichen und das naszierende Protein zu
stabilisieren (Kim et al., 1991; Kim et al., 1994). Sowohl ein Protonengradient an der Thyla-
koidmembran als auch eine intakte Elektronentransportkette werden fiir die D1-Elongation
bendétigt und zeugen damit von der strikten Lichtregulation auf dieser Ebene (Mihlbauer and
Eichacker, 1998; Zhang et al., 2000).

Welchen Einfluss das Licht auf die Translationsinitiation nimmt, ist noch weitgehend
unerforscht. Erste Indizien fir einen zu Chlamydomonas ahnlichen Mechanismus in héheren
Pflanzen liefert die redoxabh&ngige Bindung zweier bisher uncharakterisierter Proteine (30
und 43 kDa) an die psbA 5'UTR aus Arabidopsis (Shen et al., 2001). In Spinat bindet ein 43
kDa Protein ebenfalls lichtabhdngig an U-reiche einzelstrangige Sequenzbereiche der psbA
mRNA (Klaff and Gruissem, 1995). Es ist homolog zum ribosomalen S1 Protein aus E. coli
und akkumuliert in Korrelation zum psbA-Transkriptpegel (zusammengefast in Alexander et
al., 1998). Dariber hinaus bindet ein stromales 47 kDa Protein in Spinat an die psbA 5'UTR



(Klaff and Gruissem, 1995; Alexander et al., 1998). Es ist jedoch noch ungewiss inwieweit
dieses Protein Uberhaupt in ein lichtreguliertes Netzwerk integriert ist.

Die nuklearkodierten Faktoren HCF244 und HCF173 sind gute Kandidaten fir eine Beteili-
gung an solch einem Netzwerk. Beide Proteine gehdren zur Familie der kurzkettigen Dehy-
drogenasen/Reduktasen (SDR) und besitzen ein NAD(P)(H)-Bindemotiv. Die Abwesenheit
des jeweiligen HCF-Faktors fiihrt zu einer massiven Reduktion der PSll-Untereinheiten und
infolgedessen zur Letalitdt der auf Erde angezogenen Keimlinge (Schult et al., 2007; Link et
al., 2012). Der PSlI-Defekt resultiert aus einer dramatisch gestdrten ribosomalen Beladung
des psbA-Transkripts. Neben der essentiellen Bedeutung fir die Translationsinitiation sind
HCF244 und HCF173 aulRerdem in die Stabilisierung der psbA mRNA involviert, wobei der
Verlust von HCF173 zu einem starkeren Stabilitdtsverlust der psbA mRNA fiihrt. HCF173 ist
Teil eines hochmolekularen Komplexes, der nachweislich an die psbA mRNA bindet (Schult
et al.,, 2007; Link et al., 2012). HCF244 bildet ebenfalls einen Komplex, der unter den
gewahlten Bedingungen jedoch nicht stabil an RNA bindet. Entdeckt wurde HCF244 im
Rahmen einer Co-Expressionsanalyse, die dazu dienen sollte, HCF173-Interaktoren bzw.
D1-Biogenesefaktoren zu identifizieren (Link et al., 2012). Der mutante Phanotyp beider
HCF-Proteine ahnelt sich stark. Werden beide Gene gleichzeitig ausgeschaltet, resultiert
dies in einer im Vergleich zu den Einzelmutanten noch weiter reduzierten Blattgréfle und
-anzahl (Link et al., 2012). Zusammen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass HCF173
und HCF244 im selben oder in aufeinanderfolgenden Schritten der PSII Biogenese involviert
sind.

Auf der Grundlage dieser Voraussetzungen wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob
HCF244 und HCF173 Teil eines gemeinschaftlichen Komplexes sind und ob Expression
sowie Formation bzw. Zusammensetzung der HCF-Komplexe der Einflussnahme von Licht
unterliegen. Darlber hinaus wurde geprift, in wieweit sich beide HCF-Proteine gegenseitig
in ihrer Komplexbildung beeinflussen. Ein Funktionsmodell wurde basierend auf der
Charakterisation der hcf173- und hcf244-Mutanten und der Analyse der konservierten Motive

aufgestellt.



Ergebnisse

Die Expression von HCF173 und HCF244 wird durch Licht nicht beeinflusst

Der exogene Faktor Licht reguliert die Akkumulation des D1-Proteins in héheren Pflanzen
vorrangig auf Ebene der Transkriptstabilisierung und Translation (zusammengefasst in Mulo
et al., 2012). Die kernkodierten Biogenesefaktoren HCF173 und HCF244 Uben auf diesen
Ebenen eine essentielle Funktion aus. Es ist daher naheliegend, dass ihre Akkumulation
bzw. Aktivitat durch Licht beeinflusst werden kénnte.

Um eine mdgliche Abh&ngigkeit zwischen der Verfiigbarkeit von Licht und der HCF-
Expression zu prifen, wurde mithilfe des Programms DIURNAL zuné&chst die Transkript-
akkumulation innerhalb des Tagesverlaufes analysiert (Mockler et al., 2007). Die dafir
zugrunde liegenden Daten wurden unter Langtag- (16h Licht/ 8h Dunkelheit) und Kurztag-
bedingungen (8h Licht/ 16h Dunkelheit), basierend auf Datenbankeintrdgen, erhoben (Abb.
1A).

Die Expressionsmuster der HCF-Proteine korrelieren unter beiden ausgewerteten
Lichtbedingungen ausgesprochen gut miteinander. Innerhalb des Tagesverlaufes schwanken
die Transkriptpegel beider HCF-Proteine sehr stark. Mit Einsetzen der Lichtphase wird der
Pegel beider HCF-Transkripte in etwa verdoppelt. Nach Erreichen des Maximums sinken die
Transkriptpegel deutlich unterhalb den Ausgangswert bei Tagesbeginn, bis das Minimum
nach etwa 12 Stunden erreicht ist. Bereits zum Ende der Belichtungsphase (Langtag) bzw.
innerhalb der frihen Dunkelphase (Kurztag) steigen sie dann wieder kontinuierlich an.
Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Transkriptpegel von HCF244 und
HCF173 in einem Zyklus von 24 Stunden oszillieren, d.h. einem circadianen Rhythmus
unterliegen. Beide Transkriptpegel werden jedoch erheblich mit Beginn der Belichtung ge-
steigert.

Die Abnahme der RNA-Pegel wahrend der Lichtperiode scheint zundchst kontréar zur
Funktion beider HCF-Proteine zu stehen, da die Anwesenheit von Licht fiir die D1-Synthese
essentiell ist. Daher wurde in einem ersten Durchgang die Akkumulation beider HCF-Prote-
ine alle zwei Stunden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden unter Langtagbedingungen ge-
messen (Abb. 1B).

Tendenziell zeigen beide HCF-Proteine auch auf Proteinebene ein gemeinsames Ex-
pressionsmuster. Sie akkumulieren mit jeweils einem Maximum zu Beginn und Ende der
Lichtperiode. Wahrend das erste Maximum noch in etwa mit dem Maximum der RNA-Pegel
korreliert, tritt das zweite Proteinmaximum zeitgleich mit dem Transkriptminimum gegen

Ende der Lichtperiode auf.
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Abb. 1: Regulation der HCF244 und HCF173 Expression. (A) Transkriptakkumulation unter Lang- und
Kurztagbedingungen. Die Daten wurden mit Hilfe des Internetprogramms DIURNAL erstellt. (B) Proteinakkumu-
lation innerhalb des Tagesverlaufes. In einem ersten Durchgang wurden wildtypische Pflanzen fir zwei Wochen
unter Langtagbedingungen auf Erde angezogen. Das Pflanzenmaterial wurde alle zwei Stunden Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden geerntet und anschlieRend die Gesamtmembranen isoliert. Der immunologische
Nachweis der HCF-Proteine erfolgte anhand der spezifischen Antikdrper (rechts). Die jeweiligen Signale wurden
quantifiziert und prozentual in Bezug zur maximalen Signalintensitat gesetzt (links).



Vergleichbar zur steigenden RNA-Akkumulation in der Dunkelphase, erhéht sich der
Proteinpegel beider Faktoren gegen Ende der Dunkelperiode ebenfalls. Insgesamt sind auch
auf Proteinebene deutliche Pegelunterschiede innerhalb des Tagesverlaufes zu erkennen,
jedoch liegen diese fast ausschlief3lich im Bereich der Lichtphase. In diesem Zusammen-
hang sprechen die Ergebnisse daher gegen eine Lichtregulation und weisen somit auf eine
lichtunabhangige oszillierende Expression im Tagesverlauf hin. Die circadiane Rhythmik

beider HCF-Faktoren bestétigt sich somit auch auf der Proteinebene.

Die Bildung der HCF-Komplexe ist nicht lichtreguliert

HCF173 ist Teil eines hochmolekularen Komplexes, dessen Gréle und Aktivitat in direktem
Zusammenhang mit der gebundenen RNA steht (Link et al., 2012, Schult et al., 2007). Durch
Co-Immunoprazipitation konnte die psbA mRNA als eine Komponente des HCF173-
Komplexes identifiziert werden (Schult et al., 2007). HCF244 bildet hingegen einen kleineren
Komplex von etwa 300 kDa, der nicht stabil an RNA zu binden scheint (Link et al., 2012).

Um zu Uberprifen, ob sich die Anwesenheit von Licht auf die Formation bzw. Zusammen-
setzung der HCF-Komplexe auswirkt, wurde deren Akkumulation in Ab- und Anwesenheit
von Licht in vier bis sechs Wochen alten Pflanzen untersucht (Abb. 2).

Ein Teil der Pflanzen wurde fir die Untersuchung fir 20 Stunden vorverdunkelt. Die
Aufarbeitung dieser Thylakoidmembrankomplexe und die Beladung der Saccharosegra-
dienten erfolgte statt unter Weilllicht bei Grinlicht, da Pflanzen dieses Farbspektrum Utber
ihre Blaulicht- (Crypotochrome) und Rotlichtrezeptoren (Phytochrome) nicht wahrnehmen
kénnen.

In drei unabhangigen Experimenten konnte in Proteinextrakten aus licht- bzw. dunkel-
adaptierten Pflanzen ein hochmolekularer HCF173-Komplex von ca. 500 kDa oder mehr
detektiert werden (Abb. 2B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der Komplex auch im
Dunkeln stabil ist. Nach der Behandlung mit RNase akkumuliert dieser Komplex nicht l&nger
(2C, und Link et al., 2012). Ebenfalls unabhdngig von der Anwesenheit von Licht tritt ein
weiterer kleinerer Komplex in den Fraktionen 7 bis 10 auf. Er korreliert in seiner Grof3e mit
einem niedermolekularen HCF173-Komplex, der auch nach einer Behandlung mit RNase
nachweisbar bleibt (2C und Link et al.,, 2012). Lediglich im Rahmen einer einzelnen
Praparation lichtadaptierter Pflanzen konnte dieser Komplex nicht nachgewiesen werden
(Abb. 2A). Daher liegt es nahe, dass dieser Komplex in Folge der langwierigen Aufreini-
gungs- und Zentrifugationsprozedur entsteht und seine Abwesenheit weniger auf eine

lichtabhangige Regulation zuriickzufiihren ist.
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Abb. 2: Analyse von Thylakoidmembrankomplexen unter Licht — und Dunkeladaption. (A) Aus vier bis
sechs Wochen alten licht- bzw. dunkeladaptierten wildtypischen Pflanzen wurden Thylakoidmembranen isoliert
und mit 1% (w/v) Digitonin solubilisiert. Ein Aquivalent von 500 pg Chlorophyll wurde auf einen 0.1 — 0.5 M
Saccharosegradienten geladen und die Proteinkomplexe durch Dichtegradientenzentrifugation der Gréf3e nach
voneinander separiert. Der Gradient wurde in 13 Fraktionen zu je 1 ml geerntet, die darin enthaltenen Proteine
mit Trichloressigsdure gefallt und anschlielRend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Einzelne Proteine wurden Uber
Immunodetektion mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. (B) Es wurden fir jeden untersuchten HCF-Faktor
zwei weitere, voneinander unabhé&ngige, Experimente dargestellt. (C) Untersuchung der HCF-Komplex-
akkumulation dunkeladaptierter Pflanzen mit (+) und ohne (-) RNaseA-Behandlung. Thylakoidmembranen wurden
wie unter (A) beschrieben solubilisiert und vor der Beladung der Gradienten mit (+) bzw. ohne (-) RNaseA
versetzt.

Das Akkumulationsverhalten von HCF244 zeigte ebenfalls keine Verdnderung zwischen

dunkel- und lichtadaptierten Pflanzen. Unter beiden Bedingungen akkumulierte HCF244



gleichermalen vorrangig in den Fraktionen 8 bis 11, wobei geringe Mengen auch in héher
molekularen Bereichen bis etwa 300 kDa nachgewiesen werden konnten.

Daher verdeutlichte die Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation nativer Proteinextrakte
von licht- und dunkeladaptierten Pflanzen, dass die HCF173- und HCF244-Komplexe in

ihrem Sedimentationsverhalten nicht durch Licht beeinflusst werden.

Die Akkumulation der HCF-Komplexe erfolgt unabhéangig von einander

Bei der Analyse von nativen Membrankomplexen mittels Sacchaorse-
Dichtegradientenzentrifugation traten neben dem hochmolekularen HCF173-Komplex und
dem etwa 300 kDa HCF244-Komplex niedermolekulare Komplexe auf, die partiell
miteinander cosegregierten (Fraktionen 8 bis 11 Abb.2). Der geringe Auftrennungsbereich
innerhalb der einzelnen Fraktionen erschwert die genaue GréRenabschatzung der einzelnen
Komplexe mit dieser Methode. Um die Ergebnisse der Sacchaorse-Dichtegradienten-
zentrifugation zu verifizieren, die Grolen der Komplexe genauer bestimmen zu kénnen und
die putative co-Segregation der niedermolekularen HCF244- und HCF173-Komplexe zu
prifen, wurde eine zweidimensionale BN/SDS-PAGE durchgefiihrt (Abb. 3).
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Abb. 3: Auftrennung von Thylakoidmembrankomplexen mittels 2D-(Blue Native/SDS-)Gelelektrophorese.
Aus vier bis sechs Wochen alten Wildtyp-Pflanzen wurden Thylakoidmembranen isoliert und mit 1% (w/v)
Digitonin solubilisiert. Nach anschlieRender Zentrifugation wurde der Solubilisierungsiberstand mit n-Dodecyl-3-
D-maltosid in einer Endkonzentration von 0.5% (w/v) versetzt. Die solubilisierten Membrankomplexe wurden nach
ihrem Molekulargewicht durch BN-Gelelektrophorese (1.Dimension) von einander separiert. Anschliefend wurden
die Proteinkomplexe durch SDS-PAGE (2.Dimension) in ihre jeweiligen Untereinheiten aufgetrennt. Einzelne
Proteine wurden Uber Gelblotanalyse mit einem spezifischen Antikérper detektiert. Die héhermolekularen HCF-
Komplexe wurden rot eingekreist. (1) PSI-NDH-Komplex (II) PSII-Superkomplexe (llI) PSII-Dimer/PSI-Monomer
(IV) CP43-PSII (V) LHCII-Trimer



Wie erwartet, entsprach das Verteilungsmuster beider HCF-Faktoren den Ergebnissen der
Sacchaorse-Dichtegradientenzentrifugation. HCF244 akkumuliert hauptsachlich im Bereich
um 66 kDa, wéhrend kleinere Mengen auch im hdéhermolekularen Bereich bis ca. 300 kDa
bandieren. Ein ahnliches Verteilungsmuster wurde auch fir HCF173 detektiert. Auch hier
akkumuliert nur ein kleiner Anteil in hochmolekularen Komplexen im GréRenbereich bis 700
kDa, wahrend sich das Gros im niedermolekularen Bereich von 140 bis 66 kDa anreichert.
Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit friheren Untersuchungen in denen HCF173-
Uberexpremierende Linien untersucht wurden (Schult et al., 2007).

Um die Versuchsbedingungen zu verifizieren, wurden das Bandenmuster der ersten Dimen-
sion sowie die Verteilung von PSI und PSII-Assemblierungsintermediate durch den immuno-
logischen Nachweis von D1 und PsaD untersucht. Es akkumulierten unterschiedlichste PSII-
Assemblierungskomplexe beginnend mit PSII-CP43 (1V) bis hin zum PSII-Dimer (lll) und
PSI1I-Superkomplexen (I1). Auch PSI-Monomer (llI) und PSI-NDH-Komplex (1) konnten durch
die Detektion von PsaD nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der 2D-(Blue Native/SDS)PAGE konnten somit die Ergebnisse der Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation fir HCF173 und HCF244 verifiziert werden. Die Detektion
zweier schwach abundanter distinkter Komplexe im Bereich um 300 und 140 kDa ermdg-
lichte eine genauere Grélienzuordnung des HCF244-Komplexes. Der Hauptanteil beider
HCF-Faktoren akkumuliert bei beiden Methoden in Bereichen oberhalb der GréRe des
Monomers und deutet auf die Anwesenheit von Interaktionspartnern hin. Es ist jedoch nicht
auszuschlieRen, dass diese stark abundanten Signale auf Monomere mit veranderten
Laufverhalten zurlickzufiihren sind. Eine Cosegregation der HCF-Faktoren kann unter den
gewdahlten Bedingungen lediglich fir den héher molekularen Bereich mit Vorsicht in Betracht
gezogen werden. Die Bildung eines gemeinsamen stabilen Komplexes ist daher unter den
gewahlten Bedingungen sehr unwahrscheinlich.

Die Coexpressionsdaten und die hohe Ahnlichkeit beider mutanter Phanotypen weisen
jedoch darauf hin, dass beide Faktoren im gleichen oder aufeinander folgenden Biogenese-
wegen involviert sind. Es kdnnte zudem eine Abhangigkeit beider Faktoren, beispielsweise
durch die Rekrutierung von Interaktionspartnern, gegeben sein. Um diese Hypothese zu
testen, wurde die Komplexbildung in Abwesenheit des jeweils anderen HCF-Proteins durch
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation analysiert (Abb. 4). Daflr wurden Thylakoid-
membranen aus zwei bis drei Wochen alten Keimlingen isoliert. Der Chlorophyligehalt beider
Mutanten weicht stark vom Wildtyp ab. Um einheitliche Solubilisierungsbedingungen zu
garantieren, wurde auf die Proteinkonzentration (2,5 ug Protein/ul) normiert, die im Wildtyp 1
Mg Chlorophyll/ul entspricht. Alle Gradienten wurden mit einer Proteinmenge beladen, die im
Wildtyp 500 ug Chlorophyll entspricht.
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Abb. 4: Analyse von HCF-Komplexen durch Zentrifugation im diskontinuierlichen Saccharosegradienten.
Aus zwei bis drei Wochen alten hcf244-, hcf173- und Wildtyp-Pflanzen wurden Thylakoidmembranen isoliert und
mit 1% n-Dodecyl-B-D-maltosid solubilisiert. Die Gradienten wurden mit einem Proteindquivalent, welches 500 pg
Chlorophyll des Wildtyps entspricht, beladen. Nach der Zentrifugation wurden jeweils 1 ml Fraktionen geerntet
und die enthaltenen Proteine mit Trichloressigsdure gefallt. Nach Mdller und Eichacker (1999) lassen sich den
Banden folgende Proteinkomplexe zuordnen: (I) PSII-Dimer (etwa 620 kDa)/PSI-LHCI (etwa 540 kDa) (Il) PSII-
Monomer (etwa 280 kDa) (lll) LHCII-Trimer (etwa 130 kDa)
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Die Bandenmuster der Gradienten sind hinsichtlich der Position, jedoch nicht in der Intensi-
tat, der einzelnen Banden untereinander vergleichbar. Die beiden charakteristisch stark grtin
gefarbten Banden im Bereich der Fraktionen 2 und 8/9 und die schwécher geférbte Bande in
Fraktion 4 sind in ihrer Auspragung in hcf173 deutlich reduziert und akkumulieren in hcf244
nur noch sehr schwach. Da sie dem LHCII-Trimer (lll) bzw. PSII-Monomer (1) und -Dimer (1)
entsprechen, war eine dramatische Reduktion dieser Banden aufgrund der stark beein-
trachtigten Akkumulation von PSIl-Untereinheiten in beiden Mutanten zu erwarten (Schult et
al., 2007; Link et al., 2012).

Versuchsbedingte Schwankungen k&nnen beispielsweise beim Gielten oder Ernten der
Gradienten auftreten. Um die daraus entstehenden Abweichungen nachzuweisen, wurde die
Verteilung der Cyt bgf-Komplex Untereinheit Cyt f und der PSI Untereinheit PsaD untersucht.
Sowohl im Wildtyp als auch in beiden Mutanten akkumuliert der Hauptanteil des Cyt f-
Signals in Fraktion 4 bis 6. Diese Fraktionen entsprechen in etwa einem GréRenbereich von
270 kDa. Vermutlich handelt es sich hierbei um die aktive Form des Cyt bgF~Komplexes, dem
Homodimer mit einer GréRe von etwa 220 kDa. PsaD akkumuliert in Wildtyp und Mutanten
hauptséchlich im hochmolekularen Bereich (PSI-LHCI) in einer vergleichbaren Verteilung.
Somit verifizieren das Bandenmuster der Gradienten und beide Photosynthesekontrollen
annahernd vergleichbare Versuchsbedingungen.

Vergleicht man die Akkumulation von HCF244 zwischen dem Wildtyp und der hcf173-
Mutante, zeigt sich ein nahezu Ubereinstimmendes Verteilungsmuster. Bei beiden Gra-
dienten ist HCF244 hauptsachlich in Fraktion 9 und 10 lokalisiert und zieht sich in geringen
Mengen bis in hochmolekulare Bereiche (Fraktion 3) bis etwa 300 kDa. HCF173 bildet im
Wildtyp und der hcf244-Mutante einen hochmolekularen Komplex (Fraktion1) und akkumu-
liert zusatzlich im Bereich um Fraktion 8 und 9. Somit wirkt sich der Verlust eines der beiden
HCF-Proteine nicht essentiell auf die Komplexbildung des jeweilig anderen HCF-Faktors aus.
In beiden Mutanten wurde das durch die Mutation betroffene HCF-Protein nicht nachgewie-
sen und verifiziert so die Abwesenheit von Kontaminationen durch wildtypische oder hetero-
zygote Pflanzen.

Zusammenfassend weisen die gewonnenen Daten darauf hin, dass HCF173 unter den
gegebenen Versuchsbedingungen mit HCF244 weder einen stabilen Komplex bildet noch fir
die Assemblierung des HCF244-Komplexes essentiell ist. In der hcf244 Mutante lasst sich
kein verdndertes Laufverhalten von HCF173 erkennen. Der hochmolekulare HCF173-
Komplex bleibt weiterhin detektierbar. Zu bemerken ist jedoch, dass eine Grélkenzunahme
im hochmolekularen Bereich aufgrund des Auftrennungsbereichs des Gradienten nicht
auszuschlieRen ist. Jedoch ist diese Md&glichkeit bei Fehlen eines Bindepartners kaum zu
erwarten. Somit ist der detektierbare HCF173-Komplex in seiner Stabilitat sehr wahrschein-
lich unabhangig von HCF244.
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Diskussion

Die PSlI-Biogenesefaktoren HCF244 und HCF173 akkumulieren lichtunabhang-

ig im Tagesverlauf

Wie bereits eingangs dargestellt wurde, ist die D1-Biogenese ein im hohen Male
lichtabhéngiger Prozess. HCF173 und HCF244 Gben eine essentielle Funktion innerhalb der
D1-Synthese aus. Um zu gewébhrleisten, dass D1 in den bendtigten Mengen bereitgestellt
wird, wiirde eine lichtabhangige Expression der Biogenesefaktoren daher nahe liegen.

In der Tat ist auf RNA-Ebene zunachst eine gewisse lichtabhéngige Expression erkennbar,
denn mit Einsetzen der Lichtphase steigt der Transkriptpegel beider HCF-Proteine deutlich
an. Diese Tendenz bestétigt sich jedoch nicht auf Proteinebene. Dort ist lediglich ein mini-
maler Anstieg zu verzeichnen. Dariiber hinaus steigen auch die Proteinpegel beider HCF-
Faktoren bereits vor Einsetzen der Lichtperiode an. In diesem Zusammenhang sprechen die
Ergebnisse folglich gegen eine Lichtregulation.

Unter Langtagbedingungen zeigt sich ein weiterer deutlicher Unterschied zwischen der RNA-
und der Proteinakkumulation am Ende der Lichtphase. Wahrend die Transkriptpegel ihren
Tiefpunkt erreicht haben, akkumulieren beide Proteine in einem zweiten Maximum. Diese
Diskrepanz ist wahrscheinlich auf translationale oder posttranslationale Regulation der
HCF244/HCF173-Expression zurlickzufiihren.

Im Tagesverlauf korrelieren die Expressionsmuster von HCF173 und HCF244 auf RNA- und
Proteinebene insgesamt ausgesprochen gut miteinander. Diese Coexpression unterstreicht
ein weiteres Mal die Parallelen zwischen beiden HCF-Faktoren und liefert dartiber hinaus
einen weiteren Hinweis auf eine gemeinsame Funktionsausibung innerhalb der D1-
Biogenese.

Durch die circadiane Uhr werden zahlreiche physiologische und metabolische Prozesse, wie
z.B. das Offnen und SchlieBen der Stomata und Bliiten, die Blattbewegung und die CAM
(Crassulacean Acid Metabolism)-Photosynthese, gesteuert (Sweeney, 1987; McClung and
Kay, 1994; Hartwell, 2005). Auch die Photosynthese wird durch diese Rhythmik reguliert
(Kloppstech, 1985; Giuliano et al., 1988; Nagy et al., 1988; Hennessey and Field,
1991,1992). Die Expression der Thioredoxine TRXf und TRXm, die in die lichtabh&ngige
Aktivierung von einigen Enzymen des Calvinzyklus involviert sind, unterliegt einem circa-
dianen Rhythmus (Troncoso-Ponce and Mas, 2012). Die PSII-Aktivitdt wird ebenfalls durch
diesen Mechanismus reguliert (Samuelsson et al., 1983; Salvador et al., 1993; zusammen-
gefasst in Piechulla, 1999). Durch die circadiane Uhr wird beispielsweise die Aktivitat des
psbD light-responsive promoter (LRP) (Nakahira et al., 1998) oder die Expression von atpA,

atpB und der Lhc-Gene gesteuert (Salvador et al.,, 1993; zusammengefasst in Piechulla,
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1999). Die Lhc mRNA und die LHC-Proteinlevel steigen beide mit Tagesbeginn an, erreichen
ihr Maximum am Mittag und sinken nachmittags wieder (zusammengefasst in Piechulla,
1999).

Diese Beispiele belegen die circadiane Expression zahlreicher photosynthetischer Thylakoid-
membranproteine. Es liegt daher nahe, dass die Akkumulation von Hilfsfaktoren, die in die
Biogenese dieser Untereinheiten eingreifen, ebenfalls lber diesen Mechanismus gesteuert
wird. Fir HCF244 und HCF173 bestétigt sich diese Annahme. Beide Proteine oszillieren in
einem Rhythmus von 24 Stunden, durch den sichergestellt wird, dass das Expressions-
maximum wéhrend der Lichtperiode erreichen wird. Der Protein- und RNA-Pegel beider
Faktoren beginnt jedoch schon in der spaten Dunkelphase zu steigen. Damit kdnnte
sichergestellt werden, dass HCF173 und HCF244 direkt zu Beginn der Lichtphase fir die
D1-Synthese bereitstehen und nicht erst synthetisiert werden miissen.

Die circadiane Uhr wird durch exogene Stimuli, wie Licht oder Temperatur, mit den
herrschenden Umweltbedingungen synchronisiert (Devlin and Kay, 2001). Die lichtunab-
hangige Expression beider HCF-Faktoren deutet hier jedoch auf andere Zeitgeber, wie
allgemeine oder retrograde Signale hin. Durch retrograde Signale wird der Entwicklungs-
status und metabolische Zustand des Chloroplasten an den Zellkern Ubermittelt und in
Antwort darauf die Transkription kernkodierter Gene reguliert. Auch HCF173 und HCF244
sind im Zellkern kodiert. Eine Regulation auf dieser Ebene ware daher nicht ausgeschlossen,
jedoch ist zu beachten, dass es bei beiden HCF-Faktoren deutliche Expressionsunterschiede
zwischen der Protein- und RNA-Ebene gibt. Somit missten gegebenenfalls neben retrogra-
den Signalen weitere Faktoren die Expression der HCF-Faktoren auf posttranskriptionalem

Weg regulieren.

Der exogene Faktor Licht nimmt keinen Einfluss auf die Akkumulation der

HCF-Komplexe

Auch wenn die Expression der HCF-Proteine vermutlich nicht direkt von Licht gesteuert wird,
schlieBt dies eine lichtabhangige Regulation auf anderer Ebene nicht aus. Zahlreiche
Studien belegen, dass der exogene Faktor Licht auf verschiedenen Wegen Einfluss auf ein
Protein nehmen kann. Diese Ebenen schlieRen u.a. auch die Aktivitdt des Proteins oder die
Interaktion mit Bindepartnern ein (Schwarz et al., 2012; Qi et al., 2012; Lyska, 2011).

Daher wurde untersucht, ob die Formation der HCF-Komplexe durch Licht beeinflusst wird.
Der Vergleich von dunkel- und lichtadaptierten Pflanzen zeigte, dass keine Unterschiede
hinsichtlich der Verteilung bzw. Gréf3e der HCF-Komplexe auftraten. Auch im Dunkeln akku-

muliert HCF173 in einem hochmolekularen Komplex, der durch RNase abgebaut wird. Folg-
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lich bindet HCF173 lichtunabhdngig an RNA. Im Zusammenhang mit den drastisch
reduzierten psbA-Transkriptpegel in der hcf173-Mutante deutet dies darauf hin, dass
HCF173 die mRNA sowohl in der Nacht als auch am Tag vor dem Zugriff von Nukleasen
schitzt und somit wahrscheinlich eine generell stabilisierende Rolle einnimmt. Da der
geringe noch akkumulierende psbA mRNA Anteil auRerdem eine stark gestodrte ribosomale
Beladung zeigt (Schult et al., 2007), muss HCF173 darlber hinaus noch eine direkte oder
indirekte Rolle innerhalb der Translationsinitiation einnehmen. Inwieweit diese Funktion
durch Licht beeinflusst wird, bleibt weiter Gegenstand der Forschung.

Das unveradnderte Sedimentationsverhalten von HCF244 weist ebenfalls darauf hin, dass
sich die Abwesenheit von Licht offenbar nicht auf dessen Komplexstabilitdt und
wahrscheinlich auch nicht auf dessen Zusammensetzung auswirkt.

Kontrar dazu stehen die Ergebnisse anderer Biogenesefakoren (Lyska, 2011, Schwarz et al.,
2007, 2012, Qi et al., 2012). In Chlamydomonas bilden der RNA Stabilisationsfaktor Nac2
und der translationale Aktivator RBP40 einen hochmolekularen Komplex, der die D2-
Expression lichtabhangig reguliert (zusammengefasst in Schwarz et al.,, 2012). Im Licht
bindet RBP40 Uber die Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbricke an Nac2 und wird
dadurch zu seiner urazilreichen Zielsequenz 15 nt stromaufwérts des Translationsstarts
rekrutiert. Durch die Bindung von RBP40 wird die RNA-Konformation der psbD 5'UTR
geédndert, wodurch das Startkodon aus einer Sekundarstruktur entlassen und somit fur die
Ribosomen zuganglich gemacht wird (Schwarz et al., 2007, 2012). Im Dunkeln fihrt die
NADPH-abhangige Reduktion der Disulfidbriicke zur Entlassung von RBP40 aus dem Nac2-
Komplex und damit zur Drosselung der D2-Synthese (Schwarz et al., 2012). Es wird ver-
mutet, dass das dafiir benétigte NADPH aus dem oxidativen Pentosephosphatweg stammt
und daher den plastidaren Kohlenstoffmetabolismus mit der Genexpression verknipft.
Proteine CSP41 a und b bilden in A.thaliana miteinander einen Komplex, der im Dunkeln an
eine Reihe von photosynthetischen Transkripten (u.a. psbA, psbD/C, psaA/B und rbcl) und
die unprozessierte Form der 16S (rrn16) bzw. 23S (rrn23) rRNA bindet und diese dadurch
Uber die Nacht hinweg stabilisiert (Qi et al., 2012). W&hrend Licht ein positiver Stimulator fur
die Assemblierung des Nac2/RPB40 Komplexes ist, fihrt die Anwesenheit von Licht zur
Dissoziation des HMW CSP41-RNA-Komplexes, wobei kleinere CSP41-Komplexe auch im

Licht detektiert werden kénnen.

Die Akkumulation der sRNAs gibt einen Hinweis auf putative Bindestellen der
HCF-Proteine innerhalb der psbA 5°'UTR

Mit HCF173 und HCF244 wurden die ersten beiden essentiellen D1-Translationsinitiations-
faktoren in Arabidopsis beschrieben (Schult et al., 2007; Link et al., 2012). Beide Proteine
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Uben zusétzlich eine stabilisierende Funktion auf das psbA-Transkript aus, wenn auch in
unterschiedlichem AusmalR.

Biochemische Untersuchungen zeigten HCF173 als Komponente eines hochmolekularen
Membrankomplexes, der nach RNase-Behandlung deutlich verkleinert vorliegt und somit auf
eine RNA-Komponente hinweist (Link et al., 2012). Coimmunoprézipitationsanalysen zeigen,
dass es sich dabei um psbA mRNA handelt (Schult et al., 2007). Ein geringer Anteil der
HCF173-Proteine ist auch im Stroma vertreten. Dort bildet HCF173 ebenfalls hochmole-
kulare Komplexe, die im GréRenbereich von tber 1-3 MDa liegen (Olinares et al., 2010).
Diese HCF173-Superkomplexe kénnten in Folge der beginnenden Translationsinitiation
Ribosomen bzw. ribosomale Untereinheiten enthalten. Komplexe in einer dhnlichen GréRen-
ordnung wéren auch fir den membrangebunden Teil von HCF173 und HCF244 denkbar.
Dies geht aus der massenspektrometrischen Analyse von Thylakoidmembrankomplexen mit
einer Grolke von > 700 kDa hervor, die zuvor mittels Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation aufgereinigt wurden. HCF173 und HCF244 wurden dabei zusammen mit einer
Vielzahl von ribosomalen Proteinen und rRNA detektiert (Lyska, 2011). Uber Immuno-
detektion konnte HCF244 jedoch nur in Komplexen um die 300 kDa nachgewiesen werden
(Link et al., 2012).

Angesichts dieser Ergebnisse ware es vorstellbar, dass HCF173 und/oder HCF244 an die
psbA 5°UTR binden und infolgedessen (i) das Transkript vor endo- und/oder exonukleo-
lytischen Abbau schiitzen und (ii) die Translationseffizienz durch Remodulierung der Sekun-
dérstruktur erhéhen.

Diese Hypothese setzt die Existenz einer (i) Sekundarstruktur mit maskierten essentiellen
cis-Elementen innerhalb der psbA 5°UTR sowie (ii) RNA-bindende Domé&nen in HCF244
und/oder HCF173 voraus.

Fur den psbA 5°'UTR Bereich wurde die Ausbildung einer Sekundarstruktur in Chlamy-
domonas und héheren Pflanzen (u.a. Arabidopsis, Spinat, Tabak, Tomate, Reis und Mais)
beschrieben (Abb. 5A; Erickson et al., 1986; Hirose and Sugiura, 1996; Bruick and Mayfield,
1998; Alexander et al., 1998; Shen et al., 2001; Zou et al. 2003, Ruhlman et al., 2010). In
Arabidopsis besteht sie aus einer doppelten Haarnadelstruktur (Abb. 5A; Shen et al., 2001).
Das Hauptende im Okotyp Columbia wurde auf -77 Nukleotide ausgehend vom Translations-
start terminiert (Shen et al., 2001). Dieser Bereich befindet sich direkt am Anfang der ersten
Haarnadelstruktur. Zusatzlich akkumulieren zwei niedrig abundante Termini bei etwa -64 und
-48. Letzterer Uberlappt mit der endonukleolytischen Schnittstelle aus Spinat (Klaff et al.,
1997; Alexander et al., 1998; Shen et al., 2001). Dort fuhrt die Prozessierung an dieser
Position zur Degradation der psbA mRNA. In Anbetracht der Akkumulation der verschie-

denen 5" Termini erscheint in Arabidopsis ein vergleichbares Resultat wahrscheinlich.
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Abb. 5: Vergleichende Darstellung der psbA 5°UTR in héheren Pflanzen und Griinalgen. (A) Schematische
Darstellung der psbA 5°'UTR Sekund&rstruktur von Arabidopsis (basierend auf Shen et al., 2001), Spinat
(basierend auf Alexander et al, 1998), Tabak (basierend auf Hirose and Sugiura, 1996) und Chlamydomonas
(basierend auf Bruick and Mayfield, 1998). Putative ribosomale Bindestellen und die AU-Box sind durch griine
Boxen dargestellt. Sie wurden infolge der hohen Sequenzkonservation von Tabak auf Arabidopsis und Spinat
Ubertragen. Die Shine-Dalgarno Sequenz ist in lila dargestellt. Bereiche, die in Arabidopsis als niedrig abundante
5Termini (Shen et al., 2001) akkumulieren, sind durch Klammern gekennzeichnet. Die endonukleolytische
Schnittstelle bei -48/-49 in Spinat ist durch einen Pfeil markiert. (B) Sequenzvergleich der
Translationsinitiationsregion der psbA 5°'UTR aus héheren Pflanzen. Zu der Sequenz aus Tabak identische
Aminoséduren sind grau unterlegt. Die Position der ribosomalen Bindestellen und AU-Box basiert auf Hirose und
Sugiura (1996) und ist lila bzw. griin umrahmt.
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Kontrér dazu stehen die Daten aus Chlamydomonas, wo die 5 UTR durch Prozessierung
von 90 auf 36 nt in eine translatierbare Form Gberflhrt wird (Erickson et al., 1986; Bruick and
Mayfield, 1998).

In der zweiten Haarnadelstruktur in Arabidopsis sind drei putative ribosomale Bindestellen
(RBS) und eine AU-Box angeordnet (Abb. 5). Die SD-Sequenz (RBS3; GGAG) entspricht der
typischen Sequenzfolge prokaryotischer SD-Elemente und ist in héheren Pflanzen und
Chlamydomonas hoch konserviert (Hirose and Sugiura, 1996; Alexander et al., 1998; Shen
et al., 2001; Ruhlman et al,, 2010). Ob dieses cis-Element fir die D1-Translation in
Arabidopsis essentiell ist, ist bisher unbekannt. In Tabak ist die translationale Relevanz
dieser SD-Sequenz gering (Hirose and Sugiura, 1996). Eine essentielle Funktion Uber-
nehmen hingegen zwei weiter stromabwarts liegende RBS (RBS1 und RBS2) und die von
ihnen flankierte AU-reiche Sequenz (AU-Box) (Hirose and Sugiura, 1996). Beide RBS sind
komplementar zum 3'Terminus der 16S rRNA angelegt (Tohdoh and Sugiura, 1982) und
fihren bei Sequenzveranderungen zu stark reduzierten Translationsraten (Hirose and
Sugiura, 1996). Die partielle Deletion der AU-Box bewirkt die komplette Einstellung der
Translation. Aufgrund dessen, dass diese AU-reiche Sequenz keine komplementére Region
zur 16S rRNA aufweist, aber dennoch fiir die Translation essentiell ist, wird sie als Ziel-
sequenz von potentiellen Translationsfaktoren angesehen (Hirose and Sugiura, 1996).
Hirose und Sugiura (1996) postulieren daher, dass RBS1 und RBS2 als zweiteilige SD-
Sequenz wirken und die AU-Box durch deren Wechselwirkung mit der 16S rRNA fir die
Interaktion mit Proteinen zugénglich gemacht wird.

In héheren Pflanzen ist die Region der ribosomalen Bindestellen einschlieRlich der AU-Box
zu 80% konserviert (Shen et al., 2001). Die Sequenzen aus Tabak und Arabidopsis
unterscheiden sich lediglich in einer Base (Abb. 5B). Eine vergleichbare Funktion der cis-
Elemente ist daher auch in Arabidopsis sehr wahrscheinlich.

Um potentielle Bindestellen der HCF-Komplexe innerhalb der psbA 5°UTR zu identifizieren,
bietet sich die Analyse der sRNA-Verteilung in diesem Bereich an. sRNAs sind kurze, nicht-
kodierende RNA-Fragmente von ca. 20 bp. Sie entstehen, wenn bestimmte Bereiche eines
Transkriptes durch die Interaktion mit Proteinen oder durch Ausbildung von Sekundéar-
strukturen vor der Degradation durch Endo- und Exonukleasen geschiitzt werden (Ruwe and
Schmitz-Linneweber, 2012; Zhelyazkova et al., 2012). Folglich reichern sie sich nach Abbau
des Transkriptes als stabile Degradationsintermediate in der Zelle an. Sie kénnen somit als
potentielle Bindestellen fiir Faktoren angesehen werden, die in posttranskriptionalen
Prozessen, wie Stabilisierung und Translation von Transkripten, involviert sind (Schmitz-
Linneweber et al., 2005; Prikryl et al.,2011; Ruwe and Schmitz-Linneweber, 2012; Zhelyaz-
kova et al., 2012).

sRNA-Lokalisationsdaten sind mittlerweile fir Arabidopsis und Gerste erhéltlich (Ruwe and
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Schmitz-Linneweber, 2012; Zhelyazkova et al., 2012). In Arabidopsis (Okotyp Columbia)
umfasst die psbA 5°UTR eine Gesamtlédnge von 113 nt, wobei der Hauptterminus des reifen
Transkriptes bei -77 nt liegt (Shen et al.,, 2001). Innerhalb dieser Region akkumulieren
sRNAs in vier distinkten Bereichen (Abb. 6A). Die Daten fir die Lokalisation der sRNAs
wurden von H. Ruwe (Humboldt Universitat Berlin) zur Verfigung gestellt. Geht man davon
aus, dass einer oder beide HCF-Faktoren an die psbA 5'UTR binden, wére die ent-
sprechende Bindesequenz infolgedessen héchst wahrscheinlich vor nukleolytischen Abbau

geschutzt und damit als sSRNA nachweisbar.

A

* r—=
5" TATAAGTCATGTTATACTGTTTCATAACAAGCTCTCAATTATCTACTTAGAGAATTTGTG CGCTTGbGAdrCCdTGA’TTATTTAAATAAAt(@bATTTTACCATG 3

Bereich 1 Bereich 2 Bereich 4
Bereich 2 ‘
5 Rus
Bereich 4

Abb. 6: Schematische Darstellung der psbA 5'UTR aus A.thaliana (Columbia) mit der Lokalisation von
sRNAs. (A) sRNA-Akkumulation innerhalb der Vollldngen-UTR. Die Lokalisation und die Haufigkeit der sSRNAs ist
unterhalb der UTR-Sequenz angegeben (basierend auf Ruwe and Schmitz-Linneweber, 2012). Der Beginn der
reifen 5'UTR bei Position -77 nt ist durch einen Stern gekennzeichnet (Shen et al., 2001). Die SD-Sequenz ist in
lila markiert und weitere putative cis-Elemente sind in grin umrahmt. (B) Lokalisation der sRNA-Bereiche
innerhalb der reifen 5’'UTR. Der Beginn des reifen Hauptterminus ist durch einen Stern gekennzeichnet und die
Positionen der niedrig abundante 5 Termini sind durch Klammern markiert (Shen et al., 2001).

In der hcf-Mutante wirde diese sRNA aufgrund der fehlenden Proteininteraktion nicht

akkumulieren. Fir den Nachweis der sRNAs wurden Sonden gegen die Bereiche 1 bis 4
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generiert. Im Gegensatz zur petL-Kontrollsonde bildeten alle psbA-Sonden in Abwesenheit
eines Interaktionspartners Sekundéarstrukturen aus (Daten nicht gezeigt) und lassen somit
keine verlassliche Aussage hinsichtlich der sRNA-Akkumulation in Abhangigkeit des
jeweiligen HCF-Faktors zu.

Dennoch k&nnen zumindest theoretisch Riickschlisse auf putative HCF-Bindestellen
gezogen werden. Die sRNA des ersten Bereiches akkumuliert stromaufwérts des Haupt-
terminus. Sie konnte die Bindestelle eines trans-Faktors markieren, der die allgemeinen
Endoribonukleasen RNaseE und RNased zur 5’"UTR rekrutiert und damit den Hauptterminus
generiert (Schein et al., 2008; de la Sierra-Gallay et al., 2008). Es ist unwahrscheinlich, dass
die HCF-Faktoren an diese Sequenz binden, da beide Proteine essentiell fir die
Translationsinitiation sind, und dieser Bereich aufierhalb des reifen Transkriptes liegt. Der
zweite und dritte Bereich erstreckt sich Gber die gesamte erste Haarnadelstruktur und wird
von der SD-Sequenz innerhalb der zweiten Haarnadelstruktur begrenzt (Abb. 6B). Der
Uberwiegende Anteil der sRNAs akkumuliert in dieser Region. Interessant in diesem Zusam-
menhang ist, dass sich beide niedrig abundanten Termini ebenfalls in diesen Bereichen
befinden. Es wird vermutet, dass zumindest eines der beiden Enden durch endonukleo-
lytische Schnitte entsteht (Shen et al., 2001). Da sich der Hauptterminus weiter strom-
aufwarts befindet, ist es somit sehr wahrscheinlich, dass in diesem Bereich Faktoren binden,
die das Transkript vor dem Zugriff der Ribonukleasen schiitzen und die akkumulierenden
sRNAs deren Bindestelle markieren. Gestitzt wird diese These durch RNase-
Schutzexperimente, die zeigen, dass ein Grolteil des psbA-Volllangentranskript durch Aus-
bildung eines RNA-Protein-Komplex vor dem Abbau geschitzt wird (Shen et al., 2001).
Aufgrund der transkriptstabilisierenden Funktion beider HCF-Proteine kénnte diese Region
daher als putative HCF-Bindestelle dienen.

Des Weiteren akkumulieren sRNAs zwischen dem zweiten niedrig abundanten Terminus bei
etwa -48 und der AU-Box (vierter Bereich). Auch diese sRNAs kénnten durch die Interaktion
mit trans-Faktoren, wie HCF173 und HCF244, entstanden sein. Gelverzégerungsanalysen in
Arabidopsis belegten flr den vierten Bereich (zuzliglich der RBS1) die Bildung eines RNA-
Protein-Komplexes (Shen et al., 2001). In der Region der zweiten Haarnadelstruktur liegen
alle bisher bekannten translationsrelevanten cis-Elemente (RBS und AU-Box; siehe auch
Abb. 5A). Damit die ribosomale 30S Untereinheit an ein Transkript binden kann, muss dieser
Bereich jedoch einzelstrangig vorliegen (Scharff et al., 2011). Trans-Faktoren, die innerhalb
der zweiten Haarnadel binden, kénnten diesen Bereich durch ihre Assoziation in eine
einzelstrangige Form Uberfllhren und damit die cis-Elemente fir Ribosomen zuganglich
machen. Somit kommt auch dieser Bereich als putative Bindestelle fiir die Translations-
initiationsfaktoren HCF173 und HCF244 in Betracht.

In Griinalgen und héheren Pflanzen ist bei vielen Biogenesefaktoren die Verkniipfung einer
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transkriptstabilisierenden und translationsinitiierenden Funktion erkennbar (Schwarz et al.,
2007; Prikryl et al., 2011; Schwarz et al., 2012; Hammani et al., 2012). Das Pentatricopeptide
repeat (PPR) Protein PPR10 aus Mais bindet u.a. an die intergenische Region atpl-atpH und
blockiert dadurch die weitere Prozessierung der mRNA durch 5 >3 bzw. 35’
Exoribonukleasen (Pfalz et al., 2009; Prikryl et al., 2011; Zhelyazkova et al., 2012). Neben
seiner transkriptstabilisierenden Eigenschaft wird durch die Bindung von PPR10 auch die
Sekundéarstruktur der atpH 5°UTR remoduliert. Dadurch wird eine ribosomale Bindestelle aus
dem Doppelstrang der Sekundarstruktur entlassen und ist damit fir die Ribosomen
zuganglich.

Der Verlust des HCF107-Faktors fiihrt in Arabidopsis zu einer gestérten Translation und
einer beeintrachtigten Stabilitat von 5" prozessierten psbH mRNAs (Felder et al., 2001; Sane
et al., 2005). HCF107 bindet an mindestens 11 Nukleotide innerhalb einer Haarnadelstruktur
in der psbH 5°UTR, die auch das Startkodon einschliet (Hammani et al., 2012). Zum einen
schitzt diese Assoziation die nachfolgende mRNA vor 5 —>3° Exoribonukleasen und
remoduliert zum anderen die RNA-Struktur von einer grof3tenteils doppelstréangigen in eine
Uberwiegend einzelstrangige fir Ribosomen zugangliche Form.

Fur beide Beispiele ist die Bindestelle als sSRNA nachweisbar (Prikryl et al., 2011; Hammani
et al., 2012; Zhelyazkova et al., 2012). Bisher wurde der Mechanismus, bei dem ein Protein
die Ziel-RNA vor dem Zugriff von Ribonukleasen schitzt und gleichzeitig durch seine
Bindung zuvor maskierte essentielle cis-Elemente fiir Ribosomen zuganglich gemacht, nur
fir PPR- und PPR-ahnliche Proteine bestatigt (Schwarz et al., 2007; Prikryl et al., 2011;
Schwarz et al.,, 2012; Hammani et al.,, 2012). Betrachtet man die Parallelen zwischen
HCF107, PPR10, Nac2/RBP40 und HCF173/HCF244 kénnte dieser Mechanismus auch die
Funktionsweise von beiden HCF-Faktoren erklaren. Die Voraussetzungen, wie die Existenz
einer (i) Sekundéarstruktur mit maskierten essentiellen cis-Elementen innerhalb der psbA
mMRNA sowie (ii) RNA-bindenden Doméne in HCF244 und/oder HCF173, sind erfiillt.

NADP-abhangige Oxidoreduktasen sind putative RNA-Bindeproteine

Beide Faktoren sind Mitglieder der Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/ Reduk-
tasen (SDR; short-chain dehydrogenase/reductase), einer gro’en Gruppe von NAD(P)(H)-
abhangigen Oxidoreduktasen. SDRs ibernehmen vielfaltige Aufgaben in einer Reihe von
metabolischen Prozessen (Filling et al., 2002; Kallberg et al., 2002).

Die Ahnlichkeit der SDR-Proteinen untereinander bezieht sich weniger auf ihre Protein-
sequenz, die lediglich 15-30 % betragt (Oppermann et al., 2003). Vielmehr zeigen sie

hinsichtlich ihrer dreidimensionalen Architektur deutliche Gemeinsamkeiten. Eine alternier-
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ende Folge von B-Faltblattern und a-Helices bildet die konservierte Rossmanfaltung aus. Sie
beherbergt ein glycinreiches Motiv (TGXXXGXG), Uber welches die Dinukleotidcofaktoren
NAD(H) oder NADP(H) gebunden werden. Eine konservierte Aminosaure in der Nahe dieses
Motivs ist entscheidend an der Diskriminierung des Co-Faktors beteiligt.

Neben der Bindung des Co-Enzyms ist das glycinreiche Motiv einiger SDR-Proteine in der
Lage, RNA zu binden (Hentze, 1994). In den letzten Jahren belegten immer mehr Beispiele
diese zusatzliche Funktion als RNA-Bindedomane (Hentze 1994, Nagy and Rigby, 1995;
Nagy et al., 2000; Pioli et al., 2002). Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist
eines dieser Beispiele. Neben der Schlisselfunktion innerhalb der Glykolyse wird GAPDH
auch mit der Stabilisierung und Translation von verschiedenen Transkripten in Verbindung
gebracht (zusammengefasst in Nagy et al., 2000). GAPDH bindet nachweislich an AU-reiche
Sequenzen bzw. tRNAs und wurde dariber hinaus in der polysomalen Fraktion von T-
Lymphozyten detektiert (Nagy and Rigby, 1995; Nagy et al., 2000; Singh and Green, 1993).
Mutagenesestudien schrankten den RNA-bindenden Teil von GAPDH auf die ersten 43 AS
ein (Nagy et al., 2000). Diese Region enthélt die erste Nukleotidbindestelle des NAD(H)-
Bindemotivs.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Lactatdehydrogenase (LDH), einem weiteren Enzym
der Glykolyse, erzielt. LDH bindet Uber die Rossmanfaltung ebenfalls an AU-reiche
Sequenzen und wurde bei Polysomengradientenanalysen in translational aktiven Bereichen
detektiert (Pioli et al., 2002).

Anhand einer kirzlich erschienen Klassifizierung werden SDR-Proteine in die zwei grofien
Hauptgruppen der ,klassischen® und ,erweiterten® SDRs sowie in die Nebengruppen der
.intermediaten, ,divergenten®, ,komplexen® und ,atypischen“ SDRs unterteilt (Persson et al.,
2009). HCF244 und HCF173 gehoéren zur Unterfamilie der atypischen SDRs. Entsprechend
dieser Einordnung unterscheidet sich das glycinreiche Motiv beider HCF-Faktoren von
klassischen SDRs (Tab. 1). In HCF244 gleicht es dem Co-Faktorbindemotiv von erweiterten
SDRs (GXXGXXG) (Kavanagh et al., 2008), wahrend bei HCF173 (GXXXXXG) hingegen
nur noch der erste und letzte Glycinrest dieses Motivs konserviert sind. Dennoch ist die
RNA-Bindung Uber diese abgewandelten Motive durchaus nahe liegend. FUr andere
atypische SDR-Proteine, wie beispielsweise CSP41a und CSP41b, wurden RNA-bindende
Eigenschaften nachgewiesen (Yang et al., 1995; Bollenbach und Stern, 2003). Beide
CSP41-Proteine bilden zusammen einen Komplex (CSP41-Komplex) in Arabidopsis, der
eine Reihe von photosynthetischen Transkripten (u.a. psbA, psbD/C, psaA/B und rbcl) und
die unprozessierte Form der 16S (rrn16) bzw. 23S (rrn23) rRNA im Dunkeln bindet und
infolgedessen stabilisiert (Qi et al., 2012). Durch Mutagenesestudien konnte die RNA-
bindende Region fiir CSP41b auf die ersten 73 AS eingeschrankt werden (Bollenbach and
Stern, 2003). Dieser Bereich enthalt bei AS 60 bis 66 das glycinreiche Motiv und ist
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ausreichend, um RNA zu binden. Die NAD(P)(H)-Bindedomane beider CSP41-Proteine
(GGXXXXG) ahnelt dem glycinreichen Motiv aus HCF173 (Tab. 1). Auch dort ist die Position
des zweiten Glycins nicht konserviert, jedoch befindet sich ein Weiteres in direkter
Nachbarschaft zum ersten Glycin. Betrachtet man die Aminosdurezusammensetzung des
Bindemotivs, féllt die Anwesenheit einer positiv geladenen Aminoséaure bei HCF173 (Arginin)
und beiden CSP41-Proteinen (Arginin bei CSP41B; Histidin bei CSP41b) auf, wahrend sie in
HCF244 nicht anzutreffen ist (Tab. 1).

Tabelle 1: Sequenzvergleich des Dinukleotidbindemotivs verschiedener SDRs. Die Glycine des NAD(P)(H)-
Bindemotivs sind fett markiert. Positiv geladene Aminosauren sind dunkelgrau, negative geladene Aminosduren
hellgrau unterlegt.

Protein Motiv Sequenz

15-PGDH | TGXXXGXG ALVTGAAQGIGRAFAE
GAPDH GXGXXG IGIDG FGRIGRLVLR
CSP41A GGXXXXG NTNSGGHAVIGFYFAK
CSP41B GGXXXXG ILIMGGTRFIGLFLSR
HCF173 G XXXXXG VLVVGATSRIGRI VVR
HCF244 GXXGXXG I LVWVGATGTLGRQI VR

Dartber hinaus befinden sich positiv geladene Aminosauren in unmittelbarer Nachbarschaft
des Motivs. Ob sich aus der Anwesenheit dieser positiven Ladungen innerhalb der Gly-
Motive eine Relevanz fir die RNA-Assoziation ergibt, bleibt Gegenstand zukinftiger Unter-
suchungen. Interessant in diesem Zusammenhang ist jedoch, dass die Gegenwart von
positiv geladenen Aminosaureresten innerhalb und in Nachbarschaft des Gly-Motivs auch
bei anderen nachweislich RNA-bindenden SDR-Proteinen wie GAPDH nachgewiesen
werden kann (Tab. 1).

Vergleichbar zu GAPDH oder LDH kénnten HCF173 und/oder HCF244 ebenfalls AU-reiche
Bereiche in der psbA 5'UTR ansteuern. Diese befinden sich (i) in direkter Nachbarschaft des
zweiten niedrigabundanten Terminus bei -48, (ii) in der terminalen Schleife der zweiten
Haarnadel (AU-Box) und (iii) 9 nt stromaufwéarts des Startkodons innerhalb eines Bereiches
der eine partielle Basenpaarung mit der SD-Sequnz (RBS3) ausbildet. Die Co-Lokalisation
der sRNAs und der putativen Endnukleaseschnittstelle bzw. der AU-Box weist zudem auf
eine mdgliche Proteininteraktion hin. Darliber hinaus bindet an die Region von -9 bis -43
mindestens ein Protein (Shen et al., 2001). Die Nahe dieser putativen HCF-Bindestellen zur
vermeintlichen Endonukleaseschnittstelle, den ribosomalen Bindestellen und dem Transla-
tionsstart bietet eine optimale Voraussetzung fiir die essentielle Rolle, die durch die HCF-

Faktoren innerhalb der D1-Synthese eingenommen wird.
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HCF244 und HCF173 als putative Bindeglieder zwischen Photosynthese und

Genexpression

Zahlreiche Studien belegen die enge Verknlpfung zwischen dem Redoxstatus und der
Genexpression einer Zelle (Salvador and Klein, 1999; Barnes and Mayfield, 2003;
Pfannschmidt, 2003; Cohen et al., 2005; Omari et al., 2005; Zheng et al., 2007; Zhao et al.,
2008; Dietz and Pfannschmidt, 2011; Qi et al.,, 2012). Interessant ist in diesem Zusam-
menhang, das einige gut untersuchte SDR-&hnliche Proteine als Redoxsensoren wirken.
NmrA gehért wie HCF244 und HCF173 zu den atypischen SDRs. Er wirkt in Pilzen als
transkriptionaler Repressor, der die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AreA reguliert
(zusammengefasst in Macios et al., 2012). NmrA interagiert mit AreA lber hydrophobe und
polare Wechselwirkung (Kotaka et al., 2008). Die Bindestellen von NmrA und der DNA-
Zielsequenz sind bei AreA in direkter Nachbarschaft zueinander angeordnet und lassen
damit die gleichzeitige Bindung beider Komponenten nicht zu. NmrA bindet Uber das Gly-
Motiv (NXXGXXA) sowohl NAD" als auch NADP®, diskriminiert aber zwischen reduzierten
und oxidierten Dinukleotidcofaktoren (Stammers et al., 2001; Lamb et al., 2003). Daher wird
vermutet, dass NmrA den Redoxstatus der Zelle mit der Transkription verbindet (Lamb et al.,
2003). Die Interaktion mit AreA wird jedoch offensichtlich nicht tber die Bindung des Co-
Faktors gesteuert (Kotaka et al., 2008). In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass
die humane NmrA-Homologe HSCARG ebenfalls als NADPH-Sensor agieren soll, der in
Abhangigkeit des zellularen NADPH/NADP™ Levels die Aktivitdt eines ratenbestimmenden
Enzyms der NO-Synthese reguliert und damit Einfluss auf die zellulare NO-Akkumulation
nimmt (Zheng et al., 2007; Zhao et al., 2008).

CC3/TIP30 ist ein proapoptotisches Onkogen (Shtivelman, 1997). Seine tumorunter-
drickenden Eigenschaften sollen aus der Inhibition des nuklearen Transports aufgrund der
Bindung des Importin 32 bzw. einer Rolle in der transkriptionalen Regulation resultieren. Die
biologische Aktivitdit des SDR-Proteins erfordert die Bindung von NADPH und verbindet
somit vergleichbar zu NmrA den Redoxstatus der Zelle mit der Regulation der Genexpres-
sion (El Omari et al., 2005).

Der CSP41-Komplex bindet, wie bereits erwahnt, im Dunkeln in Abh&ngigkeit des
Redoxstatus des Stromas an seine Ziel-RNAs und stabilisiert sie infolgedessen (Qi et al.,
2012). Die nur sehr fragmentarisch erhaltene katalytische Tetrade deutet im Zusammenhang
mit dem stark abgewandelten NAD(P)(H)-Bindemotiv nicht auf eine herkémmliche Funktion
als Oxidoreduktase. Dennoch fungiert der CSP41-Komplex als Redoxsensor. Wahrge-
nommen werden die Anderungen des Redoxstatus vermutlich Uber posttranslationale

Modifikationen wie Phosphorylierung oder Lysinacetylierung (zusammengefasst in Qi et al.,
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2012). AuRRerdem besitzen beide CSP41-Proteine redoxaktive Cysteineste und CSP41a gilt
als putatives Ziel von Thioredoxinen (zusammengefasst in Qi et al., 2012).

Auch fur HCF244 und HCF173 waére eine Funktion als Bindeglied zwischen der Photosyn-
these und der Genexpression denkbar. Die redoxabhangige Bindung eines 30 und eines 43
kDa Proteins an die psbA 5°'UTR in A.thaliana lieferte erste Indizien fiir die Existenz eines
redoxabhangigen Regulationsmechanismusses &hnlich zu Chlamydomonas (Shen et al.,
2001). Dort soll ein Komplex aus den vier Untereinheiten RB38, RB47, RB55 und RB60 in
Abhangigkeit des Redoxstatus an die Haarnadelstruktur in der psbA 5°'UTR binden und
infolgedessen die D1-Synthese regulieren (Danon and Mayfield, 1991,1994; Mayfield et al.,
1994; Yohn et al., 1996). Die Bindeaktivitdt des Komplexes korreliert dabei direkt mit dem
Level der D1-Translation und wird Gber das Ferredoxin-Thioredoxinsystem, einer Serin/Thre-
onin Protein Phosphatase und dem stromalen pH-Wert reguliert (Danon and Mayfield, 1994;
Trebitsh et al., 2001; Alergand et al., 2006).

Voraussetzung fur die Funktion als Redoxsensor ist die Fahigkeit, den Redoxstatus des
Chloroplasten wahrzunehmen und weiterleiten zu kénnen. Wie sich u.a. am Beispiel der
CPS41 Proteine oder RB47 zeigt, kbnnen intramolekulare reaktive Cysteine diese Aufgabe
Ubernehmen. Ein Regulationsmechanismus auf dieser Ebene ist jedoch im Falle der HCF-
Faktoren eher unwahrscheinlich, da auf der Basis verschiedener Vorhersageprogramme
(DIANNA 1.1, Ferre and Clote, 2005a,b,2006; DISULFIND, Ceroni et al., 2006) weder
HCF244 noch HCF173 intramolekulare Disulfidbriicken ausbilden.

Eine weitere Mdéglichkeit der Wahrnehmung bietet die Bindung eines Co-Enzyms. Ob
HCF244 ein Co-Enzym bindet, wurde bisher nicht untersucht. Vergleichbar zu den
NAD(P)(H)-bindenden SDRs, wie CC3, ist jedoch auch bei HCF244 das typische
Dinukleotidbindemotiv der erweiterten SDRs (GXXGXXG) erhalten. Somit ist die Assoziation
eines Co-Enzyms vorstellbar. Darlber hinaus ist in HCF244 die fir die Bindung des Co-
Enzyms wichtige konservierte Aminosaure (Asparaginsaure) in der Nahe des Gly-Motives
ebenfalls erhalten. Diese Aminosaure ist auch bei HCF173 konserviert, jedoch weicht das
NAD(P)(H) Bindemotiv durch den Verlust des zweiten Glycinrestes von erweiterten SDRs ab.
Ob dennoch ein Co-Faktor Uber diese Region gebunden werden kann, misste auf
experimentellem Weg erschlossen werden. Daflir bieten sich beispielsweise isotherme Titra-
tionskalorimetriemessungen mit dem aufgereinigten rekombinanten HCF-Protein an.

Die enzymatische Aktivitdt von SDRs wird Uber ein zweites Motiv, die katalytische Tetrade
(N-S-Y-K), vermittelt (Jornvall et al., 1995, Filling et al., 2002). Im Verlauf der enzymatischen
Reaktion erfolgt der Hydridtransfer zwischen Co-Faktor und Substrat (zusammengefasst in
Oppermann et al., 2003 und Kavanagh et al., 2008). Tyrosin (Y) wirkt dabei als katalytische
Saure bzw. Base, indem seine Hydroxygruppe Protonen an das Substrat abgibt bzw. von

diesem annimmt. Das benachbarte Lysin bindet den Co-Faktor lber die Hydroxygruppe der
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Nicotinamidribose und fixiert seine Position wahrend der enzymatischen Reaktion. Darliber
hinaus senkt Lysin in Kombination mit dem oxidierten, positiv geladenen Co-Enzym den pK,
von Tyrosin und wirkt somit unterstitzend. Eine weitere wichtige Komponente des
Protonenibertragungssystems ist ein Wassermolekil, das durch die Carbonylgruppe des
konservierten Asparagins (N) gebunden wird und dadurch in Wasserstoffbriickendistanz zum
katalytisch wichtigen Lysin des YXXXK Motivs positioniert wird. Das ebenfalls konservierte
Serin (S) stabilisiert und polarisiert hingegen die Carbonylseitenkette des Substrates.

In HCF244 ist das aktive Zentrum (N-S-Y-K) mit D-(S)-L-K stark abgewandelt und bei
HCF173 (D-V-K) nur noch rudimentéar vorhanden. Bei beiden HCF-Proteinen ist nur noch
Lysin (K) erhalten. Tyrosin wurde durch die aliphatischen Aminosauren Leucin (L) bzw. Valin
(V) ersetzt. Diesen Aminosauren fehlt die fiir den Protonentransfer wichtige Hydroxygruppe.
Mit dem Austausch von Asparagin (N) durch Asparaginsdure (D) bleibt zwar die fur die
Ligation des Wassermolekiils wichtige Carbonylgruppe erhalten, jedoch spricht die
Abwesenheit des fir die Dehydrogenase/Reduktaseaktivitdt essentiellen Tyrosins (Jornvall
et al., 1995) eher fiir den Verlust der enzymatischen Aktivitat beider HCF-Proteine.

Die Weiterleitung des Redoxsignales kdnnte trotz der Degenerierung auch Uber die Region
um die katalytische Tetrade der HCF-Proteine erfolgen, jedoch nicht in Form einer
enzymatischen Reaktion, sondern Uber eine Protein-Proteininteraktion. Einen Hinweis darauf
liefert CC3 (El Omari et al., 2005). Bei diesem SDR-Protein sind alle katalytisch aktiven
Aminosduren konserviert, jedoch besitzen sie aufgrund ihrer verdnderten Orientierung
offensichtlich keine enzymatische Aktivitdt mehr. Stattdessen bindet CC3 seinen
Interaktionspartner Importin B2 u.a. Gber zwei Aminosaduren, die in direkter Nachbarschaft
zum YXXXK Motiv liegen (EI Omari et al., 2005). Die Interaktion wird durch die Mutation der
NADPH-Bindestelle beeintrachtigt und deutet somit auf eine regulative Funktion des Co-
Faktors hin (King and Shtivelman, 2004; El Omari et al., 2005). Ubertragen auf HCF244 bzw.
HCF173 wére Uber einen solchen Mechanismus die transiente Interaktion der HCF-Proteine
miteinander oder mit anderen Interaktionspartnern denkbar. Die Interaktion kénnte dabei
Uber die Bindung des Co-Faktors reguliert werden.

Eine redoxregulierte Interaktion zwischen beiden Faktoren, basierend auf der Ausbildung
einer intermolekularen Disulfidbriicke, ist hingegen unwahrscheinlich. Diese Bindungsart ist
sehr stabil und die Ergebnisse der BN-PAGE bzw. Saccharosegradienten lieferten keinen
Hinweis auf einen gemeinsamen Komplex.

Daraus ergibt sich folgendes Arbeitsmodell (Abb. 11): HCF173 bindet Ulber sein Co-
Faktorbindemotiv an das psbA-Transkript und schitzt es dadurch vor endo- und
exonukleolytischem Angriffen. Gleichzeitig dient HCF173 als Ankerpunkt fir eine direkte
oder indirekte, transiente Interaktion mit HCF244, durch die HCF244 zu seiner Bindestelle

rekrutiert wird. Als putative Bindebereiche kénnten AU-reiche Sequenzen innerhalb der
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Haarnadelstruktur dienen. Infolge dieser Bindung werden die ribosomalen Bindestellen

demaskiert und damit die Translation initiiert.

(@ \‘
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Exoribonuklease \ Endoribonuklease Ribosomen RBS —— psbA5UTR

[™ Position des Startkodons

Abb. 11: Regulationsmodell der HCF244- und HCF173 Funktion. (A) Stabilisierung der psbA mRNA infolge
der Blockierung von Exo- und/oder Endoribonukleasen durch HCF173. (B) und (C) Demaskierung ribosomaler
Bindestellen infolge des Strukturverlustes im Bereich der translationalen Initiationszone. Die Umstrukturierung
wird durch die Rekrutierung von HCF244 (B) bzw. eines unbekannten trans-Faktors (C) hervorgerufen. RBS-
ribosomale Bindestelle

Ebenfalls vorstellbar wére, dass HCF244 in Abhangigkeit des Redoxstatus des Co-Faktors
an HCF173 bindet und dadurch dessen Aktivitat beeinflusst. Infolge seiner Aktivierung kann
HCF173 nun als Ankerpunkt fir dritte Translationsinitiationsfaktoren dienen, die nun an die
5°UTR rekrutiert werden kénnen und dadurch die Sekundarstruktur remodulieren.

Eine Interaktion von HCF244 und HCF173 kénnte in beiden Féllen durch ein hohes
NADP/NADPH Verhaltnis im Chloroplasten stimuliert werden und wiirde so eine direkte

Regulation der D1-Translation erméglichen.
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Methoden

Pflanzenanzucht und Selektion von hcf-Mutanten

Fir die sterile Pflanzenanzucht wurde das Saatgut 5 Minuten mit einem Gemisch aus 25%
(v/v) DanKlorix (Colgate-Palmolive GmbH, Hamburg) und 0.02% (v/v) TritonX-100 inkubiert
und anschlieBend 4 mal mit sterilem Wasser gewaschen. Das oberflachensterilisierte Saat-
gut wurde auf 1/2 MS Medium (Murashige und Skoog, 1962) (1% (w/v) Saccharose, 0.5 g/l
MES, 2.35 g/l MS-Salze; pH 5,7 und 0.3% (w/v) Gelrite) ausplattiert und anschlieBend fir
mindestens 3 Tage bei 4°C stratifiziert. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte unter Langtag-
bedingungen (16h/8h Licht-/Dunkelrhythmus) in einem Anzuchtschrank (Philips MASTER
TL-D 36W/865) bei 22°C und einer Lichtintensitat von 60 bis 80 uymol /m?s’ fiir zwei bis drei
Wochen.

Fur Experimente in denen ausschlieRlich mit wildtypischen Arabidopsis Pflanzen gearbeitet
wurde, erfolgte die Aussaat nach der Oberflachensterilisation und Stratifikation auf Floraton
I-Erde (Floragard, Oldenburg). Bei einer Lichtintensitit von 50 bis 80 pmol /m?s’ wurde der
Wildtyp unter Kurztagbedingungen (8h/16h Licht-/Dunkelrhythmus) bei etwa 21°C fir vier bis
sechs Wochen in einer Klimakammer angezogen. Fir die Untersuchung des 24 stiindigen

Expressionsverlaufs wurde der Wildtyp abweichend unter Langtagbedingungen angezogen.

Allgemeine proteinanalytische Methoden

Isolierung von Gesamtmembranen. Das Pflanzenmaterial wurde unter Zugabe von flissig-
em Stickstoff in einem Mé&rser zu einem feinen Pulver zermahlen. AnschlieRend wurde das
Pulver in vorgekihltes Homogenisationsmedium (50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA, 2
mM EGTA, 10 mM DTE (frisch dazu gegeben)) Uberfiihrt und solange gerihrt, bis sich alle
Pulverklimpchen aufgelést haben. Das Homogenat wurde dann durch zwei Lagen Miracloth
filtriert und bei 4°C und 10 000 UpM im SS34-Festwinkelrotor zentrifugiert. Die sedimentier-
ten Thylakoidmembranen wurden in Carbonatpuffer (100 mM Na,COs, 10% (w/v) Saccharo-
se, 50 mM DTE) aufgenommen.

Isolierung von grob aufgereinigten Thylakoidmembranen. Fir die Blue Native-PAGE
und die Saccharosegradienten wurden vier bis sechs Wochen alte Arabidopsis Wildtyp-
Pflanzen bzw. zwei bis drei Wochen alte hcf-Mutanten und der Wildtyp in einem Waring-
Blender in 10 ml 1x Lysispuffer (10 mM HEPES/KOH (pH 7.8), 25 mM KCI, 10 mM MgCly)
pro Gramm Frischgewicht fir 3 x 2 Sekunden homogenisiert. AnschlieBend wurde das

Homogenat durch zwei Lagen Miracloth filtriert und 2 Minuten bei 4 °C und 6 000 UpM im
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GSA-Rotor zentrifugiert. Fir die BN-PAGE wurden die Thylakoidmembranen in einem Vo-
lumen von etwa 10 bis 15 pl 1x ACA-Puffer (750 mM e-Aminocapronsdure, 50 mM Bis-Tris,
0.5 mM EDTA; pH 7.0) pro Gramm Frischgewicht rickgel6ést. Fir andere Anwendungen
wurden die Membranen in ca. 10 bis 15 pl 1x Lysispuffer pro Gramm Frischgewicht resus-
pendiert.

Bestimmung der Chlorophyllkonzentration. Fir die Bestimmung der Chlorophyllkonzen-
tration wurden 2.5 pl Thylakoidmembransuspension in 1 ml 80% (v/v) Aceton resuspendiert,
fur 1 Minute gevortext und anschlieBend fur 5 Minuten bei 13 000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die Absorptionsbestimmung bei den Wellenldngen 645 nm und 663 nm
eingesetzt. Fir die Berechnung der Chlorophyllkonzentration wurden die Formeln von Chory
et al. (1991) und die spezifischen Absporptionskoeffizienten von MacKinney (1941) heran-
gezogen. Daraus ergeben sich fir die Berechnung der Chlorophyllkonzentration folgende
Gleichungen: Chl a = 12.7 X Agsz — 2.69 X Agys und Chl b = 22.9 x Agss — 4.48 X Agss. Die
Gesamtchlorophyllkonzentration bildet die Summe aus der Chlorophyll a (Chl a)- und Chloro-
phyll b (Chl b)- Konzentration in der Einheit pg/ml.

Bestimmung der Proteinkonzentration. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte
nach Bradford (1976). Dafiir wurde die Membranproteinprobe je nach Bedarf 1:10 bzw. 1:20
verdinnt und davon 20 pl mit 1 ml Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Miinchen) versetzt.
Nach sofortigem vortexen und anschlie®ender 10 minltiger Inkubation wurde die Absorption
im Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Zusatzlich wurde die
Absorption einer Verdliinnungsreihe von 0.1 bis 1 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA) gemes-
sen, um anhand der daraus erstellten Eichgerade die Konzentration der Membranproteine
bestimmen zu kdnnen.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von
Membranproteinen wurden die diskontinuierlichen Gelsysteme nach Lammli (1970) bzw.
Schagger (Schagger und von Jagow, 1987) verwendet. Bei beiden Gelsystemen umfasste
die Trennstrecke 14 bis 18 cm bei einer Geldicke von 0.1 cm.

Im Lammli-Gelsystem setzt sich das Trenngel aus 10% (v/v) Polyacrylamid (30%ige
Stammlésung mit einem Verhaltnis von Acrylamid: Bismethylenbisacrylamid von 29:1, Sig-
ma-Aldrich, Manchen), 375 mM Tris/HCI (pH 8.8) und 0.1% (w/v) SDS zusammen. Das
Sammelgel enthielt 5% Polyacrylamid, 125 mM Tris/HCI (pH 6.8) und 0.1% (w/v) SDS. Fur
die Gelelektrophorese wurde ein Laufpuffer (pH 8.8) bestehend aus 192 mM Glycin, 25 mM
Tris/HCI und 0.1% (w/v) SDS eingesetzt. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben mit
einem Volumen 2x Ladmmli-Probenpuffer (90 mM Tris/HCI pH 6.8, 40% (v/v) Glycerin, 2%
SDS, 0.02% (w/v) Bromphenolblau und 0.25 mM DTT) versetzt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden dir Proben fir 30 Sekunden auf 70°C

erhitzt und fir 10 Minuten bei 13 000 UpM zentrifugiert, um ungeléste Bestandteile zu sedi-



29

mentieren. Die Elektrophorse erfolgte in der ersten Stunde bei 60 V. Nachdem die Proben in
das Gel eingelaufen waren, wurde die Elektrophorese bei 100 V Gber Nacht fortgesetzt.

Im Schagger-Gelsystem setzte sich das Trenngel aus 10% (v/v) Polyacrylamid (40%ige
Stammldsung, Verhéltnis 32:1, Sigma-Aldrich), 1 M Tris/HCI (pH 8.45), 0.1% (w/v) SDS und
13.3% (w/v) Glycerin zusammen. Das Sammelgel bestand aus 4% (v/v) Polyacrylamid, 740
mM Tris/HCI (pH 8.45) und 0.74% (w/v) SDS. Im Schéggersystem wird ein Anodenpuffer (1
M Tris/HCI pH 8.9) und sowie ein Kathodenpuffer (100 mM Tris/HCI, 100 mM Tricin und
0.1% (w/v) SDS; pH 8.45) als Elektrophoresepuffer verwendet. Die Proteinproben wurden
mit einem Volumen 2x Schagger-Probenpuffer (100 mM Na,CO3, 10% (w/v) Saccharose, 50
mM DTE, 5% (w/v) SDS und 0.02% Bromphenolblau) versetzt und im Anschluss wie im
Lammli-System weiter verfahren.

Elektrotransfer von Proteinen. Fir den immunologischen Nachweis von Zielproteinen
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine mit Hilfe einer Trockenblot-Apparatur
(CTI, Taunusstein) auf eine Nitrocellulose- (0.45um, BA79, Whatman, Dassel) bzw. eine
PVDF(Polyvinylidenfluorid)-Membran (0.45um, Hybond-P, GE Healthcare, Freiburg) trans-
feriert. Der Transferpuffer (96 mM Glycin, 10 mM Tris und 10% (v/v) Methanol) wurde nach
Towbin et al. (1979) eingesetzt. Der Transfer wurde 2 Stunden bei einer konstanten Strom-
starke von 0.35 mA/cm? durchgefiihrt. Um freie Proteinbindeplitze zu besetzen, wurde die
Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C in TBS-B (20 mM
Tris/HCI pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween20, 5% (w/v) Magermilchpulver) inkubiert. Im
Anschluss wurde die Membran 3 x 10 Minuten mit TBS-T (20 mM Tris/HCI pH 7.6, 137 mM
NaCl, 0.1% Tween20) gewaschen.

Ponceaurot-Farbung von filtergebundenen Proteinen. Die Membran wurde etwa 1
Minute in der Ponceaurot-Farbelésung (2% (w/v) Ponceaurot, 3% (w/v) Trichloressigséaure)
geschwenkt. Anschliefiend wurde die Membran mit bidestillierten Wasser gewaschen, bis die
Hintergrundféarbung verschwand.

Immunodetektion von filtergebundenen Proteinen. Fir den immunologischen Nachweis
fitergebundener Proteine wurde die Membran 1 Stunde bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 4°C mit dem Erstantikérper (Verdiinnung 1:1000 bis 1:5000 in TBS-T) auf einem
Uber-Kopf-Schiittler inkubiert. Sollte ein HCF-Protein nachgewiesen werden, wurde der Erst-
antikérper in einer Verdiinnung von 1:400 Gber Nacht eingesetzt. Im Falle des HCF173-Anti-
korpers fuhrte die Ausdehnung der Inkubationszeit auf 3 Tage zu einem Anstieg der Signal-
intensitat. Im Anschluss wurde die Membran 3 x 10 Minuten in TBS-T gewaschen und an-
schlieBend fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder Giber Nacht bei 4 °C mit dem Sekun-
darantikérper (Anti-Rabbit-Peroxidase-Konjugat, Verdiinnung 1:80 000 in TBS-T, A9169,
Sigma-Aldrich) inkubiert. Fur die Detektion von HCF-Proteinen wurde als Substrat Super-

signal West Femto Maximum Sensivity Substrate (Thermo Scientific, Asheville, USA) nach
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Herstellerangaben in jedoch reduzierter Menge eingesetzt. Fir alle anderen Nachweis-
reaktionen wurde das ECL-(Enhanced Chemiluminescence) System (GE Healthcare) einge-
setzt. Alle Antikérpersignale wurden mit dem LAS-4000 System (Fujifilm Europe GmbH, Dis-
seldorf) detektiert.

2D-(Blue Native-/SDS-) Gelelektrophorese

Membranproteinkomplexe und ihre Untereinheiten wurden durch die 2D-Blue Native-PAGE
nach Schagger (Schagger et al., 1994) aufgetrennt. Homogenisation und Solubilisierung des
wildtypischen Blattmaterials erfolgten wie in Schult et al. (2007) beschrieben, mit der Aus-
nahme, dass das homogenisierte Blattmaterial zwei Minuten zentrifugiert wurde. Fir die
erste Dimension wurde das 6 bis 16%ige Gradientengel (Trennstrecke 14 bis 18 cm) mit
jeweils 70 pg Chlorophyll pro Spur beladen. Um die molekularen GréRe der detektierten
Proteinkomplexe abschatzen zu kénnen, wurden zusétzlich verschiedene Grélkenstandards
(HMW Native Marker Kit, GE Healthcare; Native Marker Liquid Mix for BN/CN, Serva,

Heidelberg) nach Herstellerangaben aufgetragen.

Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation plastiddrer Membrankomplexe und

RNase-Behandlung

Thylakoidmembranen wurden wie unter Punkt beschrieben isoliert und zunachst auf eine
Chlorophyllkonzentration von 2 ug/ul eingestellt.

Wurde mit hcf-Mutanten gearbeitet, erfolgte zuvor die Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Bradford. Um vergleichbare Solubilisierungsbedingungen zwischen den Mutanten und
dem Wildtyp zu gewéahrleisten, wurde vom Wildtyp neben der Chlorophyllkonzentration eben-
falls die Proteinkonzentration bestimmt. AnschlieRend wurden die hcf-Mutanten vorerst auf
die Proteinkonzentration eingestellt, die im Wildtyp einer Chlorophyllkonzentration von 2
Mg/ul entspricht.

Die Solubilisierung der Thylakoidmembranen erfolgte bei einer Chlorophyllendkonzentration
von 1 pg/plin 1% (w/v) n-Dodecyl-B-D-Maltosid fur 30 Minuten bei 4°C auf einen Drehinku-
bator. Nicht solubilisiertes Material wurde durch einen 30 minttigen Zentrifugationsschritt bei
13 000 UpM und 4°C sedimentiert.

Fur die RNase-Behandlung wurden den solubilisierten Thylakoidmembranen RNaseA in
einer Endkonzentration von 4 U/ml zugesetzt und fiir eine Stunde bei 4°C zeitgleich mit den

unbehandelten Thylakoidmembranen auf dem Drehinkubator inkubiert.
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Die Saccharosegradienten (12.5 ml) wurden mit Hilfe eines Gradientenmischers gegossen.
Sie umfassten eine Saccharosekonzentration von 0.1 M bis 0.5 M in 1x Lysispuffer und
0.06% (w/v) n-Dodecyl-B-D-Maltosid. Jeder Gradient wurde mit einen Aquivalent, ent-
sprechend 500 upg Chlorophyll, beladen und 16 bis 17 Stunden bei 180 000 x g bei 4 °C im
SWA40Ti-Rotor zentrifugiert. Anschlielend wurden mit Hilfe eines Gradientenernters (Beck-
mann Coulter, Krefeld) 1 ml Fraktionen vom Boden ausgehend geerntet. Die darin enthalten-
en Proteine wurden mit 15% (w/v) Trichloressigsaure prazipitiert, in 80 % (v/v) Aceton ge-
waschen und anschliefend in 60 pl 3,33% (w/v) SDS resuspendiert. Zur besseren Ricklo-
sung wurde das Pellet mit einem Pistil zerrieben und mit 20 uyl 4x Probenpuffer ohne SDS
versetzt.

Zur Grélenabschatzung der Proteinkomplexe wurde pro Lauf ein Gradient mit dem Native
Marker Liquid Mix for BN/CN (Serva) beladen. Dafiir wurden 20 pl Marker in 400 pl 1x Lysis-
puffer (darin enthalten 0.06% (w/v) n-Dodecyl-B-D-Maltosid) aufgenommen und komplett auf-

getragen.
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