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H,0,, een reactieve zuurstofmolecule, staat erom bekend oxidatieve
schade te veroorzaken bij stress, maar wordt nu ook erkend als
signaalmolecuul voor het modificeren van cysteines in eiwitten, ook
gekend als cysteine-sulfenylatie. Cellulaire signaaloverdracht kan
anterograad plaatsvinden, een signaal wordt dan door de kern naar
andere organellen gestuurd zoals de chloroplasten of mitochondrién in
fotosynthetische organismen, of retrograad, een signaal van de
organellen gaat terug naar de kern. Organismen die aan fotosynthese
doen, zoals cyanobacterieén, algen en planten, produceren H,0,
voornamelijk in de chloroplasten tijdens de fotosynthese en in de
mitochondrién tijdens de ademhaling.

In deze studie gebruikten we de groene alg Chlamydomonas reinhardtii.
Onze aandacht ging specifiek uit naar het H,0,-afbrekende enzym
ascorbaatperoxidase 2 (APX2), dat onlangs werd geclassificeerd als
‘ascorbate peroxidase-related’ (APX-R) en waarvan de functie nog
onduidelijk is. Wij onderzochten de cellulaire rol van het H,0,-
afbrekende enzym APX2 en identificeerden gemodificeerde cysteinen in
hun gesulfenyleerde vorm (-SOH) in Chlamydomonas gedurende
oxidatieve stress.

Met een exploratieve screening van mutanten door middel van
moleculaire en genetische methoden, gebruikmakend van 'H-NMR,
activiteitstests en biofysische technieken met recombinant
geéxpresseerde en gezuiverde APX2 en plastocyanine eiwitten, en
door middel van structuurvoorspellingen, ontdekten we dat APX2 zich
hoogstwaarschijnlijk in het lumen van de chloroplasten bevindt en een
invloed heeft op plastocyanine. Anders dan de typische H,0,-
afbrekende enzymen, vertoonde APX2 naast peroxidase activiteit ook
koperbinding in een typisch metaalbindend MxxM sequentiemotief en
is APX2 betrokken bij het reguleren van de cellulaire plastocyanine
niveaus.

Door een verfijning van een massaspectrometrische sulfenoom-
analysetechniek, toegepast op eiwitextracten van Chlamydomonas
wild-type onder zowel normale als oxidatieve stressomstandigheden,
hebben we een gesulfenyleerd peptide geidentificeerd dat
geassocieerd is met drie ‘light-harvesting’ complexen van
fotosysteem-1l en met het ATP/ADP AAA1 dragereiwit. Deze
ontdekking dient als een eerste aanwijzing dat de modificatie van een
cysteine betrokken is bij de regulatie van deze complexen en het AAA1
dragereiwit.

Onze resultaten onthullen een nieuwe functie voor APX2 en geven ons
een inzicht in de sulfenyleringspatronen in Chlamydomonas.
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