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Cytochrome b-559, High-Potential, Low-Potential

1. Ethanol-extracted spinach chloroplasts were carefully sonified in a mixture of buffered urea,
TRITON X-100 and dithiothreitol. This procedure solubilized the membrane-bound b-type cyto-

chromes 559 and 563 to approx 90%.

The crude extract contained both the high-potential (HP) and the low-potential form (LP) of

cytochrome b-559 in a molar ratio of 1:1.

[SV]

. Strong sonification doubled the amount of low potential cytochrome b-559 in the extract. There-

fore, it is assumed that Cyt b-559 HP was completely converted into the low-potential form.

> o

. Cyt b-563 was solubilized in the same concentration by both methods.
. In the same medium (see No. 1), cytochrome f (= Cyt c-554) was dissolved by strong soni-

fication only and is then essentially present in the extract in a dithionite-reducible form.

Einleitung

Chloroplasten hoherer Pflanzen enthalten 3 ver-
schiedene Cytochrome: Cyt f (= Cyt ¢-554), Cyt
b-559 und Cytb-563 (= Cytbg) *.

Die Isolierung sdmtlicher Cytochrome ist schwie-
rig, da sie fest an die Thylakoidstruktur des Chloro-
plasten gebunden sind. Fiir Cytf liegen jedoch in-
zwischen befriedigende Befunde beziiglich seiner
Isolierung vor *»2. Aus Algen ist es in reiner Form
dargestellt worden (Ubersichten bei 2), hier lést es
“sich vergleichsweise leicht aus der Membran. Cyt
b-559 findet seit lingerem das Interesse verschiede-
ner Bearbeiter, da es in zwei verschiedenen Redox-
normalpotentialen im Chloroplasten vorliegt, in
einer ,high-potential“ Form (HP) mit einem Re-
doxpotential von ca. 4350 mV 47 (Hydrochinon-
reduzierbar) und in einer ,low potential“ Form
(LP) mit einem Redoxpotential von ca. + 80
mV 489 (Ascorbat-reduzierbar); einige Autoren
berichten sogar von einer noch negativeren LP-
Form 41011 dje nur mit Na-Dithionit zu reduzie-
ren ist. Die Redoxeigenschaften wurden bisher aus-
schlieBlich durch spektroskopische Messungen an den
Membranen, nicht aber an dem isolierten Cytochrom
gefunden (Ubersicht insbesondere hinsichtlich der
Redoxeigenschaften der b-Cytochrome in situ bei
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Cramer u. Horton ®%). Die Cytochrome b-559 und
b-563 konnten erst kiirzlich von der Arbeitsgruppe
um Wasserman isoliert werden 12714, Thre Methodik
wurde tibernommen und weiterentwickelt.

Fiir einen Ubergang der beiden Redoxstufen in-
einander gibt es verschiedene Anhaltspunkte. So bil-
det sich Cyt b-559HP in ergriinenden Chloroplasten
erst in einer spateren Entwicklungsphase 15717 36
und wird dabei moglicherweise in der Chloroplasten-
membran aus der LP-Form gebildet 1°. Eine in vivo
Umwandlung der HP-Form in die LP-Form wurde
von Cramer et al. 2 postuliert. GemiR ihrem Photo-
syntheseschema findet eine Photoumwandlung von
Cytb-559HP nach Cytb-599LP statt, mit einer Riick-

reaktion im Dunkeln.

In der Thylakoidmembran wird Cytb-559HP
durch diverse Behandlungen in die LP-Form tuber-
fithrt, und zwar durch organische Losungsmittel bei
der Extraktion von Lipiden®720 (durch Zugabe
von Plastochinon A und fS-Carotin kann die LP-
teilweise wieder in die HP-Form iberfithrt wer-
den). Weiterhin entsteht Cytb-559LP durch Ein-
wirkung von Detergentien, Erwidrmen, Ultraschall-
behandlung und sogenannte ,,chaotropic agents®,
wie z.B. Trijodphenol, Carbonylcyanid-p-trifluor-
methoxyphenylhydrazon (= FCCP)1021723,

* Cyt, Cytochrom, der nachfolgende Buchstabe gibt den
Typ an, die darauffolgende Zahl das Absorptionsmaxi-
mum der a-Bande. HP, ,high-potential* Form von Cyt
b-559; LP, ,low-potential* Form von Cyt b-559; TRIS,
N-Tris (hydroxymethyl) -aminomethan.
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Somit ist verstdndlich, dal Cytb-559HP nur in
nichtbehandelten, isolierten Chloroplasten durch
spektroskopischen Nachweis gefunden wurde; denn
die Darstellung von Chloroplastenpartikeln erfor-
dert Eingriffe wie oben aufgefiihrt, wonach Cyt
b-559 nur noch in der LP-Form vorliegt 2% 25, Dem-
gemdl fand man bisher bei der Isolierung von Cyt
b-559 nur die LP-Form 1?13, Wie im folgenden dar-
gestellt, gelang es uns, Cytb-559HP in léslicher
Form zu erfassen.

Methodik

Samtliche Préparationsarbeiten werden bei einer
Temperatur von 4 — 6 °C ausgefiihrt.

Chloroplastenpriparation: Ca. 6 kg gewaschener
Spinat (Spinacia oleracea 1. .,Sorte ,Atlanta®;
eigene Freilandanzucht) wird in einer Dreiwalzen-
mithle mit ca. 1000 bis 1500 ml eiskalter 0,35 M
NaCl/0,02 M TRIS-HCl-Lésung, pH 8,0, zerfasert.
Der resultierende Brei wird mit Hilfe einer Presse
durch ein Nylonnetz mit 100 «m Maschenweite ge-
prelt. Der PreBlsaft (ca. 6 1) wird 10 min bei
11 000 x g zentrifugiert. Der Riickstand wird in ca.
800 ml 0,035 M NaCl, abgepuffert mit 0,02 m TRIS-
HCI, pH 8,0, suspendiert, wodurch die Chloroplasten
aufgebrochen werden. Man zentrifugiert die Zell-
reste 1 min bei 2500 < g ab und sodann die Chloro-
plastenfragmente (= Typ E, Nomenklatur nach
Hall 26) 15 min bei ca. 28000 x g (der Uberstand
ist griin und triibe). Das so gewonnene Chloropla-
stenmaterial wird in 0,035M NaCl/0,02M TRIS-
HCI, pH 8,0, suspendiert und mit einem Chloro-
phyllgehalt von 4 bis 5mg/ml mittels flissigem
Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C gelagert.

Losung von Cyt b-559 und Cyt b-563 aus den
Chloroplastenfragmenten

Die nichsten Isolationsschritte erfolgen mnach
modifizierten Angaben von Garewal et al.1* und
Stuart und Wasserman 4. Von der Chloroplasten-
suspension werden etwa 300mg Chlorophyll fiir
einen Isoliergang verwendet. .

Zu 10 ml Suspension werden 90 ml Athanol (eis-
kalt, 96-prozentig, vergillt mit 1% Petrolither) ge-
geben und im Waring Blendor (31 Stahlgefdl}) ge-
mixt. Die Geschwindigkeit des Mixers wird dabei
innerhalb von 10sec auf ca. 200V hochgeregelt,
hier 2 — 3 sec belassen, dann abgebremst.

Die dthanolische Suspension wird so schnell wie
moglich  zentrifugiert (wenige Sekunden bei
8000 x g). Bei diesem ersten Extraktionsschritt
werden bereits iiber 90% des Gesamtchlorophylls

entfernt. Der resultierende Riickstand wird ein
zweites Mal, diesmal mit ca. 300 ml Athanol (ab-
solut, p.a.) suspendiert, wie bei der Erstextraktion
gemixt und dann zentrifugiert. Als Mixer erwies
sich hier ein Modell von CENCO mit einem 11 Gefél}

als geeignet.

Der Riickstand wird anschlieffend zweimal mit
ca. 300ml 0,05 M TRIS-HCI, pH 8,0, vorsichtig in
einem 300 ml Gewebehomogenisator (n. Potter-
Elvehjem) mit einem Teflonpistill homogenisiert
und wie oben zentrifugiert. Bei guter Extraktion
muf} der Riickstand jetzt dunkelbraun sein und darf
keinen Griinstich mehr haben.

Man suspendiert den Riickstand in 30 ml kaltem
Losungsgemisch von 4 M Harnstoff, 2% TRITON
X-100, 2mwm Dithiothreitol, 50 mm TRIS-HCI, pH
8,0 (so ergibt sich ein Proteingehalt von 30 —40
mg/ml; Bestimmung nach Lowry et al.?"). Die
Suspension wird nun 2min unter Eiswasserkiih-
lung in einem Branson Becher aus Edelstahl ultra-
beschallt. Das Volumen der zu beschallenden Lo-
sung mul} zwischen 15 und 18 ml liegen (unter
15ml ist die Energietibertragung auf die einge-
setzte Menge Protein zu hoch). Wichtig ist, dafi die
vom Ultraschallgerat abgegebene Leistung so klein
wie moglich gehalten wird, um das Cytb-559HP
nicht durch Ultraschall in die LP-Form zu iberfiih-
ren. Das sind fiir den BRANSON Sonifier Modell
J-17T A, 300 W max. Leistung, hochstens Stufe 1
bis 2 (entsprechend 82 —95 VA) bei Modell B-12,
150 W max. Leistung, hochstens Stufe 4. Die Tem-
peratur steigt dabei nicht iiber +5 °C an.

Die beschallte Losung wird 60 min bei 48 000 x g
zentrifugiert. Danach befinden sich die in Tab.II
aufgefiihrten Cytochrome im Uberstand. Dieser wird
im weiteren Verlauf der Arbeit als Rohextrakt be-
zeichnet, er ist dunkelbraun und klar. Der Riickstand
betrigt nur 1—2% (w/w), bezogen auf die be-
schallte Suspension.

Von diesem Rohextrakt werden Differenzspektren
nach der Methode von Hind und Nakatani? aufge-
nommen (Perkin-Elmer Spektrophotometer, Modell
124; Schreiber-Empfindlichkeit 0 —0,1 Extinktion

fiir 25 cm Papierbreite).

Eine weitere Reinigung des Rohextraktes wird
zunichst nicht durchgefithrt, da nur im Rohextrakt
ca. die Hilfte des Cytb-559 in der HP-Form vor-
liegt. Bislang verringert es sich wihrend der weite-
ren Reinigung bis zu einem Zehntel gegeniiber neun
Zehntel der LP-Form. Dariiber wird an anderer
Stelle berichtet. Cyt b-559 wurde von uns in
elektrophoretisch reiner und enzymologisch aktiver
Form isoliert (unveroffentlichte Befunde).
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Instrumente

Die Homogenisierung des Spinats erfolgte in der
Kilte in einem Laborwalzwerk mit 3 Hartporzellan-
walzen (Walzengrofie 250 x 80 mm), Fabrikat Asra,
Modell SDW 73. Der hiervon erzeugte Spinatbrei
wurde in einer vollhydraulischen Hochdruckpresse,
Fabrikat Hafico, Fiillgutinhalt 21, ausgeprefit. Es

wird bis zu einem kurzfristigen Druck von 50 — 100

»High-Potential“ Cytochrom b-559

Chemikalien

Chemikalien wurden in p. a.-Qualitdt von Merck,
Darmstadt, bezogen, Harnstoff p.a. in Spezial-
qualitdt fiir biochemische Zwecke (Pb 1ppm; Fe,
Cu 0,2ppm) und TRITON X-100 p.A. (speziell
gereinigt fiir die SzintillationsmefBtechnik) von
Serva, Heidelberg, sowie Dithiothreitol von Calbio-
chem, Luzern.
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Abb. 1. Differenzspektren des Rohextraktes nach Beschallung mit 95 VA (obere Bildreihe, A) bzw. 228 VA (Reihe B). Die

abgegebene (Schein)leistung (in VA ausgedriickt) wurde mit dem Oszilloskop Tektronix 465 und vorgeschalteten Hochspan-

nungstastkopf Tektronix P6015 gemessen. Die wiedergegebenen Leistungswerte ergaben sich aus Umrechnung der Oszillo-

skopwerte auf die eines Zeigerinstruments, Die Maxima der reinen isolierten Cytochrome im a- und f-Bereich liegen bei

Cyt f: 554/522 nm 28; Cyt b-559: 559/530 nm 12 ( und unverdffentlichte Befunde) ; Cyt b-563; 563/536 nm 4, 563/533 (eigene

Befunde). Differenzspektren: D—F = Na-Dithionit/K-hexacyanoferrat-Ill; H—F = Hydrochinon/K-hexacyanoferrat-III;
A—H = Na-Ascorbat/Hydrochinon; D—A = Na-Dithionit/Na-Ascorbat.

520 540 560580 7
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Ergebnisse

Abb. 1 zeigt den Vergleich der Differenzspektren
des Rohextraktes nach Ultraschallbehandlung bei
Stufe 2 (95 VA) gegeniiber Stufe 7 (228 VA) mit
dem BRANSON Sonifier J-17 A.

Man erwartet bei den Differenzspektren Dithionit
gegeniiber K-hexacyanoferrat-III (D —F) die Ge-
samtcytochrome, bei Hydrochinon/K-hexacyanofer-
rat-JIl (H—F) Cytb-559HP und Cytf, bei Ascor-
bat/Hydrochinon (A —H) Cytb-559LP und bei Di-
thionit/Ascorbat (D —A) Cytb-563 (ausfiihrliche
Beschreibung siehe Hind und Nakatani?). Die An-
wesenheit einer nur durch Dithionit reduzierbaren
Form von Cyt b-559 wird nicht angenommen, da es
erst bei sehr drastischer Behandlung entsteht10.
Auflerdem liegt der Gehalt von Dithionit-reduzier-
barem Cytb-559 selbst bei reinem isoliertem Cyt
b-559 immer weit unter 10% (unveréffentlichte Be-
funde). Sehr kleine Mengen wiirden allerdings im
D — A-Spektrum von Cytb-563 und Dithionit-redu-
zierbarem Cyt f iiberlagert werden.

Zwischen den beiden Beschallungsintensitaten zei-
gen sich wesentliche Unterschiede:

Beschallung mit 95 VA: Cytf wird bei schwacher
Beschallung und der hier geschilderten Methodik
nicht solubilisiert. Die Absorptionsmaxima des Ge-
samtspektrums (D —F) bei 562nm und 531 nm
deuten bereits an, daf} hier nur b-Cytochrome abge-
lost wurden. Das Differenzspektrum H—F zeigt
kein Cytf an, sondern nur Cytb-559HP. Die Ab-
sorptionsmaxima stimmen mit denen des reinen iso-

lierten Cytb-559 iiberein.

Beschallung mit 228 VA : Bei starker Beschallung
wird auch Cytf solubilisiert: Im D — F-Spektrum
liegt hier eine Schulter im pS-Bereich, im H—F-
Spektrum wird es durch das Absorptionsmaximum
der a-Bande angezeigt. Die durch Hydrochinon redu-
zierbare Menge Cyt{ ist sehr klein, der Rest wurde
durch die Beschallung derart verdndert, dal er nur
noch durch Dithionit reduzierbar ist und sich im
Spektrum (D — A) als Maximum im f-Bereich (524
nm) und Schulter im a-Bereich (ca. 556 nm) zeigt.
(Die Absorptionsmaxima stimmen nicht mit denen
des isolierten Cytf iiberein, da hier das Spektrum
durch Cytb-563 iiberlagert ist.) Im Gegensatz zur
Beschallung bei 95 VA wird kein Cyt b-559HP mehr
gefunden.

In Tab.I wird der Gehalt der einzelnen Cyto-
chrome im Chloroplasten mit dem im Rohextrakt

Tab. I. Vergleich des Gehaltes verschiedener Cytochrome
(in nmol) in Spinatchloroplasten und daraus préipariertem

Rohextrakt.
Cytochrom Spinat- Rohextrakt
chloroplasten Beschallung Beschallung
(300 mg mit 95 VA mit 228 VA
Chlorophyll) *
1. Cytochrom f 260 — 40
2. Cytochrom
b-559 500 340 ** 360
3. Cytochrom
b-563 580 500 620 ***
Gesamtcyto-
chrome im
Riickstand — 35 20

Zur Beurteilung der gesamten Cytochromkonzentration ist zu
bedenken, dafl diese durch Differenzspektren ermittelt wurde.
Cytochromanteile, die im Verlauf der Préaparation ihre Re-
doxeigenschaft verlieren, werden hierbei nicht erfaft (vgl. 3).
Unvermeidliche priaparative Verluste bei der Gewinnung des
Rohextrakts betrugen etwa 10%. — Die Spinatsorte Atlanta
hat einen sehr hohen Chlorophyllgehalt, wodurch speziell
der Cyt {f-Gehalt gering erscheint. Allgemein schwankt das
Verhiltnis Chlorophyll/Cyt f stark 2! und hingt von den Be-
leuchtungsverhiltnissen ab 37,

* Die Bestimmung der Cytochrome im Chloroplasten
wurde nach leichter Abénderung der Methode von
Bendall et al.3* vorgenommen: Die Chloroplasten wer-
den mit einem Medium aus 0,33 M Saccharose, 1 mMm
MgCl,, 2 mm EDTA, 50 mm TRIS-HCI, pH 8,0, und 1%
Triton X-100 (w/v) auf eine Chlorophyllkonzentration
von ca. 170 ug/ml verdiinnt. Weiter verfihrt man nach
der Methode von Hind und Nakatani? (Cyt b-559 liegt
nach Tritoneinwirkung in der Thylakoidmembran nur
noch in der LP-Form vor und wird im A—H Differenz-
spektrum erfafit).

** Cyt b-559HP und Cyt b-559LP zusammen.
***Mit Dithionit-reduzierbarem Cyt {.

verglichen. Die Werte zeigen starke Solubilisierung
von Cytb-559 auch bei geringer Beschallung an.
Der Gehalt im Zentrifugierriickstand an b-Cytochro-
men liegt unter 5%.

Aus Tab.II sind die Verhéltnisse der einzelnen
Cytochrome bei beiden Beschallungsstarken zu er-
sehen: Die Konzentration der einzelnen Cytochrome
innerhalb der Losung wurde in Anlehnung an An-
derson et al. ?® bestimmt, indem fiir jedes Spektrum
die Extinktionsdifferenz jeweils zwischen dem Maxi-
mum bei 554 nm, 559 nm, bzw. 563 nm relativ zu
einer Grundlinie, welche die Minima rechts und links
der a-Bande verbindet, bestimmt wird (viele Auto-
ren verzichten auf diese Grundlinie und ermitteln
die Absorptionsdifferenz zwischen dem Maximum
und einem Minimum; vgl. die unten angegebenen
Koeffizienten). Als differentieller molarer Extink-
tionskoeffizient (reduziert-oxidiert) wurde bei allen
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Tab. II. Konzentration der Cytochrome im Rohextrakt nach
Ultraschallbehandlung mit 95 VA bzw. 228 VA.

Cytochrom Differenz- Beschallung Beschallung
Spektrum mit 95 VA mit 228 VA

Cytf H-F - 0,9 um

Cyt b-559HP H—F 4,0 um —

Cyt b-559LP A—H 4,1 um 8,5 um

Cyt b-563 D—A 11,9 um 14,8 um *

Gesamtcyto-

chrome D—F 18,3 um 24,0 uM

* Eingeschlossen ist der Cytochrom-f-Anteil, der nur noch
durch Dithionit reduzierbar ist.

Cytochromen 2,0 x 104(M~1-cm™!) benutzt. Dieser
Wert reicht fiir den quantitativen Vergleich zwischen
den beiden Beschallungsintensititen aus. Fir Cytf
liegt der genaue Wert bei 2,06 x 10*(M~1-cm™!;
554 —538 nm) bzw. bei 2,3 x 104(M~1-cm™1; 554
—565 nm) 3. Fir Cyt b-559 wurde ein Wert
von 2,0 x 10* (M 1-cm™!; 560—575 nm) be-
nutzt, der auf Abschitzungen von Lundegard 33 zu-
ruckgeht. Fir Cytb-563 wurden 2,07 x 10*(Mm~!-
cm™1; 563 — 543 nm) bzw. 2,44 x10*(M 1-cm™1;
563 — 575 nm) berichtet 31,

Werden nicht alle wesentlichen Parameter wie z. B.
Temperatur, schnelle Athanolextraktion, schonende
TRIS-Waschung der dthanolextrahierten Partikel ge-
nau eingehalten, so kann auch schon bei schwacher
Beschallung Cytochrom f gelost werden. Meistens fin-
det man aber dennoch Cytb-559 in der HP-Form,
was sich als Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums im a-Bereich und als Maximum im f-Bereich
andeutet (siehe Abb. 2). Eine Bestimmung der
Konzentration von Cytb-559HP ist dann wegen der
Uberlagerung des Spektrums durch Cytf unsicher.

Diskussion

Aus Tab. IT geht hervor, dafl mit der hier geschil-
derten Methode HP-Cytb-559 : LP-Cytb-559 im
molaren Verhdltnis von 1:1 isoliert wird. Die An-
gaben tiber die Verhiltnisse der beiden Redoxnormal-
Potentiale im Chloroplasten sind bislang noch wider-
spriichlich. Einerseits wird aus spektroskopischen Be-
funden an den Membranen geschlossen, daf} der grofite
Teil des Cytb-559 in der HP-Form vorliegt 1% 22 (dies
wird durch eine Arbeit von Giaquinta et al.3 unter-
stiitzt: 70 — 75% HP-, 25 — 30% LP-Form), anderer-
seits finden Huzisige und Takimoto 32 in Granasuspen-

556
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Abb. 2. Differenzspektrum eines Rohextraktes nach Ultra-
schallbehandlung mit 95 VA. Es wurden nicht alle Ver-
suchsbedingungen (s. Text) fiir eine schonende Pripa-
ration eingehalten. Hierbei wurde Cyt{ neben Cyt b-559HP
gelost. Die Absorptionsmaxima konnen sich je nach Pripara-
tion um etwa 1 nm verschieben. Die durchschnittliche Wel-
lenldnge aus 7 Prdparationen betrug 555,7/530,6/524,6 nm.

sionen von Spinat (= class II Chloroplasten oder
Typ C nach Hall 26) sehr wenig Hydrochinon-redu-
zierbares Cytb-559 (58%) und sogar 33% Dithio-
nit-reduzierbare Form. Bei Hordeum wvulgare be-
richten Plesni¢ar und Bendall * von einem molaren
Verhiltnis HP: LP = 1:1, und zwar je 2,5 nmol/g
Blattfrischgewicht. In etiolierten Blattern ist noch
kein Cytb-559HP enthalten, sondern nur die LP-
Form in einer Konzentration von 5,7 nmol/g Frisch-
gewicht. Im allgemeinen wird Cytb-559HP nach der
Methode von Bendall et al.3* oder Henningsen und
Boardman 3¢ bestimmt. Diese ist von der Auswer-
tung her problematisch und fithrt zu schwankenden
Werten. Wir finden damit in Spinatchloroplasten
ein Verhiltnis von ca. 2/3 HP- und 1/3 LP-Form.

PlesniCar und Bendall 2! berichteten erstmals
dariiber, daf} Chloroplastenbehandlung mit TRITON
X-100 Cytb-559HP in Cytb-559LP umwandelt.
Dieser Befund wurde von vielen Arbeitsgruppen
bestatigt. Unsere Ergebnisse stehen dennoch nicht
im Widerspruch hierzu, da wir das Detergenz erst
einsetzen, wenn das Chlorophyll bereits aus dem
Chloroplasten herausgelost wurde. Die Wasserman-
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Gruppe findet wahrend des Priparationsganges von
Cyt b-559 nicht die HP-Form. Méglicherweise wurde
diese iibersehen, da sie keine stufenweisen Differenz-
spektren wihrend des Préiparationsganges aufnah-
men. Auf eine nicht optimale Préparation beziiglich
der HP-Form deutet bei ihnen die Anwesenheit
einer sogenannten ,trouble fraction“ hin. Diese
Fraktion findet man nach unseren Erfahrungen,
wenn die dthanolextrahierten Partikel einer TRIS-
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