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EINLEITUNG 6

1 Einleitung

In der Photosynthese wird die Energie des Sonnenlichtes zum Aufbau organischer Substan-
zen aus anorganischen Ausgangsstoffen genutzt. Bei der oxygenen Photosynthese von
Cyanobakterien, Algen und Pflanzen wird die Energie der Photonen zur Oxidation von

Wasser verwendet. Der dabei freigesetzte Sauerstoff ist die Grundlage des aeroben Lebens.

Die pflanzliche Photosynthese findet in speziellen Organellen, den Chloroplasten, statt. Die
Chloroplasten sind vom Cytosol der Zellen durch eine doppelte Hillmembran getrennt. Der
Innenraum der Chloroplasten, das Stroma, wird von einem weiteren Membransystem, der
Thylakoidmembran, durchzogen. Die Thylakoidmembran liegt in Form von gestapelten
Grana- bzw. ungestapelten Stromathylakoiden vor und grenzt einen abgeschlossenen Innen-

raum, das Lumen, vom Stroma der Chloroplasten ab.
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Abbildung 1: Modell des pflanzlichen Photosyntheseapparates (nach Jon Nield, 2004). In schematischer Weise
sind die beiden Photosysteme, der Cytochrom bef-Komplex und die ATP-Synthase, eingebettet in die Thylakoid-
membran, dargestellt. Im Text werden die fir das Verstandnis der Arbeit wichtigen Abklrzungen naher erlautert.

Die Photosynthese lasst sich in Licht- und Dunkelreaktionen unterteilen. Die Lichtreaktionen
dienen der Synthese von Energie- und Reduktionsaquivalenten (ATP und NADPH). Uber
eine lichtgetriebene Elektronentransportkette werden die aus der photolytischen Spaltung
des Wassers stammenden Elektronen auf NADP® Ubertragen. Gleichzeitig entsteht ein
Protonengradient Uber die Thylakoidmembran, der von der ATP-Synthase zur Synthese von
ATP genutzt wird. Die Elektronentransportkette im pflanzlichen Photosyntheseapparat
besteht aus zwei Photosystemen (PSIl und PSI), dem Cytochrom bsf-Komplex sowie den

Elektronenlbertragern Plastochinon (PQ) und Plastocyanin (PC). Die endgultige Reduktion
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des NADP* katalysiert die Ferredoxin-NADP-Reduktase an der stromalen Seite der
Membran. Die Protein-Komplexe der Elektronentransportkette befinden sich in der Thyla-
koidmembran, oder sind mit dieser assoziiert (s. Abb. 1). In den lichtunabhangigen Dunkel-
reaktionen (Calvin-Zyklus) werden die zuvor gebildeten Energie- und Reduktionsaquivalente
zur Fixierung des CO, in Form von Kohlenhydraten genutzt. Die Enzyme des Calvin-Zyklus

sind im Chloroplastenstroma lokalisiert.

1.1 Aufbau pflanzlicher Photosysteme

Die beiden Photosysteme sind heterogen in der Thylakoidmembran verteilt. Der PSII-
Komplex befindet sich vorwiegend in den Granabereichen, wohingegen der PSI-Komplex
Uberwiegend in den Stromathylakoiden vorkommt (Danielsson et al. 2004).

Beide Photosysteme bestehen aus einem Kernkomplex und einer Lichtsammelantenne
(LHC = light-harvesting complex). Der Kernkomplex beinhaltet das Reaktionszentrum (RZ)
mit einem speziellen Chlorophyll a (Chl a)-Dimer (P680 im PSII und P700 im PSI). Der LHC
besteht aus pigmentbindenden Proteinen, deren Pigmente das eingestrahlte Sonnenlicht
absorbieren. Die angeregten Chromophore kénnen die absorbierte Energie (ber excitoni-
sche Kopplung an die speziellen Chl a-Dimere der RZ weiterleiten. Durch Anregung des Chl
a-Dimers wird die Ladungstrennung induziert und ein Elektron auf die sekundaren
Elektronenakzeptoren (Pheophytin (Phe) im PSIl und Chl a (Ag) im PSI, s. Abb. 1) trans-
feriert. Das am P680 entstandene Elektronendefizit wird durch Elektronen aus der photo-
lytischen Wasseroxidation auf der lumenalen Seite des PSIl wieder aufgefiillt. Das P700"
wird seinerseits durch Transfer eines Elektrons aus dem linearen oder cyclischen

Elektronentransport Gber PC reduziert.

1.1.1 Photosystem Il

Der Kernkomplex des pflanzlichen PSII besteht aus mehr als 20 Untereinheiten (Hankamer
et al. 2001). Die Proteine des RZ, D1 und D2, binden alle Cofaktoren, die fir den Elektro-
nentransfer von Wasser auf Plastochinon (PQ) notwendig sind. In engem Kontakt zum D1-
und D2-Protein stehen die Chl a- und Carotinoid-bindenden inneren Antennenproteine, CP43
und CP47, sowie die extrinsischen Proteine des wasserspaltenden Komplexes. Darliber
hinaus bindet der pflanzliche PSII Kernkomplex eine grofle Anzahl niedermolekularer
Proteine (vgl. Abb.1).

Die auliere Antenne des PSII besteht aus sechs verschiedenen, kerncodierten Proteinen
(Lhcb1-6), die sich durch hohe Sequenzhomologie auszeichnen (Jansson 1994). Im Gegen-

satz zu den inneren Antennenproteinen binden die Proteine der aulieren Antenne neben
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Carotinoiden und Chl a auch Chl b Molekile, weshalb sie auch als CAB-Proteine (Chl a/b-
bindende Proteine) bezeichnet werden. Die Proteine der aulReren Antenne werden dartber
hinaus in die haufig vorkommenden majoren (Lhcb1-3) und die weniger stark exprimierten
minoren Antennenproteine (Lhcb4-6) unterteilt. Die majoren Antennenproteine bilden in vivo
Heterotrimere, in denen die Proteine Lhcb1, Lhcb2 und Lheb3 in variablen Stoéchiometrien
vertreten sind und zumeist im Verhaltnis 8:3:1 exprimiert werden (Jansson 1994). Die
minoren Antennenproteine werden in Bezug auf ihr Molekulargewicht auch als CP29
(Lhcb4), CP26 (Lhcb5) und CP24 (Lhcb6) bezeichnet. Sie liegen im nativen PSII als
monomere Komplexe vor.

Innerhalb der Granathylakoide konnte fir das PSII die Struktur eines sog. PSII-LHCII-Super-
komplexes abgeleitet werden (Boekema et al. 1995). Im Zentrum des Superkomplexes liegt
ein Kernkomplex-Dimer, der von der peripheren Antenne umgeben wird. Die minoren
Antennenproteine befinden sich zwischen den aufien liegenden LHC-Trimeren und den

Kernkomplexen im Inneren des Superkomplexes (s. Abb. 2).

Abbildung 2: PSII-LHCII-Superkomplex (nach Dekker und
Boekema 2005). S, M und L bezeichnet die LHCII-Trimere
in starker, mittlerer oder lockerer Assoziation zu den
Kernkomplexen. Von diesen sind die membran-integralen
Proteine in blau dargestellt. Die minoren Antennenproteine
sind in hellgrin wiedergegeben.

Je nach Isolationsbedingungen werden eine unterschiedliche Anzahl von Trimeren und
minoren Antennenproteinen im Superkomplex gefunden. Abhangig von ihrer Bindungsstarke
werden die LHC-Trimere in drei Klassen eingeteilt S, M und L (fir strong, moderate und
loose, vgl. Abb. 2). In S-Trimeren kommen hauptsachlich Lhcb1- und Lhcb2-Proteine vor
(Hankamer et al. 1997). M-Trimere bestehen dagegen aus Lhcb1- und Lhcb3-Proteinen
(Boekema et al. 1999). Superkomplexe mit der geringsten LHC-Ausstattung werden als
C,S,-Komplexe bezeichnet und setzen sich aus dem Kernkomplex-Dimer, zwei S-Trimeren
und je zwei CP29- und CP26-Komplexen zusammen. Cross-linking Studien und elektronen-
mikroskopische Analysen von PSII-Komplexen aus lhcb5- und Ihcb4-antisense (aslhcb5,
aslhcb4) Pflanzen haben gezeigt, dass CP26 in der Nahe von CP43 und CP29 in der Nahe
von CP47 lokalisiert ist (Harrer et al. 1998, Hankamer et al. 1997, Yakushevska et al. 2003).
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CP24 konnte nur in den gréReren sog. C,S,M,-Komplexen nachgewiesen werden (Bassi und
Dainese 1992, Harrer et al. 1998, Boekema et al. 1999). Es wird vermutet, dass CP24 im
Superkomplex in direkter Nachbarschaft zu den M-Trimeren und CP29 vorliegt. Eine enge
Verbindung der beiden minoren Antennenproteine wurde auch durch den gleichzeitigen
Verlust von CP24 und CP29 in aslhcb4 Pflanzen von Arabidopsis thaliana gezeigt
(Andersson et al. 2001).

Die Bedeutung der einzelnen LHC-Proteine flr die Zusammensetzung der Superkomplexe
wurde anhand verschiedener Antisense-Pflanzen verdeutlicht. Fehlten in Folge von aslhcb2-
Konstrukten die Lhcb1- und Lhcb2-Proteine, entstanden Superkomplexe mit S- und M-Trime-
ren aus CP26 und Lhcb3 (Ruban et al. 2003). Die Superkomplexe der aslhcb5 Pflanzen
zeigten dagegen nur eine unbesetzte CP26-Position ohne weitere Auswirkung auf den Ge-
samtkomplex (Yakushevska et al. 2003). Die Deletion des CP29-Proteins flihrte zur Destabi-
lisierung, so dass keine PSII-LHCII-Superkomplexe detektiert werden konnten (Yakushevska
et al. 2003).

Eine bisher ungeklarte Position im PSII nimmt das PsbS-Protein ein. Aufgrund seiner Se-
quenz wird es zur Superfamilie der CAB-Proteine gerechnet (vgl. Kapitel 1.2). Das Vor-
kommen des PsbS-Proteins im PSII-LHCII-Superkomplex wird kontrovers diskutiert (Nield et
al. 2000, Thidholm et al. 2002). Neuere Studien wiesen daraufhin, dass eventuell ein Dimer
des PsbS mit dem Kernkomplex und das Protein in seiner monomeren Form mit den Lhc-
Proteinen assoziiert ist (Bergantino et al. 2003). Die Konversion vom Dimer zum Monomer
Iasst sich durch ein Senken des pH-Wertes induzieren, wie es bei der Induktion von gE im
Thylakoidlumen zu beobachten ist (Bergantino et al. 2003). Physiologisch besitzt das PsbS-
Protein eine wichtige Funktion fir den pH-abhangigen gE-Mechanismus der nicht-photo-

chemischen Energieldschung (Nicht-Photochemisches-Quenchen = NPQ), vgl. Kapitel 1.3.

1.1.2 Photosystem |

Der pflanzliche PSI-LHCI-Holokomplex ist ein monomerer Multiproteinkomplex, der aus
mindestens 18 Untereinheiten zusammengesetzt ist (Jensen et al. 2003). Das kurzlich pub-
lizierte Strukturmodell des PSI von Pisum sativum zeigt eine asymmetrische Verteilung der
Proteine. Dabei wird der PSI-Kernkomplex einseitig von einem sichelférmigen Gurtel aus
LHCI-Proteinen umgeben (vgl. Abb.3, Ben-Shem et al. 2003).

Der Kernkomplex des PSI besteht aus ca. 14 Untereinheiten. Im Zentrum des Kernkomple-
xes befindet sich ein Heterodimer aus PSI-A und PSI-B. Dieses bindet zusammen mit dem
PSI-C alle Cofaktoren, die flr den Energietransfer vom Plastocyanin (PC) an der lumenalen
Seite auf Ferredoxin (Fd) an der stromalen Seite der Thylakoidmembran notwendig sind. Zu-

satzlich zu den Cofaktoren der Elektronentransportkette binden PSI-A und PSI-B insgesamt
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93 Chl a Molekule (Ben-Shem et al. 2003) und 22 Carotinoide (Scheller et al. 2001), die
zusatzlich zur Absorption der Lichtenergie beitragen. Die kleineren Untereinheiten des Kern-
komplexes gruppieren sich um das RZ (s. Abb. 1) und werden anhand ihrer Funktionen (Bin-
dung des PC, Fd, LHCI oder LHCII) in verschiedene Gruppen eingeteilt (Jensen et al. 2003).

Abbildung 3: Strukturmodell des PSI-LHCI-Holo-
komplexes héherer Pflanzen bei einer Aufldsung von
4.4 A (Ben-Shem et al., 2003). Dargestellt ist die
Ansicht von der stromalen Seite der Thylakoidmem-
bran. Die Untereinheiten des PSI, die sowohl in
Cyanobakterien als auch in hoheren Pflanzen vor-
kommen sind grau gekennzeichnet. Die im PSI von
Cyanobakterien nicht vorkommenden Untereinheiten
(PSI-H und PSI-G) sind rot hervorgehoben. In griin
sind die Lichtsammelproteine (Lhcal bis Lhca4)
abgebildet. Die drei Eisen-Schwefel-Cluster sind als
rote (Fe) und griine (S) Kugeln dargestellt.

Der aulere Antennenkomplex des PSI setzt sich aus vier verschiedenen Proteinen
zusammen. Sie werden nach den fiir sie codierenden Genen als Lhca1, Lhca2, Lhca3 und
Lhca4 bezeichnet. Im Wildtyp werden Lhca1-4 in nahezu aquimolaren Mengen exprimiert
(Haworth et al. 1983, Ballottari et al. 2004). Unter veranderten Wachstumsbedingungen kann
jedoch das stochiometrische Verhaltnis variieren (Bailey et al. 2001). Aus solubilisierten
Thylakoidmembranen konnten mittels Dichtegradienten-Zentrifugation zwei LHCI-Subkom-
plexe isoliert werden (Lam et al. 1984). Die beiden Fraktionen unterscheiden sich in ihren
Fluoreszenzeigenschaften und werden entsprechend ihrer Emissionsmaxima als LHCI-730
und LHCI-680 bezeichnet (Bassi et al. 1985). Der LHCI-730 setzt sich aus Lhca1 und Lhca4
zusammen (lkeuchi et al. 1991), die ein Heterodimer ausbilden (Knoetzel et al. 1992, Tjus et
al. 1995, Jansson et al. 1996, Schmid et al. 1997). In der Fraktion des LHCI-680 werden
dagegen monomere Lhca2- und Lhca3-Proteine detektiert (Ikeuchi et al. 1991). Spektrosko-
pische Untersuchungen wiesen jedoch daraufhin, dass in vivo alle Lhca-Proteine als Dimere
vorliegen (lhalainen et al. 2000, Croce et al. 2002b). Im Fall der LHCI-680 Fraktion ist die
Bildung von Homo-, bzw. Heterodimeren der Lhca2- und/oder Lhca3-Proteine noch nicht
eindeutig geklart. Zum einen weisen Crosslinking-Studien auf die Bildung von Homodimeren
hin (Jansson et al. 1996), zum anderen lassen Analysen der lhca2- und lhca3-antisense-
Pflanzen die Bildung von Heterodimeren vermuten (Ganeteg et al. 2001).

In neueren Studien wurde ein flinftes Lhca-Protein nachgewiesen (Storf et al. 2004, Ganeteg

et al. 2004), dessen Lokalisation kontrovers diskutiert wird. Studien an antisense-Pflanzen
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zeigen eine enge Verknupfung der Expression des Lhca2-Proteins mit Lhcab (Klimmek et al.
2005). Dagegen wurde in massenspektroskopische Analysen Lhca5 in der LHCI-730 Frak-
tion nachgewiesen (Storf et al. 2004). Ebenfalls fur die Zugehdrigkeit des Lhca5 in die LHCI-
730 Fraktion sprechen die hohe Sequenzidentitat zwischen Lhcad4 und Lhca5 sowie in vitro
Rekonstitutionen in denen die Dimerisierung von rLhca5 mit rLhca1 gezeigt wurde (Storf et
al. 2005).

Unabhangig von der ungeklarten Position des Lhca5 innerhalb des PSI-LHCI-Holokomple-
xes, wird der Kernkomplex zusammen mit je einer Kopie der Lhca1-4 Proteine, wie in der
Kristallstruktur gezeigt (Ben-Shem et al. 2003), als die stabilste, bzw. am haufigsten vertre-
tene Form des Holokomplexes angesehen (Klimmek et al. 2005). Zusatzlich wird es in vivo
Variationen des Holokomplexes geben, die die Assoziation von Lhca5 an den Komplex be-
inhalten (Klimmek et al. 2005).

1.2 Lichtsammelkomplexe

Die Apoproteine der Lichtsammelkomplexe (LHC) beider Photosysteme gehdren zur Super-
familie der CAB-Proteine (Green et al. 1991). Alle LHCs sind kerncodiert und werden im
Cytosol synthetisiert. Sie besitzen eine N-terminale Transitsequenz, die bei der posttrans-
lationalen Insertion des Proteins in die Thylakoidmembran abgespalten wird. Die reifen LHC-
Proteine sind zwischen 20 und 30 kDa grof und zeigen eine Sequenzidentitat von mehr als
35% (Jansson 1994, Pichersky und Jansson 1996). Alle LHC-Proteine besitzen ein gemein-
sames LHC-Motif, eine sehr hydrophobe Sequenz aus 22 Aminosauren (Jansson 1999).
Aufgrund der groflen Sequenzhomologien werden neben den LHC-Proteinen noch weitere
Membranproteine zur Familie der CAB-Proteine gezahlt. Hierbei handelt es sich um stress-
induzierte Proteine, sog. ELIPS (= early light induced proteins), HLIPS (= highlight induced
proteins) und SEPS (= stress enhanced proteins) (Adamska et al. 2001). Ebenfalls zu den
CAB-Proteinen rechnet man das PsbS-Protein, ein 22 kDa grolies, intrinsisches Membran-
protein.

Alle CAB-Proteine besitzen 1-4 transmembrane Helices und verfiigen Uber die Fahigkeit
Chlorophylle und Carotinoide zu binden, allerdings in unterschiedlichen Stéchiometrien. Eine
Ausnahme stellt das PsbS-Protein dar. Fur dieses Protein ist noch nicht eindeutig geklart, ob
es in vivo Chlorophylle bindet (Funk et al. 1995, Dominici et al. 2002).
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1.2.1 Die Struktur der Lichtsammelkomplexe

Die majore Untereinheit der PSIl-Antenne, der LHCII, ist das haufigste Protein der Thyla-
koidmembran und bindet 50% der an der Photosynthese beteiligten Chlorophylle (Peter und
Thornber 1991). In zwei neueren Studien konnte die Struktur des LHCII bei einer Auflésung
von 2.72 A, bzw. 2.5 A, bestimmt werden. Die Erkenntnisse aus der zuerst publizierten
Struktur des LHCII aus Spinacia oleracea (Liu et al. 2004) stimmen mit den Daten aus der
Analyse des etwas hoher aufgelésten Komplexes aus Pisum sativum (Standfuss et al. 2005)
Uberein und werden im Folgenden als Beispiel fir die Struktur der LHC-Proteine naher

erlautert.

a)

Abbildung 4:

a) Sekundarstruktur des monomeren LHCII-Komplexes, der C-Terminus ist in rot, der N-Terminus in
blau dargestellt (nach Liu et al. 2004).

b) Pigmentverteilung im LHCII-Trimer (nach Liu et al. 2004). Die Chlorophylle sind griin und blau, die
Luteine gelb, das Neoxanthin orange und die Xanthophyllzykluspigmente violett dargestellt.

Beide Abbildungen wurden mit Hilfe des Computerprogrammes PyMol (DelLano, 2002) erstellt.

Der monomere LHCII-Komplex besitzt drei transmembrane Helices, von denen zwei (Helix A
und B) in einem Winkel von 30° zur Membrannormalen in der Membran liegen, so dass sie in
der Aufsicht ein Kreuz bilden. Helix C ist in einem Winkel von 12° zur Membrannormalen in
die Membran eingebettet. Zusatzlich besitzt der monomere Komplex zwei kurze Helices
(D+E) an der luminalen Seite der Membran (s. Abb. 4a). Helix D verbindet den C-Terminus
des Proteins mit Helix A, Helix E liegt im lumenalen Loop des Proteins zwischen Helix B und
C. Der N-Terminus des Proteins liegt auf der stromalen Seite der Membran und wird auf-
grund seiner positiv geladenen Aminosaurereste fir die Ausbildung der Granastapel verant-
wortlich gemacht (Standful’ et al. 2005). Das LHCII Apoprotein koordiniert 14 Chlorophylle,
die als acht Chl a und sechs Chl b Molekiile identifiziert wurden. Zusatzlich werden pro Mo-
nomer vier Carotinoide gebunden (vgl. Abb. 4b). Die beiden zentralen Luteine (Lut) waren
schon zuvor mit einer Aufldsung von 3.4 A erkannt worden (Kiihibrandt et al. 1994), sie lie-



EINLEITUNG 13

gen in den Furchen der sich kreuzenden Helices A und B, besitzen einen Winkel von 60° zur
Membrannormalen und Uberkreuzen sich ebenfalls. Das dritte Carotinoid wurde als 9’-cis
Neoxanthin (Nx) identifiziert und liegt in der Chl b-reichen Region um Helix C ebenfalls mit
einem Winkel von 60° zur Membrannormalen. Der Cyclohexan-Ring des Nx ragt weit Uber
das Proteingertst heraus in die Lipidschicht der Membran. Die vierte Carotinoidbindestelle
liegt zwischen den einzelnen Monomeren des LHCII-Trimers. Die Pigmente an dieser Posi-
tion besitzen eine all-trans Konfiguration und bilden einen Winkel von 30° mit der Membran-
normalen. Es wird vermutet, dass die Pigmente des Xanthophyllzyklus — Violaxanthin (Vx),

Antheraxanthin (Ax) und Zeaxanthin (Zx) — an dieser Stelle lokalisiert sind.

Die pigmentbindenden Eigenschaften der Lhc-Proteine wurden anhand von in vitro rekonsti-
tuierten Komplexen naher untersucht. Prinzipiell besteht die Moglichkeit heterolog exprimier-
tes Apoprotein durch die Zugabe von isolierten Pigmenten zu Komplexen zu falten, die in
ihnren Eigenschaften den nativen sehr
ahnlich sind (Plumley und Schmidt 1987,
Paulsen et al. 1990). Auf diese Weise

konnten durch ein selektives Pigmen-

tangebot bzw. durch Mutationen des
Apoproteins die Funktionen und Beson-
derheiten der einzelnen Bindestellen
naher analysiert werden. Die biochemi-
schen Untersuchungen am rekonstituier-
ten Lhcb1 (rLhcb1) (Croce et al.
1999a+b, Hobe et al. 2000, Caffarri et al.
2001) und nativen LHCII-Monomer
(Ruban et al. 1999) ergaben unter-

Abbildung 5: Belegung der Carotinoid-Bindestellen im
LHCII-Monomer in Anlehnung an die Kristallstruktur von

Liu et al. (2004). noidbindestellen zu den einzelnen Pig-

schiedliche Affinitaten der vier Caroti-

menten. Entsprechend ihres Bindungsverhaltens werden sie als L1 (ausschlieBlich Lut), L2
(bevorzugt Lut), N1 (bevorzugt Nx) und V1 (bevorzugt Vx) bezeichnet (vgl. Abb, 5).

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen den einzelnen LHC-Proteinen wurde
schon frih angenommen, dass alle LHCs Uber eine vergleichbare Tertiarstruktur verfugen
(Green et al. 1991, Jansson et al. 1994, Pichersky und Jansson 1996) und daher die
Erkenntnisse aus den Untersuchungen am nativen und rekonstituierten LHCIlI auf die
anderen LHC-Proteine Ubertragen werden kdnnen. Diese Annahme wurde durch die kurzlich
veroffentlichte Struktur des PSI-LHCI-Superkomplexes bestatigt (Ben-Shem et al. 2003).

Ebenso sind die zur Pigmentbindung am Lhcb1 identifizierten Aminosaduren (Remelli et al.
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1999, Rogl et al. 1999, Yang et al. 1999) in der Sequenz anderer Lhc-Proteine konserviert
(Pichersky und Jansson 1996, Jansson 1999, Bassi et al. 1999, Morosinotto et al. 2002b),
was eine vergleichbare Pigmentbindung in allen LHC-Proteinen nahe legt. Biochemische
Analysen der nativen und rekonstituierten Lhcs ergaben jedoch spezifische Pigment-
Stochiometrien fir die einzelnen Komplexe (s. Tab. 1). Im Gegensatz zum LHCII binden die
minoren Antennenproteine des PSIl zwischen 8 und 10 Chlorophylle und in der Regel nur
2 Carotinoide (vgl. Ubersichtsartikel Morosinotto et al. 2003). An den Antennenproteinen des
PSI wurden in der Kristallstruktur 12 Chlorophylle pro Monomer identifiziert (Ben-Shem et al.
2003). Die Carotinoide konnten aufgrund der geringen Aufldsung nicht zugeordnet werden,
werden aber anhand der biochemischen Analysen auf 2 Carotinoide pro Monomer, bzw.

3 am Lhca3, geschatzt (vgl. Ubersichtsartikel Morosinotto et al. 2003).

LHC Nx Vx Lut Chl b Chla | B-Car Quelle
LHCII-Monomer 1.0 0.2 1.8 3.5 8.5 - Croce et al. 1999
rLhcb1 1 0.15 1.85 3.5 8.5 - Croce et al. 1999
nCP24 - 0.47 0.54 2.3 2.7 - Pagano et al. 1998
rCP24 - 0.6 1.5 5 5 - Pagano et al. 1998
nCP26 0.61 0.38 1.02 2.8 6.2 - Croce et al. 2002
rCP26 0.76 0.3 1.04 2.9 6.1 - Croce et al. 2002
nCP29 0.35 0.65 1 2.7 5.3 - Crimi et al. 2001
rCP29 0.4 0.5 1 2.7 5.3 - Crimi et al. 2001
LHCI-730 - 0.54 0.99 2.87 8.55 0.42 | Schmid et al. 2002
LHCI-680 - 0.43 0.92 2.59 6.40 0.40 | Schmid et al. 2002
rLhcat 0.34** 0.3 1.71 3.44 8.56 0.05 Schmid et al.
2002*
rLhca2 0.12** 0.22 1.67 5.26 6.74 0.05 Schmid et al.
2002*
rLhca3 0.36** 0.31 2.23 1.95 10.05 | 0.20 Schmid et al.
2002*
rLhca4 0.14** 0.20 1.56 4.63 7.37 0.05 Sch;;)ig;t al.

Tabelle 1: Pigmentverteilung der nativen und rekombinanten Lhcb- und Lhca-Proteine. Die Mengen beziehen
sich auf ein Monomer des jeweiligen Lhcs. * Die Daten basieren auf der Publikation von Schmid et al. 2002 und
werden hier in der modifizierten Form, bezogen auf 12 Chl/Monomer, wiedergegeben. ** Die Apoproteine wurden
mit einem Pigmenttotalextrakt rekonstituiert, der Neoxanthin enthielt.
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1.3 Funktionen der Carotinoide in der Photosynthese

In photosynthetisch aktiven Organismen Ubernehmen Carotinoide sowohl strukturelle als
auch lichtsammelnde sowie photoprotektive Funktionen.

Von struktureller Bedeutung sind die Carotinoide, insbesondere Lut, fur die Lichtsammel-
komplexe der Photosysteme. So konnte in in vitro Rekonstitutionen gezeigt werden, dass zur
Bildung eines stabilen Holokomplexes die Bindung von mindestens einem Carotinoid
unerlasslich ist (Plumley und Schmidt 1987, Paulsen et al. 1990). Darlber hinaus fungieren
Carotinoide als Antennenpigmente und absorbieren Lichtenergie im Wellenlangenbereich
zwischen 400 — 550 nm, einem Bereich in dem Chlorophylle nur schwach absorbieren. Durch
Absorption in diesem Wellenlangenbereich werden die Carotinoide in den S,-Zustand Uber-
fuhrt und kénnen die Anregungsenergie auf Chlorophyll Gbertragen (Cogdell 1978).

Die photoprotektiven Eigenschaften der Carotinoide dienen dem Schutz der Pflanzen vor
den Folgen (iberschiissig absorbierter Lichtenergie. Ubersteigt die Menge der absorbierten
Lichtenergie den Energiebedarf der Photosynthese, erhéht sich die Wahrscheinlichkeit des
Ubergangs von Singulett-Chlorophyll ('Chl*) in den Triplett-Zustand (3Chl*). *Chl* kann seine
Energie auf molekularen Sauerstoff Ubertragen, der seinerseits in den reaktiven Singulett-
Zustand (102*) angehoben wird. '0,* ist ein sehr reaktives Molekdl, das Proteine, Lipide und
Pigmente oxidativ schadigen kann. Carotinoide sind in der Lage *Chl* und 'O,* in den
Grundzustand zu Uberfuhren. Die dabei entstehenden Triplett-Carotinoide kdnnen ihrerseits
die Anregungsenergie in Form von Warme freisetzen (Demmig-Adams et al. 1990).

Neben den photoprotektiven Funktionen gegeniiber *Chl* und 'O,* kénnen Carotinoide
zudem 'Chl* durch direkte Energiedissipation in den Grundzustand zuriickfiihren. Bei diesem
als nicht-photochemische Léschung der Anregungsenergie (non-photochemical quenching =
NPQ) bezeichneten Prozess, kann im Uberschuss absorbierte Energie in Form von Warme
abgegeben werden, bevor reaktive Spezies entstehen. NPQ setzt sich aus drei Kompo-
nenten zusammen, qT (,state transition®), gl (Photoinhibition) und qE (high energy state
quenching oder feedback de-excitation quenching) (Holt et al. 2004). qE stellt die Haupt-
komponente des NPQ dar, durch die innerhalb von Sekunden bis Minuten bis zu 80% des
'Chl* geldéscht werden kénnen (Holt et al. 2004). Nach heutigem Wissensstand sind fiir die
vollstandige Ausbildung von qE ein pH-Gradient ber die Thylakoidmembran, die Bildung
von Zx durch den Xanthophyllzyklus (s. Kapitel 1.4) und die Anwesenheit eines intakten
PsbS-Poteins notwendig (Horton et al. 1996, Niyogi, K.K. 1999, Li et al. 2000, Krause und
Jahns 2003). Parallel zu qE wurde eine licht-induzierte Anderung im Absorptionsspektrum
von Thylakoiden bei 535 nm beobachtet (Gilmore 1997). Ruban et al. (2002b) zeigten, dass
ein vergleichbares Absorptionsspektrum durch eine Rotverschiebung der Absorption von
zwei Zx-Molekilen verursacht wird. Diese These wurde durch die Beobachtung unterstitzt,

dass eine entsprechende Veranderung im Absorptionsspektrum durch die Bindung von zwei
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Molekulen Zx an das PsbS-Protein induziert werden konnte (Aspinall-O’Dea et al. 2002).
Unter Starklichtbedingungen kann Zx an allen Antennenproteinen nachgewiesen werden
(u.a. Thayer und Bjérkmann 1992, Ruban et al. 1994 und 1999, Farber et al. 1997,
Morosinotto et al. 2002) ohne jedoch den starken ,Red-Shift* im Absorptionsspektrum zu
erfahren. In vitro Experimente konnten zeigen, dass die Bindung von Zx an LHCs ein
Léschen der Chlorophyll-Fluoreszenz bewirkt, allerdings in geringerem Male als in vivo
durch gE beobachtet wird (Wentworth et al. 2000, Crimi et al. 2001, Moya et al. 2001). Der
genaue Mechanismus der Energieableitung konnte bisher nicht entschllsselt werden. Fur Zx
wird sowohl die Rolle des direkten als auch des indirekten Loschers diskutiert. Entgegen
frGherer Annahmen besitzen die Carotinoide des Xanthophyllzyklus (Vx, Ax und Zx) sehr
ahnliche Si-Energieniveaus (Polivka et al. 1999, Frank et al. 2000). Daher wird vermutet,
dass durch die vodllig planare Molekullstruktur des Zx, im Vergleich zu Vx und Ax,
Veranderungen in der Proteinkonformation hervorgerufen werden, welche die Energiedissi-
pation begunstigen (Polivka et al. 2002). Fur Zx als direkten Loscher sprechen Arbeiten, die
den Energie- und/oder Elektronentransfer vom Chlorophyll auf ein Zeaxanthin-Chlorophyll-
Dimer postulieren. Am Dimer wird die Ladungstrennung vermutet, die zur Bildung eines
Carotinoid-Kation- und Chlorophyll-Anionradikals fihrt (Ma et al. 2003, Dreuw et al. 2003,
Holt et al. 2005). In der Rolle des indirekten Loschers wird postuliert, dass Zx in den LHCs,
eventuell als allosterischer Regulator an L2 oder V1 (Caffarri et al. 2001, Formaggio et al.
2001, Wentworth et al. 2003), die Bildung von sog. ,Chlorophyll-Quenching-Sites” induziert
(Wentworth et al. 2003, Liu et al. 2004, Pascal et al. 2005).

Weiterhin schitzt Zx die Thylakoidmembran vor verstarkter Lipidperoxidation (Havaux und
Niyogi 1999, Havaux et al. 2004) und setzt die Membranfluiditat herab, wodurch das Eindrin-
gen von molekularem Sauerstoff eingeschrankt wird (Tardy und Havaux 1997, Havaux
1998). Carotinoide gelten zusatzlich als méglicher Schutzfaktor vor licht-induziertem D1-turn-
over (Jahns und Miehe 1996, Jahns et al. 2000, Ebbert et al. 2001, Jin et al. 2003).
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1.4 Der Xanthophyllzyklus

Als Xanthophyllzyklus wird die reversible De-epoxidation von Vx, Uber das Intermediat Ax, zu
Zx bezeichnet (s. Abb. 6, Yamamoto et al. 1962). Die De-epoxidation der beiden Epoxid-
gruppen des Vx wird von der Violaxanthin De-epoxidase (VDE) katalysiert, einem Enzym das
im Thylakoidlumen lokalisiert ist (Yamamoto 1985, Hager und Holocher 1994). Bei der VDE
handelt es sich um ein wasserlésliches (Hager 1969) 43 kDa grof3es kerncodiertes Protein
(Arvidsson et al. 1996, Bugos und Yamamoto 1996, Rockholm und Yamamoto 1996), das
der Familie der Lipocaline zugeordnet wird (Bugos und Yamamoto 1996, Bugos et al. 1998).
Das Enzym bendtigt Ascorbat als Cofaktor (Hager 1966) und besitzt ein pH-Optimum von 5.2
(Hager 1969). Bei luminalen pH-Werten Uber 6.2 ist die VDE inaktiv und im Lumen frei
beweglich. Die lichtinduzierte Ansduerung des Lumens unter pH 6.0 flhrt zur Aktivierung der
VDE und Assoziation des Enzyms mit der Thylakoidmembran (Hager und Holocher 1994,
Bratt et al. 1995). Es wird vermutet, dass die Interaktion mit der Thylakoidmembran Uber das
Monogalaktosyldiacylglycerid (MGDG), dem Hauptlipid der Thylakoidmembran, stattfindet
(Rockholm und Yamamoto 1996). In vitro Experimente mit isolierter VDE haben gezeigt,
dass die Fahigkeit des MGDGs, inverse hexagonal Strukturen auszubilden, fur die Aktivitat
des Enzyms ausschlaggebend ist (Latowski et al. 2004). Des Weiteren wurde nachgewiesen,
dass die VDE, insbesondere die Reaktion von Vx zu Ax, temperaturabhangig ist (Arvidsson
et al. 1997, Latowski et al. 2002).

Lumen Thylakoidmembran Stroma

OH
o!

N

OH
VDE Violaxanthin T ZE
,l, NADPH + FAD +

Asccorbat o: o 0, + (Fd)
pH =52 ﬁ\ A ENGE Y. % Y Y pH=7.5
OH

ZE
VDE l Antheraxanthin T
OH
W/M
OH
Zeaxanthin

Abbildung 6: Der Xanthophyllzyklus héherer Pflanzen.
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Die Epoxidation des Zx Gber Ax zu Vx wird durch die Zeaxanthin-Epoxidase (ZE) katalysiert.
Im Vergleich zur De-epoxidation, die innerhalb von Minuten erfolgt, verlauft die Epoxidation
um den Faktor 5-10 langsamer (Demmig-Adams 1996a). Sie wird durch Schwachlicht
stimuliert, erfolgt aber auch im Dunkeln (Hager 1966). Das Enzym bendtigt Sauerstoff
(Takeuchi und Yamamoto 1986), NADPH (Siefermann und Yamamoto 1975) und FAD (Blch
et al. 1995) als Cofaktoren. Ferredoxin als zusatzlicher Cofaktor der ZE wurde von Bouvier et
al. (1996) vorgeschlagen. Die ZE wird, wie die VDE, der Familie der Lipocaline zugeordnet
(Bugos et al. 1998). Das pH-Optimum der ZE liegt bei 7.5 (Siefermann und Yamamoto
1975), dem pH-Wert des Chloroplasten Stromas. Aufgrund dieser Eigenschaft und der Tat-
sache, dass die Thylakoidmembran fir NADPH als Cofaktor impermeabel ist, wird vermutet,
dass die ZE an der stromalen Seite der Thylakoidmembran lokalisiert ist (Hager 1975). Die
ZE konnte bisher nicht isoliert werden. Es wurde jedoch ein Gen mit Homologie zum aba-
Locus aus Arabidopsis thaliana identifiziert, dessen Protein (ABA2) (iber Epoxidase-Aktivitat
verfugt (Marin et al. 1996). ABA2 besitzt ein Molekulargewicht von 72.5 kDa, ist an der
Abscisinsaure-Biosynthese beteiligt (Marin et al. 1996) und gehdrt zur Familie der Lipocaline
(Bugos et al. 1998).

Der Unterschied in den Reaktionsgeschwindigkeiten von VDE und ZE legt den Schluss
nahe, dass die Regulation des Xanthophyllzyklus Uber die De-epoxidation erfolgt. Diese wie-
derum wird von der pH-abhangigen Aktivierung des Enzyms und der Verfligbarkeit des Sub-
strates bestimmt. Studien zum Xanthophyllzyklus haben gezeigt, dass nur 50 — 80% des in
Pflanzen vorkommenden Vx de-epoxidierbar sind (Siefermann und Yamamoto 1974, Siefer-
mann-Harms 1984, Jahns 1995). Allerdings variieren die GroRe des Xanthophyllpools und
die Menge des de-epoxidierbaren Vx mit den jeweiligen Wachstumsbedingungen (Thayer
und Bjérkmann 1990, Demmig-Adams et al. 1996b, Verhoeven et al. 1999). Untersuchungen
an Pflanzen mit stark verminderter AntennengréRe wiesen daraufhin, dass die Limitierung
der De-epoxidation durch die Bindung des Vx an die Antennenproteine entsteht (Jahns 1995,
Hartel et al. 1996). Versuche die De-epoxidation an VDE-defizienten Mutanten von Arabi-
dopsis thaliana durch Zugabe von exogener VDE zu etablieren zeigten, dass frei in der
Membran vorliegendes Vx als Substrat der VDE fungiert (Macko et al. 2002). Neben der An-
sauerung des Lumens und der einhergehenden Aktivierung der VDE ist somit die Freiset-
zung des LHC-gebundenen Vx limitierender Faktor der De-epoxidation.

In vivo wird die De-epoxidation zudem durch eine eingeschrankte Aufnahmekapazitat der
Lipidphase der Membran begrenzt, wodurch es zur ,Feedback“-Hemmung der VDE kommt
Hieber et al. (2004).
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1.5 De-epoxidationsversuche an rekonstituierten Lhcb1-Komplexen

Im vorherigen Kapitel wurde darauf hingewiesen, welche grundlegende Bedeutung die LHCs
fur die De-epoxidation besitzen. Inwiefern die vier unterschiedlichen Carotinoidbindestellen
die Verfugbarkeit des Vx fur die De-epoxidation beeinflussen, konnte unter in vitro Bedingun-
gen exemplarisch fur das Lhcb1-Protein gezeigt werden (Jahns et al. 2001). Hierzu wurde
rekombinantes Lhcb1-Protein mit unterschiedlichen Pigmentgemischen rekonstituiert. Da
Lut, Nx und Vx unterschiedliche Affinitdten zu den einzelnen Bindestellen besitzen (Croce et
al. 1999a, Hobe et al. 2000), war es maoglich, Komplexe zu rekonstituieren, in denen Vx an
unterschiedlichen Bindestellen koordiniert wurde. Die Strukturdaten des LHCII-Komplexes
sprechen fir vier Carotinoide pro Monomer (Liu et al. 2004, Standful® et al. 2005). Allerdings
kénnen unter den verschiedensten Rekonstitutionsbedingungen in vitro maximal substdchio-
metrische Mengen eines vierten Carotinoids am Komplex detektiert werden (Dr. S. Hobe per-
sonliche Mitteilung). Fur die rekonstituierten Komplexe wurde daher eine Verteilung der
Carotinoide auf die L1-, L2- und N1-Bindestellen angenommen (Jahns et al. 2001. Aus
heutiger Sicht ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass an der N1-Bindestelle vorzugsweise
Carotinoide in 9-cis-5,6-epoxy Konformation gebunden werden (Snyder et al. 2004). Die N1-
Bindestelle ware demnach fiir Lut und Vx nicht zuganglich.

In vitro De-epoxidationen an nativen LHCII-Trimeren, die mehr als drei Carotinoide pro
Monomer enthielten, zeigten eine schnelle und vollstadndige De-epoxidation des Vx. Fur die
nativen Komplexe ist davon auszugehen, dass Vx an der V1-Bindestelle zwischen den
Monomeren gebunden war (vgl. Abb. 7a). Bei den rekonstituierten Komplexen, die mit Lut
und Vx rekonstituiert worden waren, konnte in vitro ebenfalls eine schnelle De-epoxidation
und ein vollstandiger Umsatz des Vx zu Zx erzielt werden (vgl. Abb. 7b). Es kann vermutet
werden, dass in diesen Komplexen die L1- und L2-Bindestelle mit Lut und die V1-Bindestelle
mit Vx belegt waren. Ersetzte man Lut durch Nx im Rekonstitutionsansatz wurden pro
Monomer 1.6 Vx und 1.1 Nx gebunden. Nx besitzt eine hohe Affinitat zur N1-Bindestelle
(Croce et al. 1999b), weswegen davon auszugehen ist, dass Nx an N1 und Vx an L1 und L2
gebunden war. Die De-epoxidation dieser Komplexe war im Vergleich zu den vorherigen
Komplexen verlangsamt und auf ca. 50% des Vx beschrankt (vgl. Abb. 7c).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde gefolgert, dass Vx an der peripheren V1-Bindestelle leicht
verfugbar ist und vollstandig de-epoxidiert werden kann. An den internen Bindestellen L1 und
L2 ist Vx nur an der L2-Bindestelle mit einem langsameren Reaktionsverlauf als an V1 de-
epoxidierbar. An L1, der komplex-stabilisierenden Carotinoidbindestelle, kann Vx nicht de-

epoxidiert werden.
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Abbildung 7: De-epoxidationskinetik an rekonstituierten Lhcb1 Komplexen, a) Lhcb1-Vx/Lut/Lut/Nx und
freies Vx, b) Lhcb1-Lut/Lut/Vx, c) Lhcb1-Vx/Vx/Nx. In der linken Spalte ist die Verteilung der einzelnen
Carotinoide auf die verschiedenen Carotinoidbindestellen schematisch dargestellt (gelb = Lut, orange =
Nx, grin = de-epoxidierbares VX, rot = nicht de-epoxidierbares Vx). Die zu den jeweiligen Komplex-
Typen gehdérigen Reaktionsverlaufe sind rechts in der Spalte.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von der Beobachtung, dass in vivo die LHC-Proteine fur die Regulation des
Xanthophyllzyklus eine wichtige Rolle spielen, sollte in der vorliegenden Arbeit im Detail
bestimmt werden, inwieweit die einzelnen Antennenproteine dazu beitragen.
Vorangegangene in vivo Studien (Farber et al. 1997, Verhoeven et al. 1999, Ruban et al.
1999) hatten gezeigt, dass sich die verschiedenen Antennenproteine in Bezug auf ihre
De-epoxidationsdynamik unterscheiden. Darlber hinaus lieferten in vitro Experimente an
rekonstituierten Lhcb1-Proteinen (Jahns et al. 2001) den Hinweis, dass zusatzlich die ver-
schiedenen Carotinoidbindestellen der LHC-Proteine flir die Geschwindigkeit und das Aus-
malfd der De-epoxidation von Bedeutung sind. In dieser Arbeit sollten die fir den Lhcb1
durchgefiihrten Untersuchungen auch fir alle anderen Antennenproteine beider Photosyste-
me (die minoren Antennenproteine Lhcb4-6 und die Antennenproteine des PSI Lhca1-4)
durchgefiihrt werden. Anhand der Ergebnisse sollte zum einen Uberprift werden, inwiefern
der in vivo beobachtete Unterschied im DEPS der nativen Antennenproteine an den
rekonstituierten Komplexen erhalten bleibt. Die De-epoxidation des gebundenen Vx ware
damit vom Protein und seinen Carotinoidbindestellen abhangig und wirde in vivo nicht durch
die Anordnung des Gesamtkomplexes bestimmt werden. Zum anderen sollte anhand der
Experimente zusatzlich gezeigt werden, ob es sich bei den am Lhcb1 festgestellten
Eigenschaften der verschiedenen Carotinoidbindestellen um generelle Merkmale dieser
Bindestellen handelt, oder ob diese Protein-spezifisch sind.

So sollte es schliellich mdglich sein, durch die in vitro De-epoxidation aller Antennen-
komplexe ein detailliertes Bild des Xanthophyllzyklus zu entwerfen, das Aufschluss gibt tUber
die Bedeutung der einzelnen Antennenproteine am Xanthophyllzyklus und die Rolle, welche

die verschiedenen Carotinoidbindestellen dabei spielen.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation rekombinanter Antennenproteine
211 Minore Antennenproteine

2111 Klonierung des Uberexpressionsvektors

Alle zum molekularbiologischen Arbeiten verwendeten Methoden beruhen, soweit nicht
anders angegeben, auf Protokollen des Laborhandbuchs ,Molecular Cloning“ (Sambrook
und Russel 2004). Die bendtigten Lésungen wurden autoklaviert (120 °C, 20 Minuten) oder
steril filtriert (Rotrandfilter, 0.2 pm Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland).

Ausgangsmaterial flr die Klonierungsarbeiten waren pBS-SK(+)-Vektoren, die cDNA-Frag-
mente mit den codierenden Sequenzen fiir die einzelnen minoren Antennenproteine CP24,
26 und 29 aus Nicotiana tabacum enthielten (DNA-Sequenz s. Diplomarbeit Thomas
Graldes, 1999). Mit Hilfe spezifischer Primer konnte die gewlinschte DNA amplifiziert und die,

fur die weitere Klonierung wichtigen Restriktionsstellen eingebaut werden.

21111 Bakterienstdmme und Plasmide

Fir die Klonierungsarbeiten wurde der Escherichia coli Stamm DH5a verwendet. Die

Uberexpression erfolgte in Zellen des BL21(DE3) Stammes.

Stamm Genotyp Referenz

DH5a F-,®80dlac ZAM15, AlacZYA-argF) U169, recA1,
endA1, hsdR17(rc-, mgt), phoA, supE44\- thi-1, [Hanahan (1983)
gyrA96, relA1
BL21(DE3) | F-, ompT, hsdSg (rg—rs—), dcm, gal, (DE3) Studier & Moffatt (1986)

Davanloo et al. (1984)

Zur Uberexpression wurde der pET21a-Vektor (Novagene) verwendet. Das Plasmid besitzt
einen T7-Promotor, tragt Ampicillinresistenz und codiert einen C-terminalen His-Tag.

Die E.coli Kulturen wurden in Luria-Bertani-Medium (LB) angezogen. Flissigkulturen wurden
Uber Nacht bei 37 °C und 200 Upm auf einem Schiittler, Agarplatten tUber Nacht bei 37 °C im
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Warmeschrank inkubiert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurde nach dem Auto-

klavieren Ampicillin [100 pg/ml] ins Nahrmedium gegeben.

LB-Medium: 10% (w/v) Pepton, 5% (w/v) Hefeextrakt,10% (w/v) NaCl
in H,O bidest, mit NaOH auf pH 7.0 einstellen

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 1.5% (w/v)

Agar zugesetzt.

2.1.1.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

Kompetente E.coli Zellen wurden nach der Rubidiumchlorid Methode hergestellt (Hanahan,
1983). Hierzu wurden 10 ml LB-Medium mit einer Kolonie angeimpft und Uber Nacht bei
37 °C inkubiert. Mit 1.5 ml dieser Vorkultur wurden 30 ml LB-Medium angeimpft und bis zu
einer ODsso von 0.5 bei 37 °C auf einem Schittler angezogen. Anschlielend wurde die
Kultur far 10-15 Minuten auf Eis abgekuhlt und mit 4 000 x g bei 4 °C fur 2 Minuten zentri-
fugiert. Die Zellen wurden in 10 ml RFI-Medium resuspendiert und fir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde erneut zentrifugiert (4 000 x g, 4 °C, 2 Minuten).
Das Sediment wurde in 2.5 ml RFIlI-Medium resuspendiert und fir 15 Minuten auf Eis stehen
gelassen. Die Zellsuspension wurde in 100 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -70 °C gelagert.

RFI-Medium: RFII-Medium:

100 mM RbCI 10 mM MOPS, NaOH pH 6.8
50 mM MnCl, 10 mM RbCl

10 mM CaCl, 75 mM CaCl,

15% (w/v) Glycerin 15% (w/v) Glycerin

30 mM Kaliumacetat

Beide Medien wurden sterilfiltriert.
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21113 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als Polymerase wurde die temperaturstabile Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus) der
Firma Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet. Die eingesetzten Primer wurden von der
Firma Metabion (Martiensried, Deutschland) synthetisiert. Die PCR Reaktionen wurden in

einem Mastercycler gradient der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) durchgefihrt.

Primer:

Name Sequenz

L65PrimBamH10T |5-ATAATTGGATCCGCGGCAGCAGCTGCTCCCAAG-3’

L55PrimBamH10T |5-ATAATTGGATCCAAGAAGGCTGCTGCTGCCCCT-3’

L45PrimBamH10T |5-GAGAGGGGATCCCGATTCGGATTCGGAAAAAA-3’
CP24HindlllpET21a | 5-GCGCCGAAGCTTCAAACCAAGAGCTCCAAGGGGTAT-3
CP26HindlllpET21a | 5-GCGCAGAAGCTTCAAAGTGGGGGCTCTTTCAGC-3’
CP29HindllIpET21a | 5-GCGGCGAAGCTTAGAGAAGAAGCCGAATGTGTC-3

PCR-Ansatz:

Polymerasepuffer 10fach 10
dNTPs (je1.25 mM, Fa. Peqlab) 2 ul
Matritze (200 ng/ul) 1l
Forward-Primer (0.1 mM) 2 ul
Reversed-Primer (0.1 mM) 2 ul
DMSO (99.5%) 5l
Polymerase (2.5 U/ul) 2 ul
H,O ad 100 pl

PCR-Programm:

Denaturierung 95 °C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 95 °C 45 sec
Anlagerung der Primer 61 °C 45 sec 30 Zyklen
Elongation 72 °C 2.30 min
Denaturierung 95 °C 45 sec
Anlagerung der Primer 61°C 45 sec 1 Zyklus
finale Elongation 72 °C 7 min
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21114 Aufreinigung der DNA

Die Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte iber Agarosegelelektrophorese und anschlie-
Rende Gelelution. Zur Herstellung des Gels wurde 1% (w/v) Agarose in TBE-Puffer aufge-
kocht und mit 0.5 ug/ml Ethidiumbromid versetzt. Der TBE-Puffer diente auch als Laufpuffer.
Die Probe wurde mit '/;o Volumen Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 90 mA fir 1-2 Stunden. Zum GrofRenvergleich der einzelnen Fragmente diente
der DNA-Langenstandard Nr. IV (Roche, Mannheim, Deutschland). Die DNA konnte mit Hilfe
von UV-Licht oder Blaulicht detektiert werden. Die gewlnschte DNA-Bande wurde mit einem
Skalpell herausgeschnitten und mit Hilfe des ,NucleoSpin Extract* Kits der Firma Macherey
und Nagel (Duren, Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Am Ende wurde die
DNA mit Wasser eluiert.

TBE-Puffer: DNA-Probenpuffer:

100 mM Tris 50% (v/v) Glycerin

100 mM Borséaure 0.1% (v/v) Bromphenolblau
2.5mM EDTA in H,O bidest.

in H,O bidest.

21115 Restriktion von DNA

Die verwendeten Restriktionsendonucleasen und die dazugehdrigen Puffer stammten ent-
weder von der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) oder wurden von der Firma New
England Biolabs (Frankfurt a.M., Deutschland) bezogen. Die Reaktionsbedingungen der ein-
zelnen Enzyme wurden den Herstellerkatalogen entnommen. Zur qualitativen Analyse ligier-
ter Vektor-DNA wurden ca. 2 ug DNA eingesetzt. Ein praparativer Ansatz enthielt ca. 10 pg
DNA, die Mengen der anderen Bestandteile des Restriktionsansatzes wurden angepasst.

Die Probe wurde bei der fir das Enzym empfohlenen Temperatur fiir mindestens eine
Stunde inkubiert. Die geschnittene DNA konnte wie unter 2.1.1.1.2 beschrieben aufgetrennt,

detektiert und gegebenenfalls isoliert werden.

Restriktionsansatz: 10 ul DNA (1 ug/ul)
2 ul Puffer (10x konz.)
2 ul BSA (1 mg/ml, wenn erforderlich)
je 1-2 U Restriktionsendonuclease
ad 20 pl H,0 bidest.
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21116 Alkalische Phosphatase Behandlung

Um eine Religation des linearisierten Vektors wahrend der Ligation zu vermeiden, wurden
die 5’-Enden des Plasmids durch die Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphory-
liert. Hierzu wurden 50 ng DNA mit 1 U ,Shrimp alkalische Phosphatase® (Roche, Mannheim,
Deutschland) und dem dazugehorigen Puffer gemischt und fir 10 Minuten bei 37 °C in-
kubiert. AnschlieRend konnte die Phosphatase durch eine 15 minltige Inkubation bei 65 °C
deaktiviert werden. Die so behandelte Vektor-DNA konnte direkt fir die Ligation verwendet

werden.

Dephosphorylierungsansatz: x ul  linearisierte Vektor-DNA (50 ng)
0.7 pyl Puffer (10x konz.)
1yl Phosphatase [1U/pl]
ad 7 pl H,0 bidest.

21117 Ligation

Fur die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) ein-
gesetzt. Dem dephosphorylierten Vektor wurde neben der Ligase und dem entsprechenden
Puffer das geschnittene DNA-Fragment in 3-5 fach molarem Uberschuss zugesetzt und iiber
Nacht bei 16 °C inkubiert. Zu jedem Ligationsansatz wurden Kontrollen ohne DNA-Fragment
durchgefuhrt, um die Menge an religiertem Vektor zu Uberprifen. Nach der Reaktion wurde
die Halfte eines jeden Ligationsansatzes zur Transformation kompetenter E.coli Zellen ver-

wendet.

Ligationsansatz: 7 ul - dephosphorylierter Vektor
x Ml DNA-Fragment
10 yl  Puffer (2x konz.)
1 ul  Ligase [5 U/ul]
ad 20 pl H,0 bidest.

21.1.1.8 Hitze-Schock Transformation

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit ca. 20 ng Vektor-DNA versetzt und
vorsichtig geschwenkt. Nach 15mindtiger Inkubationszeit auf Eis wurden die Ansatze fir
90 Sekunden bei 42 °C erhitzt und anschlielend fur 2 Minuten im Eiswasser abgekuhlt. Zur

Regeneration wurden die Zellen mit 400 ul LB-Medium versetzt und bei 37 °C fir 30 Minuten
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unter Schutteln inkubiert. Die Transformationsansatze wurden auf ampicillinhaltigen LB-

Platten ausgestrichen.

21119 Isolierung von Plasmid DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das GFX™ Micro Plasmid Prep Kit der Firma
Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland) genutzt, das auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse basiert. Die Plasmid-DNA wurde nach Herstellerangaben aus den E.coli Zellen isoliert.
Zur besseren Weiterverwendung wurde die DNA nicht mit Puffer sondern mit H,O bidest.
eluiert. Die DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.1.1.1.10 Quantifizierung der DNA

Die isolierte DNA konnte bei einer Wellenlange von 260 nm photometrisch bestimmt werden.
Gemessen wurde die verdunnte DNA in einer Quarz-Micro Kiuvette gegen Wasser, wobei
eine ODy von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA entsprach. Zur
Reinheitsbestimmung der DNA wurde bei 280 nm die Proteinmenge bestimmt. Das Verhalt-
nis von OD,gp zu ODyg gilt als Mal fur die Proteinkontamination, liegt der Wert zwischen 1.8

und 2 zeigt das eine hohe Reinheit der Nukleinsduren an.

21.1.2 Uberexpression und Aufreinigung des rekombinanten Proteins
(nach Paulsen et al. 1990)

2.1.1.21 Uberexpression

Zur Anzucht der Vorkultur wurden 30 ml LB-Amp-Medium mit einer Kolonie (z.B. BL21-
pET21a-CP24) von der Platte angeimpft und tber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Hauptkultur
wurde im Verhaltnis 1:20 mit der Vorkultur angeimpft. Das LB-Medium enthielt neben dem
Ampicillin [1pg/ml] zur Selektion noch 0.5% Glukose, um basale Expression zu unterdriicken
(Grossmann et al. 1998).

Die Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer ODss0 von 0.5 angezogen. Durch die Zugabe von
1 mM IPTG konnte die Uberexpression induziert werden. Die Zellen wurden fir vier weitere
Stunden inkubiert, bevor sie auf Eis abgekihlt und bei 6 000 x g und 4 °C fir 10 Minuten

pelletiert wurden. Das Zellsediment wurde bei -20 °C aufbewahrt.
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211.2.2 Aufreinigung

Das Pellet aus 100 ml LB-Kultur wurde in 20 ml Lysis-Puffer resuspendiert. Die Zellen wur-
den mittels Frenchpress bei einem Druck von 1200 Psi aufgebrochen und anschlieend bei
4 °C mit 6 000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Lysis-Puffer resuspendiert mit
20 pyg/ml DNAse, 10 mM MgCl, und 1 mM MnCl, versetzt und gemischt. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 15 Minuten bei 37 °C wurden 2 ml Detergenz-Puffer zugeben, erneut gemischt
und Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt.

Am nachsten Tag wurde die Probe abzentrifugiert (4 °C, 10 000 x g fur 10 Minuten). Das ent-
standene Pellet wurde in 2 ml Triton-Puffer aufgenommen und erneut zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde einmal wiederholt. Das letzte Pellet wurde in Resuspensionspuffer aufgenom-

men. Die Proteine wurden bei -20 °C aufbewahrt.

Lysis-Puffer 50 mM Tris, HCI pH 8.0, 25% Saccharose, 1mM EDTA
DNAse-Puffer 20 mM Tris, HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 1mM DTT,
0.1 mg/ml BSA, 50% Glycerin
1 mg DNAse / ml Puffer
Detergenz-Puffer 200 mM NacCl, 1% (w/v) Deoxycholinsaure,
1% (w/v) Nonidet-P40, 20 mM Tris, HCI pH 7.5
2 mM EDTA, 10 mM R-Mercaptoethanol

Triton-Puffer 0.5% (w/v) Triton x-100, 20 mM Tris, HCI pH 7.5,
1 mM R-Mercaptoethanol

Resuspensions-Puffer 50 mM Tris, HCI pH 8.0, 1 mM EDTA,
10 mM R-Mercaptoethanol

MgCl, 1M

MnCl, 0.1M

21.1.2.3 Quantifizierung der Proteinmenge

Zur Proteinbestimmung wurde der ,BioRad Protein Assay“ (BioRad, Miinchen, Deutschland)
verwendet. 5 yl der Probe wurden mit H,O bidest. auf 800 ul aufgeflllt, mit 200 ul der
Reagenzlésung versetzt und gemischt. Nach finf Minuten Inkubationszeit bei Raumtempe-
ratur konnte die Extinktion der Lésung bei 595 nm bestimmt werden. Als Blank wurde der
Nullwert der Eichgeraden genutzt.

Eichgerade: 0/2/4/6/8/10 ug Protein (aus BSA-Standardldsung)
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21124 Detektion Uber SDS-PAGE und Western-Blot

Der qualitative Nachweis der Uberexprimierten Proteine erfolgte iber SDS-PAGE und Wes-

tern-Blot Analyse, wie in den Kapiteln 2.7 und 2.8 beschrieben.

21.2 Antennenproteine des PSI

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zu den rekombinanten Proteinen des LHCI,
Lhca1-4, sind in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Volkmar Schmid,
Universitat Mainz, erstellt worden. Die Klonierung, Uberexpression und spatere Rekonstitu-
tion wurden von Frau Dipl. Biologin Stefanie Storf im Rahmen ihrer Doktorarbeit durch-

gefuhrt. Die verwendeten Methoden wurden in Schmid et al. (2002) erlautert.
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2.2 Praparation nativer Antennenproteine
2.21 Minore Antennenproteine des PSlI
2.2.1.1 Thylakoidisolierung aus Nicotiana tabacum (Gral3es et al. 2001)

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Samsum NN, IPK Gatersleben) wurden im
Gewachshaus mit einem 16 h Licht-/ 8 h Dunkel-Rhythmus bei einer Lichtstarke von 100
umol Photonen m?s™ und einer Temperatur von 24 °C fiir 6 - 8 Wochen angezogen.

3-4 grole Blatter wurden mit 80 ml Isolationsmedium im Warring Blender homogenisiert,
durch Gaze gepresst und fur 5 Minuten bei 4 °C mit 1 000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 40 ml Schockmedium resuspendiert erneut zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 2 000 x g). Das
Sediment wurde in 2 ml Resuspensionsmedium aufgenommen und zum weiteren Gebrauch

dunkel und auf Eis gelagert, oder bei -20 °C eingefroren.

Isolationsmedium: Schockmedium: Resuspensionsmedium:
5 mM MgCl, 5 mM MgCl, 5 mM KCI

50 mM KH,PO, / pH 7.4 10 mM KH,PO, /pH 7.4 10 mM MgCl,

300 mM Sacharose 5 mM Sacharose 50 mM KH,PO, /pH 7.4
1 mM EDTA* 100 mM Sacharose

0.2% (w/v) BSA*

*frisch zu setzen

2211 BBY-Praparation (nach Berthold et al. 1981, modifiziert nach Dunahay
et al. 1984)

Die PSIl-Partikel wurden mit Triton X-100 aus den Thylakoiden solubilisiert. Hierzu wurde
eine Chlorophyllkonzentration von 2.5 mg Chl / ml Suspension und eine Triton X-100-Kon-
zentration von 20 mg Detergenz / mg Chl eingestellt. Das Detergenz wurde tropfenweise
zugesetzt, im Anschluss wurde die Suspension im Dunkeln bei 4 °C fir 30 Minuten inkubiert.
Die BBY-Partikel wurden mit 40 000 x g bei 4 °C fir 30 Minuten sedimentiert. Das Pellet

wurde in wenig Resuspensionspuffer aufgenommen und konnte bei -20 °C gelagert werden.
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Inkubationspuffer: Resuspensionspuffer:
5 mM MgCl, 5 mM MgCl,

15 mM NaCl, 15 mM NaCl,

20 MM HEPES / pH 7.5 20 MM HEPES / pH 7.5

0.4 M Saccharose

2212 BBY Wasch- und Solubilisierungsschritt (nach Bassi et al. 1993)

Die BBY-Partikel wurden zweimal mit 1 mM EDTA / pH 8.0 gewaschen und jeweils bei 4 °C
mit 40 000 x g fur 30 Minuten sedimentiert. Das letzte Pellet wurde in H,O bidest. aufgenom-
men und eine Chlorophyllkonzentration von 2 mg Chl / ml H,O eingestellt. Die Suspension
wurde mit dem gleichen Volumen 2% (w/v) B-Dodecylmaltosid versetzt. Die solubilisierte
Probe wurde fiir 2 Minuten bei 4 °C und 15 000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand konnte auf
die Gradienten aufgetragen werden. Es wurden pro 12 ml Gradient 500 ul der solubilisierten

Suspension verwendet.

2213 Dichtegradientenzentrifugation

Gradientenlésung: 0.6 M Saccharose, 5mM Tricin pH 7.6, 0.06% DM

Zur Ausbildung des Gradienten wurde die Lésung in die Zentrifugenréhrchen geflillt und bei
-20 °C eingefroren. Die Schichtung des Gradienten entstand wahrend des langsamen Auf-
tauens bei 4 °C. Die Zentrifugation erfolgte fiir eine Dauer von 18 Stunden bei 300 000 x g
und 4 °C. Nach dem Lauf konnten die einzelnen Banden mit einer Spritze von oben aus dem
Gradienten entnommen werden.

Zur Auftrennung der rekonstituierten minoren Antennenproteine (s. Kap. 2.5.1) wurde nur

eine 0.4 M Saccharosel6sung verwendet.

2214 PD10 Waschgang

Bevor die aus dem Dichtegradienten geernteten Banden weiter solubilisiert und Gber Isoelek-
trische Fokussierung aufgetrennt werden konnten, wurde die Saccharose per Gelffiltration
entfernt. Hierzu wurden die Proben auf eine mit dem Elutionspuffer equilibrierte PD-10-Saule
(Trennmaterial Sephadex G-25, Amersham Biosciences, Freiburg Deutschland) aufgetragen.
Die LHCs konnten als erste griine Bande mit 5 mM Tricin-Puffer (pH 7.8) eluiert werden. Die

Aufreinigung wurde bei 4 °C unter Schwachlicht durchgefiihrt.
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2215 Isoelektrische Fokussierung

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt erfolgte unter nicht-denatu-

rierenden Bedingungen nach der von Ruban et al. (1994) beschriebenen Methode.

Anodenpuffer: 3 ml 85% H3PO,4 mit H,0 auf 50 ml aufflllen
Kathodenpuffer: 1 M NaOH
Ampholinlésung:  2.5% (v/v) Ampholin, pH 3.5-5.0
Tritonldsung: 0.1% Triton x-100
Elutionspuffer: 10 mM HEPES / pH 7.6

0.06% R-Dodecylmaltosid

Detergenzlésung: 1 ml 3% (w/v) 3-Dodecylmaltosid

Gel: 1 g Glycin
96 ml H,O bidest
0.06% R-Dodecylmaltosid
2.5 ml Ampholinlésung (Stamml&sung)
4 g Ultrodex

Vorbereiten der Gelapparatur:

Pro Bahn wurden 10 Elektrodenstreifen zugeschnitten, wovon 8 mit 2.5% Ampholinlésung
getrankt wurden. 4 Streifen wurden auf jeder Seite der Gelform Ubereinandergestapelt. Das
frisch angesetzte Gel wurde in die Form gegossen. Um die Gelmatrix zu festigen, wurde das
Gewicht durch Verdunsten von Wasser um 30 g reduziert. Anschlieend wurde je einer der
zugeschnittenen Streifen mit Anoden- bzw. Kathodenlésung getrankt und auf den ent-
sprechenden Gelstapel gelegt. Die Kihlplatte der IEF-Apparatur wurde mit Tritonlésung
benetzt, die Gelform luftblasenfrei aufgesetzt, die Elektroden angeschlossen und der Vorlauf
bei 4 °C und 8 W fiir 60 Minuten gestartet.

Probenauftrag:

Die von der PD-10 Saule eluierten LHCs wurden mit Detergenz versetzt, so dass am Ende
bei einer Chlorophyllkonzentration von 1 mg/ml 1% R-Dodecylmaltosid enthalten war. Die
Probe wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und dabei alle 5 Minuten durchmischt.

Mit Hilfe eines Flachspatels wurde ca. 1 cm von der Kathode entfernt Gelmatrix aus der
Apparatur entnommen, mit der Probe versetzt, gemischt und zurlck in die Gelform gegeben.
Die Elektroden und der Deckel wurden wieder aufgesetzt und der Hauptlauf fiir 18 h bei 8 W
und 4 °C gestartet.
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Am nachsten Tag wurden die Banden mit einem Flachspatel ausgekratzt. Die aufgetrennten
Komplexe konnten mit Hilfe des Elutionspuffers und PEGG Elutionssaulen (Amersham Bio-
sciences, Freiburg, Deutschland) von der Gelmatrix getrennt werden. Die so gewonnenen

Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung dunkel und auf Eis gehalten.

221.6 Detektion tGiber SDS-PAGE und Western-Blot

Der qualitative Nachweis der isolierten Proteine erfolgte Gber SDS-PAGE und Western-Blot
Analyse (s. Kapitel 2.7 und 2.8), die Pigmente wurden nach der Butanol-Methode extrahiert
und via HPLC analysiert (2.6.1.2 und 2.6.2.3).

2272 Antennenproteine des PSI

Die Isolierung der nativen Antennenproteine des PSI wurde in Mainz (vgl. Kap. 2.1.2) durch-
gefuhrt. Einzige Ausnahme stellen die in vivo belichteten Komplexe dar. Hier erfolgte die
Anzucht, Belichtung und Thylakoidisolierung in Dusseldorf. Die verwendeten Methoden
wurden in Schmid et al. 1997 und 2002 erlautert.

2.2.2.1 Thylakoidisisolierung aus Lycopersicon esculentum

Die Anzucht von Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculentum ,Hellfrucht®, Gartenland,
Aschersleben, Deutschland) erfolgte im Gewachshaus mit einem 16 h Licht-/ 8 h Dunkel-
Rhythmus bei einer Lichtstarke von 120 ymol Photonen m?s” und einer Temperatur von
24 °C. Es wurden ca. 4 Wochen alte Pflanzen geerntet.

Die Tomatenblatter wurden in einem Warring Blender mit so viel eiskaltem Homogenisie-
rungspuffer versetzt, bis sie bedeckt waren, und zerkleinert. Das Homogenisat wurde durch
Gaze filtriert und abzentrifugiert (5 Minuten, 3 000 x g, 4 °C). Das Pellet wurde in Break-
I6sung aufgenommen, der Chlorophyligehalt sollte bei 0.4 mg/ml liegen. Die Suspension
wurde fir 3 Minuten bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert, um stérende Starke zu entfernen. Der
resultierende Uberstand wurde dekantiert und fiir 10 Minuten bei 4 °C mit 12 300 x g pelle-
tiert. Das Sediment wurde in wenig Resuspensionslésung aufgenommen. Die Thylakoid-

suspension wurde bei -80 °C gelagert.

Homogenisierungspuffer: Breaklésung: Suspensionslosung:
0.4 M Sorbitol 50 mM Sorbitol 30% (w/v) Saccharose

0.1 M Tricin / NaOH pH 7.8 10 mM Tricin/ NaOHpH 7.8 10 mM Tricin / NaOH pH 7.8
5 mM EDTA 5 mM EDTA
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2.3 Praparation der Violaxanthin-De-epoxidase (VDE)

2.3.1 Thylakoidisolierung (nach Jensen und Bassham, 1966, modifiziert nach
Krause et al. 1985)

Die Thylakoide wurden aus 6 Wochen alten Spinatpflanzen isoliert. Der Spinat (Spinacia
oleracea, ssp. Polka) wurde im Gewachshaus mit einem 8.5 h Licht-/ 15.5 h Dunkel-Rhyth-
mus bei einer Lichtstdrke von 150 pmol Photonen m?s™” und einer Temperatur von 20 °C
angezogen.

500 g Spinat wurden mit 1L Lésung A im Warring Blender homogenisiert, durch Gaze ge-
presst und fur 10 Minuten bei 4 °C mit 5 000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ml
MgCl, resuspendiert und fir eine Minute hypotonisch aufgebrochen. Die Suspension wurde
mit 100 ml Lésung B aufgefiillt und erneut zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 5000 x g). Das
Pellet in wenig Losung D aufnehmen, zum weiteren Gebrauch dunkel und auf Eis lagern,

oder bei -20 °C einfrieren.

Lésung A: Lésung B:

1 mM MgCl, 5 mM MgCl,

1 mM MnCl, 10 mM NaCl

10 mM NaCl 2 mM KH,PO,

2mM EDTA 80 mM HEPES/ NaOH pH 7.6
0.8 MM KH,PO, 0.66 M Sorbitol

44 mM MES/ NaOH pH 6.1 0.33 M Sorbitol

frisch pro 1L frisch pro 100 ml

4 g BSA, 0.5 g Cystein, 80 mg BSA zusetzen

0.4 g Na-Ascorbat zusetzen
Lésung C: 5 mM MgCl,
Lésung D: 1 Volumenteil Losung B + 1 Volumenteil Losung C

2.3.2 VDE-Isolierung

Zur lIsolierung der VDE aus Spinat wurden Thylakoide nach der unter 2.3.1 beschriebenen
Methode isoliert. Im letzten Schritt wurde das Pellet jedoch nicht in Medium D sondern in
100 ml Puffer 1 aufgenommen und eine Chlorophyllkonzentration von 1 mg /ml eingestellt.

AnschlieRend wurden die Membranen mittels Ultraschall aufgebrochen. Hierzu wurde die
Suspension in ein 100 ml Becherglas gegeben und in Eiswasser gekihlt. Die Beschallung

erfolgte flr eine Dauer von 2 x 4 Minuten mit einer Pause von drei Minuten zum Abklhlen
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der Probe. Am Gerat (Sonifer 250, Fa. Branson) wurde ein Puls von 50% und eine Intensitat
der Stufe 2 eingestellt. Nach der Beschallung wurde die Suspension flr 30 Minuten bei 4 °C
und 25 000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ml Puffer 2 resuspendiert. Die Probe
wurde erneut beschallt und abzentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde bei -70 °C
gelagert.

Die Fallung der VDE erfolgte mit Hilfe von gesattigter Ammoniumsulfatiésung in zwei Schrit-
ten. Zuerst wurde eine Ammoniumsulfatkonzentration von 40% eingestellt. Die Zugabe der
gesattigten Losung erfolgte unter Rihren in sehr kleinen Mengen, dabei wurde die Probe im
Eiswasserbad gekiihlt. War eine Konzentration von 40% erreicht, musste die Probe weitere
20 Minuten rihren. Im Anschluss wurde sie flir 30 Minuten bei 4 °C mit 37 000 x g abzentrifu-
giert. Der farblose Uberstand wurde durch weitere Zugabe von Ammoniumsulfat auf 80%
gebracht und fir 3 Stunden im Eiswasserbad gerihrt. Die Loésung wurde fir eine Stunde mit
100 000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in wenig Aqua bidest. aufgenommen.
Der VDE-Extrakt wurde aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.

Puffer1: Puffer2:
0.1 M Zitronensaure, NaOH pH 5.2 5 mM NacCl
1 mM KH,PO,

40 mM HEPES, NaOH pH 7.2
300 mM Sorbitol
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2.3.3 Aktivitatsbestimmung

9 uM Violaxanthin

0.25 mM MGDG (Vio:MGDG = 1:28)
01 M Citratpuffer / pH 5.1

60 pl Enzymextrakt/ ml

30 mM Ascorbat

(MGDG = Monogalaktosyldiacylglycerid, der Firma Lipid Products, Redhill, England)

Zuerst wurden Violaxanthin und MGDG gemischt, danach Puffer und Enzymextrakt zugeben.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Ascorbat gestartet.

Probennahme: 0/1/2/4/6/8/10/ 15/ 20 Minuten Probenvolumen: 150 pl

Die Pigmente wurden in 600 pl Aceton p.A. extrahiert (s. 2.6.1.1) und mittels HPLC quantifi-
Ziert (s. 2.6.2.3).
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2.4 Isolierung von Pigmenten aus Pisum sativum (Chlorophylle nach
Booth und Paulsen 1996 und Carotinoide nach Davies 1976)

Zur Pigmentisolierung wurden 10-14 Tage alte Pflanzen verwendet, die in einer Klima-
kammer bei 20 °C und einem 16 h Licht-/8 h Dunkelrhythmus bei einer Lichtintensitat von

120 umol Photonen m?s? angezogen worden waren.

2.4.1 Totalextrakt

Die Blatter der Erbsenpflanzen einer Schale (ca. 45 x 50 cm) wurden geerntet und in 1 Liter
Aufschlusspuffer im Warring Blender zerkleinert. Das Homogenisat wurde durch Baumwoll-
gaze filtriert und 3 Minuten bei 4 °C mit 7 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekan-
tiert und das Pellet in 400 ml Aceton aufgenommen. Die Probe wurde erneut, wie oben

beschrieben, zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf Eis gesammelt.

2.4.2 Dioxanfallung

400 ml des acetonischen Uberstandes aus der Totalextraktpraparation wurden auf dem Riih-
rer unter Eiskihlung langsam mit 60 ml Dioxan versetzt. Anschliellend wurde auf gleiche
Weise 127 ml H,O zugeben. Danach wurde der Rihrer ausgeschaltet und die Fallmischung
noch 60 Minuten auf Eis stehen gelassen. Die Fallung wurde 10 Minuten bei 4 °C, 10 000 x g
zentrifugiert. Der Xanthophylliiberstand wurde dekantiert. Die Pigmente wurden nach Uber-
fuhrung in Ether und Trocknung Uber Nacht verseift.

Das Chlorophyllpellet wurde in 50 ml Ether aufgenommen und im Schdtteltrichter mindestens
zweimal mit 100 ml H,O vorsichtig ausgeschiittelt, die Phasentrennung wurde abgewartet
und die annahernd farblosen wassrigen Phasen verworfen. Die Etherphase wurde in einer

Schiiffflasche zur Abtrennung des Restwassers tiber Nacht bei -20 °C eingefroren.

2.4.3 Verseifung

100 ml des carotinoidhaltigen Uberstand aus der Dioxanfallung wurden in einem 500 ml
Scheidetrichter mit 20 ml Ether, 30 ml H,O und 20 ml 4M NaCl versetzt und vorsichtig ge-
schwenkt. Die Etherphase wurde abgetrennt und kalt und dunkel aufbewahrt. Die wassrige
Phase wurde noch mal mit Ether extrahiert und der Vorgang so oft wiederholt, bis die wass-
rige Phase farblos war. Die Etherphasen wurden vereinigt. Mit dem restlichen Uberstand

wurde genauso verfahren. Alle Etherphasen wurden vereinigt und mindestens zweimal mit je
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75 ml H,O gewaschen. Die gewaschene Etherphase wurde im Rotationsverdampfer bis zur
vollstandigen Entfernung des Ethers getrocknet.

Danach wurde die Probe in 50 ml Ethanol p.A. aufgenommen und vorsichtig unter Schwen-
ken mit 5 ml 60% KOH versetzt. Die Probe wurde fiir 2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Nach
Abschluss der Verseifung wurden im Scheidetrichter 100 ml Ether und 100 ml 4 M NacCl
zugesetzt. Die wassrige Phase wurde abgelassen und mit 50 ml Etherportionen nach
extrahiert, bis die Farbung der Etherphase deutlich schwacher war. Umgekehrt wurden die
vereinigten Etherphasen solange mit Wasser gewaschen, bis sich die untere Phase nicht
mehr grin farbte.

Die Etherphase wurde einrotiert und bis zur weiteren Verwendung unter Stickstoff gelagert

oder das Restwasser wurde bei -20 °C ausgefroren.

2.4.4 Praparative Trennung der Xanthophylle auf der RP-Saule

Die getrockneten Carotinoide wurden mit 10 ml 100% Aceton aufgenommen [< 3 mg/ml] und
unter langsamen Rihren mit 2 ml Wasser versetzt. AnschlieRend wurde die Probe kurz
abzentrifugiert (5 Minuten, 10 000 x g, RT). Der Uberstand wurde auf die Saule aufgetragen
und mit der 82%-Acetonldsung eluiert. Die einzelnen gelben Banden wurden nach Augen-
malf} fraktioniert.

Die einzelnen Fraktionen wurden im Scheidetrichter mit 100 ml Wasser in etwa 40 ml Ether
Uberfiihrt. Die Etherphase wurde zweimal mit 100 ml Wasser gewaschen, das Restwasser

wurde Uber Nacht in Schliffflaschen ausgefroren.

2.4.5 Praparative Trennung der Chlorophylle auf der RP-Saule

Von der Gesamtchlorophyllfraktion wurden nach Ausfrieren des Wassers die Eiskristalle auf
der vorgekuhlten Fritte abfiltriert. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingetrocknet
und sofort in 10 ml 100% Aceton aufgenommen. Die Probe wurde mit Wasser auf 86%
Aceton gebracht bei einem Endvolumen von 10 ml [3 mg/ml]. Anschlieend wurde die Probe
kurz abzentrifugiert (5 Minuten, 10 000 x g, RT). Der Uberstand wurde auf die Saule auf-
getragen und mit der 86%-Acetonldsung eluiert. Die gelbgriine Chl b-Bande, eine Zwischen-
bande und die blaugrine Chl a-Bande wurden getrennt aufgefangen.

Die einzelnen Fraktionen wurden im Scheidetrichter mit 100 ml Wasser in etwa 40 ml Ether
Uberfiihrt. Die Etherphase wurde zweimal mit 100 ml Wasser gewaschen, das Restwasser

wurde Uber Nacht in Schliffflaschen ausgefroren.
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2.5 Rekonstitution rekombinanter Antennenproteine
251 Minore Antennenproteine
2511 Rekonstitution Uber die Detergenzwechselmethode

(Paulsen et al. 1993)

Fur die Rekonstitution von rekombinanten CP24 und CP29-Komplexen wurden 180 ug Pro-
tein pro Ansatz verwendet, fir CP26 waren es 240 ug. Die entsprechende Menge der Prote-
inlésung wurde mit H,O bidest. auf 150 pl aufgefillt und mit 150 pl Solubilisierungspuffer
versetzt. Die Probe wurde flir 2 Minuten auf 100 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden 3 pl
1 M DTT zugesetzt.

Zur Rekonstitution wurde ein Pigmentgemisch aus 300 ug Chlorophyll (a/b=3) und 45 ug
Carotinoiden aus den zuvor isolierten Pigmenten (s. Kap. 2.4) hergestellt. Das Chlorophyll/
Carotinoid-Verhaltnis sowie das Chl a/b-Verhaltnis waren in allen Ansatzen identisch. Die
Zusammensetzung der Carotinoide wurde je nach Zielsetzung des Experimentes variiert. Die
Pigmentmischungen wurden in acetonischer Lésung erstellt und anschlieBend unter
Stickstoff getrocknet. Zur Rekonstitution wurden die Pigmente in 30 ul kaltem Ethanol p.A.
resuspendiert.

Die Pigmente wurden der Proteinldsung unter kraftigem Mischen zugesetzt und noch fir
weitere 30 Sekunden kraftig durchmischt. Die Rekonstitutionsansatze wurden im Anschluss
fur 5 Minuten im Ultraschallbad inkubiert. Durch Zugabe von 20% Octyl-p-D-glycopyranosid
(OG) wurde das Gemisch auf 2% OG gebracht, kraftig durchmischt und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Im nachsten Schritt wurde 2 M KCI bis zu einer End-
konzentration von 200 mM zugeben und die Probe 20 Minuten auf Eis stehen gelassen. Das
ausgefallene KDS wurde bei 4 °C fiir 10 Minuten mit 12 000 x g abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde erneut auf Eis inkubiert und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur weiteren

Aufreinigung auf Ni-Saulen aufgetragen.

Solubilisierungspuffer: 4% LDS
200 mM Tris / HCI pH 9
10 mM e-Aminocapronsaure
2 mM Benzamidin

25% Saccharose
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2512 Aufreinigung Uber Metallchelatchromatographie

Die Aufreinigung erfolgte Uber einen 6fachen Histidin-Tag am C-Terminus der rekombinan-
ten Proteine. Der His-Tag war durch die Klonierung der minoren Antennenprotein-
Sequenzen ohne Stopcodon in den pET21a-Vektor und die anschlieRende Uberexpression
angehangt worden.

Alle Arbeiten an den Ni-Saulen fanden im Kihlraum bei 4 °C unter Schwachlicht statt.

Zur Vorbereitung der Ni-Saulen wurde das Tragermaterial Chelating Sepharose™ Fast Flow,
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) in Kunststoff Saulen der Firma BioRad ge-
fullt. Nach Ablauf des 20% Ethanols wurde die Saule mit dem 1.2fachen S&ulenvolumen
(SV) 0.3 M NiCl, beladen und mit dem 3fachen SV 50 mM Tris (pH 7.5) gewaschen. Zur
Vorbereitung des Probenauftrags wurde die Saule noch mit 1 SV OG-Puffer equilibriert.

Der letzte Uberstand aus der Rekonstitution wurde aufgetragen und fiir 30 Minuten auf der
Saule inkubiert. Zur Abtrennung unspezifisch assoziierter Pigmente wurden die gebundenen
Komplexe nacheinander mit 0.3 ml OG-Puffer und 0.6 ml TX-Puffer gewaschen. Die Kom-
plexe wurden mit 2 ml Eluat-Puffer eluiert und auf 0.4 M Saccharose-Dichtegradienten auf-

getragen (Dichtegradientenzentrifugation s. Kap. 2.2.1.4)
OG-Puffer: 2% (w/v) OG TX-Puffer:  0.0% Triton X-100
100 mM Tris / HCI pH 9.0 100 mM Tris / HCI pH 7.5

12.5% Saccharose

Eluat-Puffer: 0.05% Triton X-100, 10 mM Tris / HCI pH 7.5, 300 mM Imidazol

252 Antennenproteine des PSI

Die Rekonstitution der Protreine Lhca1-4 erfolgten in Mainz nach den in Schmid et al. (2002)

erlauterten Methoden.
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2.6 Extraktion und Quantifizierung von Pigmenten
2.6.1 Extraktion
2.6.1.1 Aceton-Extraktion

Die Proben wurden mit dem vierfachen Volumen 100% Aceton p.A. versetzt und grindlich
gemischt. Im Anschluss wurden die Proben flir 2 Minuten bei Raumtemperatur mit 10 000 x g
in einer Eppifuge (Zentrifuge 5410, Eppendorf) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert
(AnotropR 10-Einmalfilter, 0.2 ym, Merck).

26.1.2 Butanol Extraktion

100 pl Probe wurden mit 66 pl sec-Butanol versetzt und griindlich gemischt. Das Gemisch
wurde fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Zur besseren Phasentrennung wurden anschlielend
33 yl 4 M NaCl zugesetzt. Das zweiphasige System wurde zur vollstandigen Trennung flr
10 Minuten bei Raumtemperatur mit 10 000 x g in einer Eppifuge (Zentrifuge 5410, Eppen-
dorf) abzentrifugiert. Die obere pigmenthaltige Phase wurde abgenommen und filtriert
(AnotropR 10-Einmalfilter, 0.2 ym, Merck).

2.6.2 Quantifizierung

2.6.2.1 Chlorophyllbestimmung (nach Arnon, 1949)

Zur Bestimmung des Chlorophyligehaltes einer Suspension wurden 10 pl der Probe in 1 ml
80% (v/v) Aceton extrahiert und flr zwei Minuten in einer Eppifuge (Zentrifuge 5410, Eppen-
dorf) abzentrifugiert. 100 ul des Uberstandes wurden mit 900 ul 80% (v/v) Aceton versetzt
und photometrisch bestimmt. Der Chlorophyligehalt in mg/ml ergab sich aus folgender
Berechnung:

C= Ee45 X 20.2 + Egg3 X 8.02

26.2.2 Xanthophyllbestimmung

Eine Extinktion der extrahierten Pigmentldsung von 0.24 bei 440 nm in 80% Aceton

entspricht ndherungsweise einer Konzentration von 1 ug / ml.
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26.2.3 HPLC- (High Pressure Liquid Chromatography) Analyse

Bei dem hier verwendeten Verfahren wurden die Pigmente Uber eine ,reversed phase®-Saule
(Gilmore & Yamamoto, 1991; Farber et al., 1997) getrennt. Die Elution erfolgte dabei mit ab-

nehmender Polaritat des Laufmittels, s. Elutionsprogramm.

Das computergesteuerte HPLC-System bestand aus folgenden Komponenten:

Autoampler L-7200 Hitachi/Merck
Sample Cooler for L-7200 Peltier/Merck
Pumpe L-7100 Hitachi/Merck
UV/VIS-Detector L7420 Hitachi/Merck
Interface D-7000 Hitachi/Merck
Lésungsmittelentgaser Gastorr 104 Schambeck

Trennmaterial LiChrospher 100 RP-18 5 um
Saule LiChroCART 250-4 (Merck)
Vorsaule LiChroCART 4-4 (Merck)

Elutionsprogramm Zeit in Minuten

100% A 0-9
linearer Gradient auf B 9-125
100% B 12.5-18
linearer Gradient auf A 18 -19
100% A 19-23
Flussrate 2 mil/min

Die aufgetrennten Pigmente wurden bei einer Wellenlange von 440 nm detektiert und
anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert. Die relativen Pigmentkonzentrationen werden aus
den ermittelten Peakflachen mit Hilfe der durch eine Eichung der HPLC erhaltenen Umrech-
nungsfaktoren berechnet.

Losungsmittel Volumenverhéltnisse

A: Acetonitril:Methanol: Tris*

B:Methanol: Hexan

87:10:3
4:1

* Tris-Puffer: 0.1 M Tris /HCI pH 8.0 (filtriert, Filter 0.2 um Porengrdélie, Schleicher & Schuell)
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Pigmente Retentionszeit Umrechnungsfaktoren

[min]* [Flache/pmol Pigment]
Neoxanthin 3.2 3434
Violaxanthin 4.2 3832
Antheraxanthin 6.3 3045
Lutein 9.3 3167
Zeaxanthin 10.3 2764
Chlorophyll b 13.3 1227
Chlorophyll a 13.9 1389
R-Carotin 16.8 2852

* Bei den Retentionszeiten handelt es sich um Richtwerte, die bis zu einer Minute um den angegeben Wert schwanken kénnen.
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2.7 Elektrophorese

2.71 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese mit diskontinuierlichen Gelen (Laemmli, 1970). Die SDS-Polyacryl-
amidgele bestanden aus einem 13.5%igen Trenngel und einem 5.6%igen Sammelgel.

Zum Gielden der Gele und fiir die spatere Elektrophorese wurde das Mighty Small System
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) genutzt. Die aufgefiihrten Mengenangaben

gelten fur 4 Mini-Gele.

Trenngel: 2.5 ml H,0O
9.6 g Harnstoff
7.5 ml Trenngelpuffer (1.5 M Tris/ HCI pH 8.8)
0.3 ml 10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
13.5 ml 30% Acrylamid (Acrylamid 37.5:Bisacrylamid 1)
104 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
7.8 uyl TEMED

Sammelgel: 5.6 ml H,O
2.5 ml Trenngelpuffer (1.5 M Tris/ HCI pH 8.8)
0.1 ml 10% SDS
1.7 ml Acrylamid
0.1 ml APS
5 ul TEMED

Probenpuffer (6fach):  1.6% (w/w) SDS, 1M Harnstoff, 1% (v/v) B-Mercaptoethanol,
50 mM Tris/HCI pH 7.6, 12.5% (w/v) Glycerin,
0.05% (w/v) Bromphenolblau

Elektrodenpuffer: 30 g/l Harnstoff, 3 g/l Tris, 14.4 g/l Glycin, 10 ml/l 10% SDS

Von den Proben wurden pro Geltasche ca. 5 ug Protein aufgetragen. Zum GréRenvergleich

wurden 8 ug des Sigma-Protein-Standards VII mit aufgetrennt. Der Gellauf wurde mit 50 Volt

gestartet und nach 30 Minuten bei 100 Volt fortgesetzt.
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2.7.2 Native Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der LHCs unter nativen Bedingungen wurden sogenannte Griine Gele nach
dem Protokoll von Schmid und Schafer (1994) gegossen. Die Proben aus den Dichtegra-
dienten konnten sofort aufgetragen und unter den gleichen Spannungsbedingungen, wie flr
die SDS-PAGE beschrieben, aufgetrennt werden. Die Elektrophoreseapparatur wurde zum

Schutz der pigmenthaltigen Komplexe wahrend des Laufs auf 4 °C gekihlt und abgedunkelt.

Trenngel (12%): 7.5 ml HO
6 ml Tris/HCI (2.12 M, pH 9.1)
12 ml Acrylamid (30/1)
150 pl 10% APS
22.5 yl TEMED
Sammelgel (4%): 5 ml H,O
2 ml Tris/H,SO,4 (270 mM, pH 6.1)
1.35 ml Acrylamid/Bisacylamid (30/1)
150 pl 10% APS
15 yl TEMED
Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin,
0.1% Deriphat (nur fur Kathodenpuffer)

2.7.3 Coomassie Farbung von Proteingelen

Die Proteingele wurden fir mindestens eine Stunde in der Farbeldosung inkubiert. Der Hinter-

grund wurde durch finfminttiges Aufkochen der gefarbten Gele in H,O bidest. entfarbt.

Farbelésung: 0.1% (w/v) Coomassie
50% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure.
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2.8 Western Blot Analyse

Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurden die minoren Antennenproteine immunologisch
nachgewiesen. Fir den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran
wurde das Semi-Dry-Blot Verfahren verwendet. Bei dieser Methode wurden das Filterpapier
und die Nitrocellulosemembran mit Puffer benetzt und der Blotstapel in folgender Weise luft-
blasenfrei aufgebaut: Anode, 3 x Filterpapier, 1x Nitrocellulosemembran-Gel, 3 x Filterpapier-
Kathode. Fur den Proteintransfer aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran wurde fur 45

Minuten ein Strom von 0.8 mA / cm? Gel angelegt.

Blot-Puffer:  0.84 g/l NaHCO;
0.32 g/l Na,CO3
20% (v/v) Methanol

Die Nitrocellulosemembran wurde im Anschluss an den Western-Blot flr 5 Minuten in Pon-
ceauldsung gefarbt, Gberschissige Farbelésung konnte mit H,O demin. abgewaschen wer-
den. Die Banden des Proteinmarkers wurden mit schwarzem Kugelschreiber, zur spateren

Zuordnung der AntikOrpersignale, markiert.

Ponceau-Lésung: 0.5% Ponceau

1% Essigsaure

Immunologischer Nachweis:

Die freien Bindestellen der Nitrocellulosemembran wurden mit 1% BSA-TBS-Tween/Triton-
Lésung Uber Nacht abgesattigt. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur 10 Minu-
ten mit TBS-Tween/Triton-Loésung gewaschen. Die nachfolgende Primarantikérper-Inkuba-
tion erfolgte fur 2-3 Stunden bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde die Membran wieder
dreimal flir 10 Minuten mit TBS-Tween/Triton-Lésung gewaschen. Der Sekundarantikdrper
wurde fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf der Membran inkubiert. Zum Abschluss wurde
die Membran viermal mit TBS-Tween/Triton-Lésung gewaschen.

Die Detektion der Antennenproteine erfolgte mit Hilfe des ECL-ChemolumineszensKits-Plus

(Perkin Elmer, Boston, USA) nach Herstellerangaben.

TBS (Tris buffered saline): 10 mM Tris/HCI pH 7.5
150 mM NaCl
TBS-Tween/Triton: 10 mM Tris/HCI pH 7.5
150 mM NaCl
0.05% Tween
0.2% Triton X-100



MATERIAL UND METHODEN 47

Primarantikorper: synthetische Antikdrper gegen die minoren Antennenproteine
CP24, 26, 29 aus Nicotiana tabacum. Synthetisiert wurden die
Oligopeptide von der Firma Genosphere Biotechnologies (Paris,
Frankreich), der Antikdrper wurde aus Kaninchen isoliert.
1:1000 verdinnt in TBS, versetzt mit 1% BSA (Fraktion V) und
0.02% NaNs.

Sekundarantikorper: Meerrettich Peroxidase konjugierter polyklonaler Antikdrper aus
Ziege gegen Kaninchen IgG (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
1:10 000 verdinnt in TBS, versetzt mit 1% BSA (Fraktion V)

2.9 Spektroskopie

Fur die Aufnahme von Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren wurden die LHCs
mit Spektroskopie-Puffer (Crimi et al. 2001) verdinnt [1ug Chl/ml]. Alle spektroskopischen
Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Die Absorptionsspektren wurden in einem Wellenlangenbereich von 350 nm bis 750 nm auf-
genommen (Spektralphotometer DU 640, Beckmann, Fullerton, USA).

Zur Aufnahme der Emissionsspekiren wurden die Komplexe bei unterschiedlichen Wellen-
langen (400 nm = Chl a, 475 nm = Chl b und 500 nm = Car) angeregt. Die Emissions-
spektren wurden von 600 nm bis 750 nm aufgezeichnet. Lumineszens Spectrometer LS 55
der Firma Perkin Elmer (Shelton, USA).

Spektroskopie-Puffer: 10 mM HEPES
0.06% B-D-Dodecylmaltosid
20% Glycerin
200 pg/ml Glukose Oxidase
40 ug/ml Katalase
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2.10 Deepoxidation

2.10.1 In vivo De-epoxidation

Zur Induktion der De-epoxidation in vivo wurden die Blatter von Lycopersicon esculentum fur
eine Stunde bei 20 °C mit 1000 PE (Lichtquelle Hortilux Schréder, Niederlande) belichtet. Im
Anschluss an die Belichtung wurden die Blatter sofort in Eiswasser abgekiihlt, um die Epoxi-

dation des gebildeten Zeaxanthins zu vermeiden.

2.10.2 In vitro De-epoxidation an LHCs

Fur die in vitro De-epoxidation wurde soviel der LHCs eingesetzt, dass im endgiltigen An-
satz 0.1 nmol Violaxanthin pro ml Ansatz vorhanden war, dabei durfte eine Detergenzkon-
zentration von 0.002% B-D-Dodecylmaltosid im Ansatz nicht Gberschritten werden. Die LHCs
wurden mit MGDG im Verhaltnis Vio/MGDG = 1/28 versetzt, danach wurde der 0.1 M Citrat-
puffer / NaOH pH 5.1 zugegeben. Die VDE wurde im Verhaltnis 1:17 — 1:30, je nach Aktivitat
des VDE-Extraktes, hinzugefiigt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 30 mM Ascorbat
gestartet. Die Reaktionskinetik wurde im abgedunkelten Raum bei 20 °C aufgenommen.

Die Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gezogen und die Pigmente nach der
Butanol-Methode extrahiert.

Probenvolumen: 1 ml
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3 Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Abhangigkeit der Vx De-epoxidation sowohl in Bezug auf die ver-
schiedenen Antennenproteine als auch den Einfluss der unterschiedlichen Carotinoidbinde-
stellen unter in vitro Bedingungen untersucht werden. Aus diesem Grund wurden rekom-
binante Antennenproteine in vitro mit isolierten Pigmenten zu funktionellen Holokomplexen
rekonstituiert. So war es moglich, Vx selektiv an die unterschiedlichen Carotinoidbindestellen
zu binden und nach Zugabe von VDE die De-epoxidation unter in vitro Bedingungen zu
Uberprifen. Zur Kontrolle der Reaktion an den rekonstituierten Komplexen wurde die in vitro
De-epoxidation ebenfalls an den nativen Komplexen, soweit sie in ausreichender Menge und
Reinheit isoliert werden konnten, durchgefuhrt. Darlber hinaus wurde die De-epoxidation in
vivo induziert und die Antennenproteine isoliert, um anschliefend die in vivo und in vitro
erzielten Ergebnisse zu vergleichen.

Im Folgenden werden zunachst die Uberexpression der Antennenproteine und deren
Rekonstitutionsverhalten dargestellt und im Anschluss daran die geernteten Komplexe
charakterisiert sowie die De-epoxidationen der verschiedenen LHCs vorgestellt werden.
SchlieRlich werden die gewonnenen Erkenntnisse noch einmal im Gesamtzusammenhang

vergleichend diskutiert.

3.1 Minore Antennenproteine des PSII

3.11 Uberexpression und Rekonstitution

Die minoren Antennenproteine des PSIl wurden als unldsliche Proteine (sog. inclusion
bodies) in E. coli Gberexprimiert und aufgereinigt. Zur Uberexpression wurde der E. coli-
Stamm BL21(DE3) und der pET21a-Vektor (Novagen) verwendet, vgl. 2.1.1. Aus 100 ml
Flassigkultur wurden je nach Protein zwischen 3 und 8 mg Protein gewonnen. Das SDS-Gel
in Abbildung 8 zeigt die Proben nach dem Zellaufschluss und den anschlieRenden Deter-
genzwaschungen. Es ist zu erkennen, dass die Uberexprimierten Proteine mit dem ange-
wandten Verfahren nicht vollstdndig aufgereinigt werden konnten. Fur den Erfolg der nach-
folgenden Rekonstitutionen war dies jedoch unerheblich, da E. coli Proteine nicht tber
Pigment bindende Eigenschaften verfligen und somit die Faltung der Antennenproteine in

ihre funktionelle Form nicht behindern sollten.
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Abbildung 8: SDS-Gel der tUberexprimierten LHC-Proteine
Aufgetragen wurden von links nach rechts: Sigma Protein
14 CP 24 CP26 CP29 Marker VII [kD_a] und jeweils 5 pg der heterolog exprimierten
Antennenproteine CP24, CP26 und CP29.

Die heterolog exprimierten Proteine wurden nicht nur im SDS-Gel sondern auch im immuno-
logischen Test nachgewiesen. Der Vergleich der Antikdrpersignale von Kontrolle und Probe
bestatigte, dass es sich bei den Uberexprimierten Proteinen um die gewlinschten minoren
Antennenproteine hdherer Pflanzen handelt (vgl. Abb. 9). Das z.T. etwas erhéhte Molekular-
gewicht der rekombinanten Proteine, im Vergleich zu den nativen Antennenproteinen in der
Kontrolle, erklart sich durch den angehangten His-Tag in den Uberexprimierten Proteinen.
Die zusatzlichen Banden, die in Abb. 9 zu erkennen sind, kdnnten durch Kreuzreaktionen der
verunreinigenden E. coli Proteine mit dem fur die jeweiligen minoren Antennenproteine spe-
zifischen Antikdrpern hervorgerufen werden. Es kann jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen
werden, dass es sich hierbei um Aggregationen der tberexprimierten Proteine handelt, die
wahrend der Probenvorbereitung nicht vollstandig solubilisiert worden waren.

Abbildung 9: Western-Blot Analysen der
Uberexprimierten LHC-Proteine.
Aufgetragen wurden Arabidopsis Thyla-
koide (T) als native Kontrolle der Antikor-
perreaktion und das jeweils Uberexpri-
mierte LHC-Protein (P). Abgebildet sind
von links nach rechts die Western Blot
Analysen von CP24, CP26 und CP29,
zusatzlich wurden in der Abb. von CP24
die relevanten Banden des Proteinmar-
kers markiert kDal].

Die Rekonstitution der rekombinanten Proteine mit den Pigmenten erfolgte nach der Deter-
genzwechsel Methode (Paulsen et al. 1993). Zur Rekonstitution wurde entweder ein
Pigment-Totalextrakt oder ein selektives Pigmentgemisch aus vorher isolierten Pigmenten
verwendet, (genaue Rekonstitutionsbedingungen s. Kapitel 2.5.1.1.). Abb. 10 und Abb. 11
zeigen die rekonstituierten Komplexe nach der Dichtegradientenzentrifugation, bzw. im
nativen Gel. Die Gradienten zeigen deutlich, dass sich die Proteine unterschiedlich gut

rekonstituieren lielRen, wobei die Ausbeute (in uyg Chl pro ml geerntetem LHC) bei CP24 am
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grofdten und bei CP26 am geringsten war. Die rekonstituierten Komplexe liefen im Dichte-
gradienten als eine distinkte Bande. Die Probe enthielt nach der Reinigung Uber die Ni-Saule
kaum noch ungebundene Pigmente, die im Gradienten als obere sog. freie Pigmentbande zu

erkennen gewesen waren.

CP24 CP24 CP26 CP26 CP29 CP29

[ L =
™ R W A B’ OE

| ' |
¢ J | \ - L j ! | Abbildung 10: Dichtegradienten der rekonstituierten
— Komplexe CP24, CP26 und CP29

Im nativen Gel zerfiel ein kleiner Teil der Komplexe trotz der sehr milden Detergenzbedin-
gungen, wodurch freie Pigmente sichtbar wurden (Abb. 11). Dasselbe Gel nach der
Coomassie Farbung zeigt, dass die Verunreinigungen durch E.coli Proteine nach der Dichte-
gradientenzentrifugation fast vollstandig aus den Pigment-Protein-Komplexen entfernt waren
(Abb. 11).

Abbildung 11: Natives Gel der LHC-Monomer-
Banden aus den Dichtegradienten

CP24 CP26 CP29 CP24 CP26 CP29| links: nach der Elektrophorese, rechts: gleiches Gel

Coomassie gefarbt
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3.1.2 Charakterisierung und De-epoxidation der minoren Antennenproteine

3.1.2.1 Charakterisierung der rekonstituierten CP24-Komplexe

Die aus den Dichtegradienten entnommenen rekonstituierten Komplexe wurden anhand ihrer
Pigmentstdchiometrien sowie der Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren charakte-

risiert.

a) Pigmentanalysen

Chl a/b Chl/Car | Car/10 Chl | Nx/10 Chl | Vx/10 Chl | Lut/10 Chl
CP24-LV |1.09+0.04 |6.08+0.19 | 1.64 +£0.05 — 0.84 £0.09 | 0.81 £0.05
CP24-Vx |1.09+0.03|6.58+0.10 | 1.52 £ 0.02 — 1.52 £ 0.02 —

Tabelle 2: HPLC Pigmentanalysen der rekonstituierten Komplexe nach der Dichtegradientenzentrifugation. Die
angegebenen Daten sind Mittelwerte + SD aus 4 (CP24-LV), bzw. 3 (CP24-VX) Rekonstitutionen.

Tabelle 2 zeigt die HPLC-Analysen fir die rekonstituierten CP24-Komplexe. Der Carotinoid-
gehalt wurde auf 10 Chl normiert, was der Menge an Chl pro Monomer entspricht (Pagano et
al. 1998). Demnach wurden bei der Rekonstitution mit Lut und Vx 1.64 Car pro Monomer an
den sog. CP24-LV-Komplexen gebunden, wobei Lut und Vx in annahernd gleichen Mengen
vertreten waren. Das Chl a/b-Verhaltnis lag in den CP24-LV-Komplexen bei 1.09. Im Ver-
gleich zu den CP24-LV-Komplexen wurde in den Ansatzen mit Vx als einzigem Carotinoid
die Carotinoidmenge auf 1.52 pro Monomer reduziert, das Chl a/b-Verhaltnis &nderte sich
jedoch nicht. Offensichtlich konnte Lut in den CP24-Vx-Komplexen fast vollstdndig durch Vx
ersetzt werden.

Die Pigmentstochiometrien der rekonstituierten CP24-Komplexe von Nicotiana tabacum
entsprachen in ihrem Chl a/b- und Lut/Vx-Verhaltnis den aus der Literatur bekannten
rekonstituierten (Pagano et al. 1998) und nativen CP24-Komplexen von Zea mays (Moya et
al. 2001). Die Anzahl der gebundenen Carotinoide war mit 1.52 im CP24-Vx-Komplex sowie
1.64 im CP24-LV-Komplex pro 10 Chl dagegen deutlich geringer, als in den Komplexen von

Zea mays, bei denen zwei Carotinoide detektiert worden waren.

Das rekombinante Lhcb6-Protein bindet auch bei Rekonstitutionen mit einem Pigmenttotal-
extrakt, der alle in der Thylakoidmembran vertretenen Pigmente enthalt, kein Nx. Aus diesem
Grund wurde darauf verzichtet Rekonstitutionen mit Nx im Pigmentgemisch durchzufihren.
Der Ausschluss von Nx am CP24-Komplex von Nicotiana tabacum steht im Einklang mit der

Pigmentbindung an CP24-Komplexen von Zea mays (Pagano et al. 1998, Moya et al. 2001).
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b) Spektroskopische Charakterisierung

Anhand von Fluoreszenzemissionsspektren der rekonstituierten Komplexe lasst sich die
funktionelle Kopplung der Pigmente untersuchen. Unabhangig von der Anregungswellen-
lange sollte die absorbierte Energie auf Chlorophyll a Gbertragen und von dort emittiert wer-
den, was ein Emissionsmaximum bei 680 nm zur Folge hatte. Bei Anregung der Chl b Mole-
kiile in den rekonstituierten CP24-Komplexen mit 475 nm wurde zusatzlich eine deutliche
Schulter bei 660 nm detektiert, die von einem Teil direkt emittierter Energie herriihrte (Abb.
12). Eine leichte Schulter bei 660 nm wurde auch nach Anregung der Carotinoide (500 nm)
und Chl a Molekile (440 nm) gemessen (Abb. 12). Die Anregung der Carotinoide bewirkte
eine zusatzliche Schulter bei 710 nm, die nach Anregung der Chlorophylle nicht zu beob-
achten war (Abb. 12). Die Fluoreszenzemissionsspektren zeigten deutlich, dass die in dieser
Arbeit rekonstituierten CP24-Komplexe nur Uber eine ungenigende Koordinierung der
Pigmente verfugten, so dass der Energietransfer gestort war. Eine direkte Chl b Emission
wurde von Frank et al. (2001) auf Veranderungen in der Carotinoidzusammensetzung im
Antennenkomplex zurlckgefuhrt. Die Pigmentanalysen, s. Tabelle 2, ergaben nur 1.64, bzw.
1.52 Car pro Monomer im Vergleich zu 2 Car pro Monomer in den Komplexen von Zea
mays. Somit kénnte die reduzierte Carotinoidbindung mit der direkten Chl b Emission in den
Fluoreszenzemissionsspektren zusammenhangen.

Die Absorptionsspektren von CP24-LV und CP24-Vx zeigten in der Soret-Region eine Dop-
pelspitze bei 440 (bzw. 441) und 466 nm mit einer Schulter bei 418 nm (Abb. 12). Das
Absorptionsmaximum im langwelligen Bereich lag bei 670 nm und besal eine Schulter bei
652 nm. Im Bereich zwischen 540 und 630 nm waren noch weitere Absorptionen zu
erkennen, allerdings mit geringer Amplitude (Abb. 12). Fir rekonstituierte CP24-Komplexe
von Zea mays wurde ein Absorptionsmaximum in der Q,-Region bei 675 nm beschrieben
(Pagano et al. 1998). Frihere Studien an rekonstituierten CP29-Komplexen konnten zeigen,
dass das Entfernen Uberschissiger Pigmente aus den rekonstituierten Komplexen eine
Verschiebung des Absorptionsmaximums in den langerwelligen Bereich zur Folge hatte (Gi-
uffra et al. 1996). Eine weitere Reinigung der in dieser Arbeit rekonstituierten Komplexe hatte
denselben Effekt erzielen kdnnen, jedoch schien der Anteil an freien Pigmenten in den Kom-
plex-Banden eher gering zu sein (vgl. Abb. 10), so dass darauf verzichtet wurde. Aufgrund
der spektroskopischen Charakterisierung der rekonstituierten CP24-Komplexe lasst sich
vermuten, dass ein Teil der, mit den Komplexen assoziierten, Chlorophylle nicht richtig
koordiniert wurde. Dies kdnnte den gestérten Energietransfer und Anderungen im Absorp-
tionsspektrum erklaren. Alternativ ist die zusatzliche Bindung von Chlorophyllen denkbar.
Dies konnte eine vergleichbare Anderung in den Spektren bewirken und auch das erhdhte
Chl/Car-Verhaltnis im Vergleich zu den Pigmentstdchiometrien von Zea mays (Pagano et al.

1998, Moya et al. 2001) erklaren. Allerdings missten Chl a und b Molekile in gleicher Weise
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beeinflusst werden, da das gemessene Chl a/b-Verhaltnis den publizierten Daten entspricht
und in allen Rekonstitutionen reproduzierbar war. Eine verminderte Bindung der Carotinoide

scheint daher wahrscheinlicher.
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Abbildung 12: Dargestellt sind die Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren von CP24-LV und CP24-VX.
Zur Spektroskopie wurden die Proben entsprechend 1 pg Chl in Spektroskopiepuffer (vgl. Kap. 2.9)
aufgenommen und vermessen. Fluoreszenzemissionsspektren: blau = Anregung bei 440 nm, rot = Anregung bei
475 nm, griin = Anregung bei 500 nm. Die Normierung der Fluoreszenzemissionsspektren erfolgte auf 100 im
Maximum, die Absorptionsspektren wurden auf 1,0 im Maximum normiert.
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3.1.2.2 Belegung der Carotinoidbindestellen in den rekonstituierten CP24-

Komplexen

Native CP24-Komplexe binden zwei Carotinoide, Lut und Vx, die zu gleichen Teilen im
Monomer vertreten sind. Es wurde postuliert, dass die Carotinoide am CP24 an die L1- und
L2-Bindestelle gebunden werden (Morosinotto et al. 2003). Unter nativen Bedingungen
erwartet man, dass Lut aufgrund seiner hohen Affinitat zu dieser Bindestelle (Hobe et al.
2000, Croce et al. 1999a, Formaggio et al. 2001) an L1 gebunden wird. Die L2-Bindestelle
ware demnach mit Vx belegt. Fiur die L2-Bindestelle wurden, abhangig vom LHC-Protein,
sowohl Lut, Vx und Nx als Liganden mit unterschiedlichen Affinitdten beschrieben (Ruban et
al. 1999, Morosinotto et al. 2003). Die in dieser Arbeit rekonstituierten Komplexe CP24-LV
und CP24-Vx enthielten nur 1.65, bzw. 1.52 Carotinoide pro 10 Chl. Theoretisch waren somit
nur in jedem zweiten Komplex zwei Carotinoide vertreten. Bei gleicher stéchiometrischer
Verteilung von Lut und Vx auf die Komplexe ist anzunehmen, dass die Komplexe mit zwei
Carotinoiden Lut an L1 und Vx an L2 gebunden hatten. In den Komplexen mit nur einem
Carotinoid wurde entweder Lut oder Vx an die L1-Bindestelle gebunden. In den CP24-Vx
Rekonstitutionen konnte das fehlende Lut an der L1-Bindestelle durch Vx ersetzt werden
(vgl. Tab. 3).

CP24-LV 50% 25% 25%
L1 Lut Lut VX
L2 VX — —
CP24-Vx 50% 50%
L1 VX VX
L2 VX —

Tabelle 3: Theoretische Verteilung der Carotinoide auf die Bindestellen in den CP24-Komplexen. Nur grin
markiertes Vx sollte fir die De-epoxidation zuganglich sein, rot markiertes Vx dagegen nicht. Die Prozentangaben
in der Tabelle entsprechen dem Vorkommen der jeweiligen Komplexvariante in der rekonstituierten Probe.

Folgt man dieser Hypothese waren in den CP24-LV-Komplexen 66% des vorhandenen Vx
an der L2-Bindestelle gebunden und 33% an L1 in den Komplexen mit nur einem Carotinoid.
Fir CP24-Vx waren es je 66% an L1 und 33% an L2 (vgl. Tab. 3). Voran gegangene in vitro
Studien an rekonstituierten Lhcb1-Komplexen konnten zeigen, dass Vx, gebunden an der
L2-Bindestelle, de-epoxidierbar ist (vgl. Kap. 1.5, Jahns et al. 2001). An der L1-Bindestelle
besitzt Vx jedoch stabilisierende Funktionen, so dass ein Herauslésen des Carotinoids den
Zerfall des Komplexes zur Folge hatte (Plumley und Schmidt 1987, Paulsen et al. 1990,
Formaggio et al. 2001). Vx an der L1-Bindestelle ist somit erst nach Zerfall des Komplexes
fur die De-epoxidation zuganglich. Theoretisch waren demnach an intakten CP24-LV-

Komplexen 66% und am CP24-Vx 33% des vorhandenen Vx de-epoxidierbar.
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3.1.2.3 In vitro De-epoxidation an rekonstituierten CP24-Komplexen
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Abbildung 13: Zeitverlauf der in vitro De-
epoxidation an rekonstituierten CP24-Komplexen.
freies Vx 13A- CP24-LV-Komplexe enthielten Chl a+b
N sowie Lut und Vx; 13B- CP24-Vx-Komplexe
enthielten Chl a+b und Vx; 13C- freies Vx. Die in
vitro De-epoxidation wurde an diesen Komplexen
nach Zugabe von MGDG bei pH 5.2 und 20 °C
gemessen. Die Reaktion wurde durch einen
Proteinextrakt mit erhdhter De-epoxidaseaktivitat
katalysiert. Die Konzentration von Vx und VDE
wurde in allen Experimenten anndhernd gleich
gehalten. Die angegebenen Daten sind Mittel-
werte (+SD) aus drei unabhangigen Messungen.
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Der Verlauf der in vitro De-epoxidation an den rekonstituierten CP24-Komplexen ist in Abb.
13 dargestellt. Die Kontrolle mit nicht proteingebundenem Vx als Substrat zeigte eine
schnelle und vollstdndige Umsetzung des Vx zu Zx. Bereits nach 5 Minuten war etwa die
Halfte des freien Vx zu Zx umgesetzt (Abb. 13C). Diese Beobachtung steht im Einklang mit
friheren Untersuchungen unter ahnlichen Reaktionsbedingungen (Jahns et al. 2001, vgl.
Abb. 7A). Am CP24-LV-Komplex (Abb. 13A) konnten knapp 40% des gebundenen Vx um-
gesetzt werden, wobei die Kinetik dem Reaktionslauf des freien Vx stark dhnelte. So waren
nach etwa 7 Minuten am CP24-LV-Komplex schon 50% des zugéanglichen Vx umgesetzt
worden. Bei der Uberlegungen zur Verteilung des Vx auf die Carotinoidbindestellen wurden
66% als de-epoxidierbares Vx an L2 und nur 33% als nicht zuganglich an der L1-Bindestelle
vermutet. Der Reaktionsverlauf zeigte jedoch eindeutig, dass ein grofRerer Teil als theore-
tisch angenommen von der De-epoxidation ausgeschlossen war. Demzufolge war in den
CP24-LV-Komplexen Vx an L2 im Gegensatz zu den Beobachtungen am Lhcb1-Komplex

(Jahns et al. 2001) nicht vollstandig zuganglich.
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Im CP24-Vx-Komplex war Vx als einziges Carotinoid gebunden. In diesem Fall war die De-
epoxidation um etwa den Faktor 3 im Vergleich zur Reaktion mit freiem Vx verlangsamt (vgl.
Abb. 13B). Die Kinetik ist vergleichbar mit der De-epoxidation des L2-gebundenen Vx am
Lhcb1 (Jahns et al. 2001, vgl. Abb. 7C). Nach zwei Stunden waren am CP24-Vx-Komplex
knapp 40% des gesamten Vx umgesetzt, obwohl die Reaktion zu diesem Zeitpunkt noch
nicht eindeutig gesattigt schien. Der Umsatz von 40% entspricht ndherungsweise dem
theoretischen Erwartungswert. Beim Vergleich der De-epoxidationen an CP24-LV und CP24-
Vx fallt auf, dass sich das an L2 postulierte Vx unterschiedlich gut umsetzen lasst. In den
Komplexen mit Lut erfolgt die De-epoxidation zwar schnell, ist jedoch auf einen Teil des Vx
begrenzt. In den Komplexen ohne Lut wurde eine langsame Reaktion beobachtet, in der das
an L2 vermutete Vx vollstdndig umgesetzt wurde. Es kann spekuliert werden, dass die
Bindung von Lut an L1 die Verfligbarkeit von Vx an L2 beeinflusst. Hierdurch ware die
Limitierung der De-epoxidation in den CP24-LV-Komplexen zu erklaren. Bei der Deutung der
De-epoxidationsergebnisse muss jedoch bedacht werden, dass die Rekonstitutionen der
CP24-Apoproteine zu Komplexen flhrte, die nur Uber einen gestérten Energietransfer
verfugten (vgl. Abb. 12). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass sich die Schwierigkeiten bei
der Rekonstitution der Komplexe auch auf die De-epoxidation des gebundenen Vx aus-
wirken. So kénnte der in den CP24-LV Proben schnell de-epoxidierbare Teil des Vx
fehlerhaft an die Komplex koordiniert worden sein, wodurch eine bessere Verfligbarkeit

denkbar ware.

Parallel zur Kinetik der De-epoxidationsreaktionen wurde untersucht, inwieweit das gebildete
Zx wieder an die Komplexe zurickgebunden wurde. Hierzu wurden Versuche mit und ohne
Zusatz von VDE durchgefiihrt. Nach Ablauf der zweistlindigen De-epoxidation wurden die
Proben aufkonzentriert und erneut Uber einen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt.
Durch die Gradienten konnte zusatzlich die Stabilitat der rekonstituierten Komplexe wahrend
der zweistiindigen Inkubationszeit Uberprift werden. Die Bildung einer freien Pigmentbande
und Veranderungen in den Pigmentstéchiometrien sind Anzeichen flr die Instabilitat der
Komplexe. Die Pigmentanalysen der resultierenden freien Pigment -, bzw. Monomer-Banden
sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Auch ohne Einwirkung des Enzyms wurden bei beiden Komplex-Typen 30% der Gesamt-
Pigmente in der freien Pigmentbande gefunden. Die unterschiedliche Carotinoid-Ausstattung
beeinflusste somit die Stabilitdt der CP24-Komplexe nicht. Wie zuvor anhand der Spektren
(Abb. 12) bereits vermutet, scheint der reduzierte Carotinoidgehalt sowohl CP24-LV als auch
CP24-Vx zu destabilisieren. Die freie Pigmentbande zeichnete sich fiur beide Komplex-Typen
im Vergleich zu den jeweiligen Monomer-Banden durch ein erhéhtes Chl a/b- und Car/Chl-

Verhaltnis sowie die hdchsten DEPS aus. Diese Beobachtungen zeigen, dass speziell Chl a
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Molekiile und Carotinoide, insbesondere Zx in den Proben mit VDE-Zusatz, im Laufe des

Experimentes aus den Komplexen herausgeldst wurden.

o Car/l Luv | Vx/ | Ax/ | Zx | VAZI
Probe ~ |chicar| 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 |DEPS| Vol
chi| chl | chi | chi | chi | chi [%]
epoxidiert | 1.09] 6.08 [164] 0.81 | 083 | — | — | 083 | 000 | —
FP-VDE [1.62| 562 |1.78] 0.85 | 0.93 | 0.00 | 0.00 | 0.93 | 0.00 | 30

de-
epoxidiert|0.99| 645 |1.55| 0.74 | 0.81 | 0.00 | 0.00 | 0.81 | 0.00 | 70

CP24-| -VDE
5 \F/';E 173 531 |1.87| 092 | 053 | 0.01 | 041 | 095 | 043 | 30

de-
epoxidiert[1.04| 624 |1.60| 0.76 | 0.70 | 0.00 | 0.14 | 0.84 | 017 | 70

+ VDE
epoxidiert | 1.09] 658 [152] — | 162 | — | — | 152 | 000 | —
FP-VDE|1.70| 6.95 |1.44] — | 1.44 | 0.00 | 0.00 | 1.44 | 0.00 | 30

de-
epoxidiert[1.04| 829 [121| — | 121|000 |000| 121 | 000 ]| 70

CP24-| -VDE
VX | FP+ 148l 814 |123] — | 1.07] 000|016 123 | 043 | 30

VDE

de-
epoxidiert|1.10| 853 [1.17| — | 1.10|0.00|0.07 | 1.17 | 006 | 70

+ VDE

Tabelle 4: Pigmentanalysen der jeweiligen CP24-Monomerbanden, bzw. freien Pigmentbanden, vor und nach der
De-epoxidation. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, die Standardabweichungen
betrugen nicht mehr als 15% des jeweiligen Wertes. Die erneute Aufreinigung der de-epoxidierten Komplexe
durch Dichtegradientenzentrifugation ergab Banden von sehr geringer Intensitat, weshalb eine genaue Volumen
Bestimmung nicht méglich war. Um trotzdem Angaben zur relativen Verteilung der Pigmente machen zu kénnen,
wurden die Volumina der einzelnen Banden geschatzt.

Fiar die Monomere |asst sich festhalten, dass auch ohne Enzymeinwirkung allein durch die
zweistundige Inkubationszeit der Carotinoidgehalt im Verhaltnis zu den Chl reduziert wurde.
Das Chl a/b-Verhaltnis blieb dagegen annahernd stabil. Auffallig ist, dass in den CP24-LV-
Komplexen der Lut-Gehalt, obwohl Lut an der stabilisierenden L1-Bindestelle vermutet wird,
starker reduziert wurde als der des VAZ-Pools, was ebenfalls fur die Instabilitat der Kom-
plexe spricht. Die Pigmentanalyse der de-epoxidierten Monomer-Banden zeigte, dass Zx an
beide Komplex-Typen rickgebunden wurde. Der DEPS der de-epoxidierten CP24-LV-
Komplexe war mit 0.17 allerdings deutlich geringer, als der theoretisch mdgliche von 0.66
und lag auch noch weit unter dem des Gesamtextraktes der Kinetik (DEPS nach 120 Min:
0.36). Da der Carotinoidgehalt pro Komplex nicht wesentlich reduziert wurde, ist davon
auszugehen, dass weniger als 20% des komplexgebundenen VAZ-Pools fiur das Enzym
zuganglich waren. Die restliche De-epoxidation, die in vitro gemessen werden konnte, fand

demnach an Vx aus zerfallenen Komplexen statt.
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An den CP24-Vx Komplexen wurde ein DEPS von 0.06 gemessen, ebenfalls weniger als
theoretisch erwartetet (0.33) und in dem Gesamtextrakt der Kinetik gemessen wurde (0.38).
Zusatzlich zeigte die Pigmentanalyse der erneut aufgereinigten CP24-Vx Komplexe die
Reduktion des Carotinoidgehaltes auf 1.2 pro Monomer. Theoretisch verfugte somit nur noch
jeder fiinfte Komplex Uber 2 Carotinoide. Der sehr hohe Vx-Gehalt in der freien Pigment-
bande lasst dabei vermuten, dass ein Grofteil des Vx erst nach Abschluss der De-epoxida-
tionsexperimente, wahrend der erneuten Auftrennung der Proben, aus dem Komplex heraus-
geldst wurde. Ware das Vx schon wahrend der De-epoxidation freigesetzt worden, hatte es

wie freies Vx (Abb. 13 C) vollstandig zu Zx umgesetzt werden missen.

Obwohl sowohl die Pigmentstochiometrien als auch das Volumen der freien Pigment- und
der Monomer-Bande bestimmt wurden, entspricht die Summe der Pigmente aus den beiden
Banden nicht den Pigmentverhaltnissen aus dem Gesamtextrakt der Kinetik. Diese Abweich-
ungen wurden durch den Versuchsablauf bedingt. Die starke Verdinnung wahrend der De-
epoxidation, das anschlieRende Aufkonzentrieren und die letztliche Dichtegradientenzentri-
fugation fuhren gerade bei labilen Komplexen wie dem rekonstituierten CP24 zu unvermeid-
baren Fehlerquellen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl das freie als auch das
komplexgebundene Vx in gleicher Weise betroffen waren und somit der grundlegende

Charakter der De-epoxidation an den CP24-Komplexen in den Versuchen erhalten blieb.

Zusammenfassend |asst sich flr die De-epoxidation an CP24-Komplexen feststellen, dass
vor allem an den CP24-LV-Komplexen, welche die natirliche Pigmentbindung widerspiegeln,
weniger als die Halfte des an L2 vermuteten Vx zu Zx umgesetzt werden konnte. Somit

scheint der Anteil der CP24-Komplexe an der Gesamt-De-epoxidation eher begrenzt zu sein.
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3.1.2.4 Charakterisierung der rekonstituierten CP26-Komplexe

a) Pigmentanalysen

Die Pigmentanalysen der CP26-Komplexe sind in Tabelle 5 dargestellt. Der Carotinoidgehalt
wurde auf 9 Chl normiert, was der Menge an Chl pro CP26 Monomer entspricht (Croce et al.
2002).

Chl a/b Chl/Car Car/9 Chl Nx/9 Chl Vx/9 Chl Lut/9 Chl

CP26-LVN | 2.51 £ 0.27 | 4.01 £0.09 | 2.25+£0.05| 0.73£0.04 | 0.23 £0.04 | 1.28 £ 0.05

CP26-LV |1.98+0.15|4.74+0.21 | 1.90 £0.09 — 0.37 £0.06 | 1.53 £ 0.08

CP26-NV |1.75+0.12]3.92+0.20 | 2.30+0.12 | 0.99+0.10 | 1.31 £0.02 —

Tabelle 5: Pigmentanalysen der rekonstituierten Komplexe nach der Dichtegradientenzentrifugation. Die ange-
gebenen Daten sind Mittelwerte + SD aus 6-12 Rekonstitutionen.

Die Analysen ergaben flr die in vitro rekonstituierten CP26-LVN-Komplexe von Nicotiana
tabacum ein Chl a/b-Verhaltnis von 2.51 und ein Car/Chl-Verhaltnis von 2.25. Diese Werte
sind hoher als die zuvor publizierten Daten fur in vitro rekonstituierte CP26-Komplexe von
Zea mays (Frank at al. 2001, Croce et al. 2002a). Allerdings glichen die rekonstituierten
Komplexe von Nicotiana tabacum in ihren Stochiometrien den nativen CP26-Komplexen
anderer Spezies und Praparationen (Peter und Thornber 1991, Bassi et al. 1993, Ruban et
al. 1994 & 1999, Moya et al. 2001, Croce et al. 2002a, Das et al. 2002). Innerhalb der ver-
schiedenen Publikationen schwanken dartber hinaus die Angaben zur Bindung der verschie-
denen Carotinoide. In der vorliegenden Arbeit konnten an die rekonstituierten CP26-LVN-
Komplexe 1.28 Lut, 0.73 Nx und 0.23 Vx pro Monomer gebunden werden. In ahnlichem
Verhaltnis wurden die Carotinoide an nativen und rekonstituierten CP26-Komplexen von Zea
mays (Bassi et al. 1993, Croce et al. 2002a) und nativen CP26-Komplexen von Hordeum
vulgare (Peter und Thornber 1991) detektiert. Im Gegensatz dazu stehen Isolationen nativer
Komplexe, bei denen gleich viel Vx und Nx gefunden wurden (Ruban et al. 1994 & 1999,
Frank et al. 2001, Moya et al. 2001, Das et al. 2002).

Die Tabelle zeigt eindeutig, dass durch die Variation der Carotinoidzusammensetzung im
Rekonstitutionsansatz die gesamte Pigmentbindung in den CP26-Komplexen verandert
wurde. So wurde an den CP26-LV-Komplexen, denen Nx fehlte, das Chl a/b- und das Car/
Chl-Verhaltnis, verglichen mit den CP26-LVN-Komplexen, deutlich reduziert (Chl a/b = 1.98
zu 2.51; Car/Chl = 1.90 zu 2.25). Die Reduktion des Nx-Gehaltes wurde somit nur zum Teil
durch einen erhdhten Einbau von Lut und Vx kompensiert. Aufgrund der Stéchiometrien im
Rekonstitutionsansatz hatte man, bei gleicher Affinitdt der Pigmente zu den Carotinoid-

Bindestellen, einen Ausgleich durch Vx oder Lut erwartet. Es ist allerdings bekannt, dass Lut
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am Lhcb1 keine Affinitat zur N1-Bindestelle besitzt (Hobe et al. 2000). Demzufolge standen
zur Bindung des Lut unabhangig vom Pigmentangebot nur die L1- und L2-Bindestelle zur
Verfugung, an der N1-Bindestelle ware Nx demnach nur durch Vx zu ersetzen. Der Gehalt
des Vx blieb jedoch auf 0.37 pro CP26-LV Monomer beschrankt und war damit nur halb so
grol3 wie der Nx-Anteil im CP26-LVN-Komplex (0.73). Dies lasst vermuten, dass auch Vx
nicht an die N1-Bindestelle der CP26-Komplexe binden konnte. Die Bedeutung des Nx flr
die Rekonstitution des CP26-Komplexes wurde schon von Ros et al. (1998) beschrieben. Es
wurde beobachtet, dass Rekonstitutionen mit nur einem Carotinoid oder Mischungen aus Lut
und Vx nur 40-50% der Ausbeute erreichten im Vergleich zu Rekonstitutionen mit vollstan-
digem Carotinoidangebot. 80-90% der Ausbeute ergaben dagegen Ansatze mit Carotinoid-
mischungen aus Nx und Lut oder Nx und Vx. Offensichtlich besitzt Nx eine essentielle Funk-
tion flr die Stabilitat von CP26. Die gesteigerte Stabilitat von Nx-haltigen CP26-Komplexen
gegenuber erhdhten Temperaturen konnte von Croce et al. (2002a) festgestellt werden.

Das Chl a/b-Verhéltnis wurde in den CP26-NV-Komplexen im Vergleich zu den LVN-
Komplexen noch starker reduziert (1.75, respektive 2.51), als es zuvor fur die LV-Komplexe
beobachtet worden war. Der Carotinoidgehalt glich jedoch dem der CP26-LVN-Komplexe. Vx
scheint hier das fehlende Lut als Hauptcarotinoid im Komplex zu ersetzen. Nx konnte in
ahnlichem Verhaltnis, wie im CP26-LVN-Komplex, mit anndhernd einem Nx/Monomer
gebunden werden (0.99 CP26-NV und 0.73 CP26-LVN).

Anhand dieser Beobachtungen kénnen zwei kontrare Vermutungen angestellt werden: 1. Nx
besitzt im CP26-Komplex eine viel héhere Affinitat zur L2-Bindestelle als Vx oder 2. bei der
Bindesstelle des Nx im CP26-Komplex handelt es sich um eine spezifische Nx-Bindestelle,
die fur Lut und Vx nicht zuganglich ist. Beide Hypothesen wurden auch schon von Croce et
al. (2002a) aufgestellt, die vergleichbare Beobachtungen machten: Gesteigerter Carotinoid-
gehalt und erhdhte Stabilitat der Komplexe bei Nx-Bindung. Die zweite These ist jedoch zu
bevorzugen, da eine spezifische Nx-Bindestelle am CP26 mit der postulierten Selektivitat der
N1-Bindestelle flr Carotinoide in 9-cis-5,6-epoxy Konformation (Snyder et al. 2004) Gberein-
stimmt. Folgerichtig wirde die Selektivitat der N1-Bindestelle flir Nx die Beobachtungen
erklaren, warum in den Komplexen mit Nx etwas mehr als zwei Carotinoide pro Monomer
gebunden werden konnten (CP26-LVN 2.25, CP26-NV 2.30).

Eine Auswirkung der veranderten Carotinoidzusammensetzung auf die Bindung der Chloro-
phylle ist bisher nicht beobachtet worden (Ros et. al. 1998, Frank et al. 2001, Croce et al.
2002a). Eventuell erleichtert aber die veranderte Carotinoidzusammensetzung in den CP26-
LV- und CP26-NV-Komplexen ein Herauslésen von Chl a wahrend des Waschgangs auf
der Ni-Saule, wodurch die in dieser Arbeit beobachtete Reduktion des Chl a/b-Verhaltnisses
zu erklaren ware. Der Reinigungsschritt mittels Metallchelatchromatographie ist in den Re-

konstitutionen, die den vorherigen Publikationen zugrunde liegen, nicht durchgefuhrt worden.
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Im Rahmen dieser Arbeit ist es im Gegensatz zu rekonstituierten CP26-Holokomplexen von
Zea mays (Frank et al. 2001, Morosinotto et al. 2002) nicht gelungen, stabile CP26-
Komplexe mit Vx als einzigem Carotinoid zu rekonstituieren. Die Rekonstitution der Lhcb5
Proteine mit einem Vx-Chl-Pigmentgemisch ergab sehr instabile Komplexe, die groftenteils

beim Waschgang auf der Ni-Saule zerfielen.

b) Spektroskopische Charakterisierung

Das Fluoreszenzemissionsspektrum von CP26-LVN zeigte eine gute energetische Kopplung
der Pigmente, was an einem deutlichen Emissionsmaximum bei 680 nm nach Anregung der
Chlorophylle (a+b) und der Carotinoide abzulesen ist (Abb. 14). Es konnte nur eine sehr
schwach ausgepragte Schulter bei 660 nm nach Anregung der Carotinoide und Chl b-Mole-
kile detektiert werden. Diese Schulter wurde bei den Emissionsspektren von CP26-NV zu
CP26-LV immer deutlicher. Die Generierung von ungekoppelter Chl b-Emission wurde
bereits von Frank et al. (2001) flir CP26-Komplexen beschrieben, die mit Zx als einzigem
Carotinoid rekonstituiert worden waren. Die veranderte Carotinoidbindung in den CP26-LV
und CP26-NV-Komplexen kdnnte auch in dieser Arbeit der Grund fir den veranderten
Energietransfer sein. Aufgrund des stark reduzierten Chl a/b-Verhaltnisses ist jedoch
ebenfalls denkbar, dass in den Komplexen Chl a-Molekile fehlen, die als Akzeptor fur die

vom Chl b emittierte Energie fungieren konnten.

Das Absorptionsspektrum von CP26-LVN zeigte Maxima bei 437, 469 und 674 nm und eine
leichte Schulter bei 418 nm (Abb. 14). Im Spektrum von CP26-LV ist das erste Maximum um
1 nm in den kurzwelligen Bereich verschoben, die Schulter im Anstieg zu diesem Maximum
ist deutlicher ausgepragt als bei CP26-LVN. Das Absorptionsspektrum von CP26-NV unter-
scheidet sich deutlicher von den ersten beiden. Hier liegen die Maxima bei 438, 465 und
673 nm. Besonders auffallig ist der Anstieg der Amplitude des zweiten Maximums, von 0.7
bei den beiden vorherigen Komplexen auf 0.9 bei CP29-NV, der auf das reduzierte Chl a/b-
Verhaltnis zurlck gefuhrt werden kann. In allen drei Komplexen sind im Wellenldngenbereich
zwischen 540 und 630 nm noch weitere Absorptionen mit geringer Amplitude zu erkennen,
wie sie auch schon fur CP-24 beschrieben wurden.

Wie zu erwarten war, wurden die Veranderungen im Chl a/b-Verhaltnis der verschiedenen
CP26-Komplexe auch anhand der Absorptionsspektren deutlich. Ein Vergleich der CP26-
LVN (Chl a/b = 2.51) und CP26-NV (Chl a/b = 1.75) Absorptionsspektiren ergab eine
Verschiebung des Maximums bei 469 auf 465 nm. Eine Verschiebung des Absorptions-
maximums in den kurzwelligeren Bereich wurde schon von Croce et al. (2002a) in CP26-

Absorptionsspektren bei Riickgang des Chl a/b-Verhaltnisses von 2 auf 1 beobachtet.
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Abbildung 14: Dargestellt sind die Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren von CP26-LVN, CP26-LV
und CP26-NV. Zur Spektroskopie wurden die Proben entsprechend 1 pg Chl in Spektroskopiepuffer (vgl. Kap.
2.9) aufgenommen und vermessen. Fluoreszenzemissionsspektren: blau = Anregung bei 440 nm, rot = Anregung
bei 475 nm, griin = Anregung bei 500 nm. Die Normierung der Fluoreszenzemissionsspektren erfolgte auf 100 im
Maximum, die Absorptionsspektren wurden auf 1,0 im Maximum normiert.
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3.1.2.5 Belegung der Carotinoidbindestellen in den rekonstituierten

CP26-Komplexen

Fur die Verteilung der Carotinoide im CP26-Komplex wurden verschiedene Hypothesen auf-
gestellt. Zum einen wird vermutet, dass zwei Carotinoide pro Komplex an L1 und L2 binden.
Dabei wird eine heterogene Belegung der L2-Bindestelle mit Vx oder Nx vorgeschlagen,
wahrend Lut an L1 gebunden ist (Frank et al. 2001, Morosinotto et al. 2003). Demzufolge
wulrden sowohl Lut/Vx- bzw. Lut/Nx-Komplexe existieren. Zum anderen wurde beobachtet,
dass mehr als 2 Carotinoide an den Komplex binden kénnen. Neben der Belegung von L1
und L2 wurde flr Nx an diesen Komplexen N1 als zusatzliche Bindestelle, allerdings mit
geringerer Affinitat als im LHCII, vorgeschlagen (Ruban et al. 1999, Croce et al. 2002a).
Ruban et al. (1999) postulierten dariiber hinaus die lockere Bindung von einem Molekul Vx
pro CP26 Monomer an V1 vergleichbar mit der Bindung des Vx an den monomeren LHCII-
Komplexen. Dabei wurde die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass die L2-Bindestelle frei
bleibt (Ruban et al. 1999).

Die Analyse der Pigmentstdéchiometrien der verschiedenen Komplexe aus dieser Arbeit
ergab folgende Beobachtungen: 1. Wenn Nx gebunden wurde, konnten mehr als 2 Caroti-
noide am Komplex detektiert werden. 2. Lut und Vx konkurrierten um dieselben Bindestellen,
wobei Lut eine viel hdhere Affinitdt besall als Vx. Fiur die in dieser Arbeit rekonstituierten
CP26-Komplexe aus Nicotiana tabacum werden daher die in Tab.6 zusammengefassten
Belegungen der Carotinoid-Bindestellen vorgeschlagen. Die Verteilung der einzelnen Pig-
mente auf die verschiedenen Komplexe entspricht dabei den gemessenen Stéchiometrien

der epoxidierten Komplexe.

CP26-LVN 50% 25% 25%
L1 Lut Lut Lut
L2 - Lut
N1 Nx Nx
CP26-LV 60% 40%
L1 Lut Lut
L2 Lut
CP26-NV 66% 33%
L1 VX VX
L2 -
N1 Nx Nx

Tabelle 6: Theoretische Verteilung der Carotinoide auf die Bindestellen in den CP26-Komplexen. Nur griin
markiertes Vx sollte fiir die De-epoxidation zuganglich sein, rot markiertes Vx dagegen nicht. Die Prozentangaben
in der Tabelle entsprechen dem Vorkommen der jeweiligen Komplexvariante in der rekonstituierten Probe.
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CP26-LVN hat 2.25 Carotinoide pro Komplex gebunden, d.h. drei von vier Komplexen hatten
zwei und einer drei Carotinoide gebunden. Aufgrund der hohen Affinitdt von Lut zur L1-
Bindestelle erwartet man in allen Komplexen eine Belegung dieser Bindestelle durch Lut. Die
L2-Bindestelle hatte theoretisch von allen drei Carotinoiden belegt werden kdnnen. Die
beobachteten Besonderheiten bei Bindung von Nx an das CP26 Apoprotein lassen jedoch
die Bindung von Nx an N1 bevorzugen (vgl. Kap. 3.1.2.4), so dass als mdgliche Liganden
der L2-Bindestelle nur Lut und Vx in Betracht kommen. In den Komplexen mit 3 Carotinoiden
ware Nx zusatzlich an N1 gebunden worden (vgl. Tab. 6).

Am CP26-LV-Komplex wurden 2 Carotinoide pro 9 Chl detektiert. Vx machte 20% der
Carotinoide aus. Es ist davon auszugehen, dass unter diesen Umstanden zwei von flnf
Komplexen Vx an L2 gebunden hatten (vgl. Tab. 6).

An die CP26-NV-Komplexe wurden 2.3 Carotinoide pro 9 Chl gebunden, was in zwei von
drei Komplexen zwei Carotinoide und in dem dritten Komplex drei Carotinoide vermuten
Iasst. Aufgrund der Affinitdten und Pigmentstdchiometrien ist zu erwarten, dass Vx in allen
Komplexen an der L1-Bindestelle gebunden wurde und nur in einem von drei Komplexen
zusatzlich an der L2-Bindestelle vertreten war. Fir Nx wird in den CP26-VN Komplexen

wieder die Bindung an N1 vorgeschlagen (vgl. Tab. 6).

Bei der Verteilung der Pigmente auf die einzelnen Bindestellen kann prinzipiell nicht ganzlich
ausgeschlossen werden, dass Vx (bei belegter L1-Bindestelle) an V1 gebunden wurde. Fir
die De-epoxidation wirde die Bindung des Vx an einer peripheren Bindestelle die schnellere
Verflgbarkeit des Substrates im Gegensatz zur Bindung an L2 oder gar L1 und damit die
Voraussetzung flir einen schnellen enzymatischen Umsatz bedeuten. Die Moglichkeit der
Vx-Bindung an V1, bei unbelegter L2-Bindestelle, wurde allerdings in dieser Arbeit aul3er
Acht gelassen. Schon am Lhcb1, fir den die V1-Bindestelle eindeutig nachgewiesen ist (Liu
et al. 2004, Standful® et al. 2005), konnten durch in vitro Rekonstitution keine vier Caroti-
noide pro Monomer gebunden werden (Dr. S. Hobe, pers. Mitteilung). Daher erscheint es
sehr unwahrscheinlich, dass in den hier durchgefiihrten Rekonstitutionen des CP26 LHCs
mit belegter V1 aber leerer L2-Bindestelle entstanden sein sollten. Dieses hatte eine héhere

Affinitat der V1-Bindestelle am CP26 im Vergleich zum Lhcb1-Protein vorausgesetzt.
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3.1.2.6 In vitro De-epoxidation an rekonstituierten CP26-Komplexen
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Abbildung 15: Zeitverlauf der in vitro De-epoxidation an rekonstituierten CP26-Komplexen. 15A- CP26-LVN
Komplexe enthielten Chl a+b sowie Lut, Vx, Nx; 15B- CP26-LV-Komplexe enthielten Chl a+b Lut und Vx; 15C-
CP26-NV-Komplexe enthielten Chl a+b sowie Vx, Nx; 15D- freies Vx. Die Bedingungen fur die in vitro De-
epoxidation an den CP26-Komplexen entsprechen den Angaben in der Legende zu Abbildung 13. Die ange-
gebenen Daten sind Mittelwerte (+ SD) aus drei unabhangigen Messungen.

Die De-epoxidationskinetiken der verschiedenen CP26-Komplexe sind in Abbildung 15 dar-
gestellt. Anhand der Abb. 15A zeigt sich, dass Vx gebunden am CP26-LVN-Komplex lang-
sam umgesetzt wurde. Innerhalb der zweistiindigen Reaktionsdauer wurden nur 40% des
gesamten Vx-Pools de-epoxidiert, die Reaktion war jedoch in diesem Zeitraum noch nicht
abgeschlossen. Die vorangegangenen Uberlegungen zur Belegung der Carotinoidbinde-
stellen am CP26-LVN-Komplex lieRen vermuten, dass Vx an der L2-Bindestelle gebunden
war. Aufgrund der am Lhcb1 gewonnenen Erkenntnisse ware Vx demnach langsam aber
vollstandig de-epoxidierbar. Entgegen dieser Annahme wurde Vx am CP26-LVN zwar
langsam aber nur unvollstandig de-epoxidiert. Die nach der De-epoxidation erneut aufge-
trennten Monomere besallen einen DEPS von 0.51 (vgl. Tab. 7). Folglich wurde nur die

Halfte des theoretisch mdglichen Vx zu Zx umgesetzt und an den Komplex gebunden. Es ist
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bekannt, dass die Bindung von Nx stabilisierende Wirkung auf den CP26-Komplex besitzt
(Ros et. al. 1998, Croce et al. 2002a). Eine Belegung der N1-Bindestelle kdnnte somit das
Herauslésen von Vx an L2 und damit den Zugang des Enzyms zum Substrat erschweren.
Der langsame Verlauf der Reaktion sowie die fehlende Akkumulation das Ax zu Beginn der
Reaktion sind weitere Anzeichen fir die reduzierte Verfligbarkeit des Substrates. Aufgrund
dieser Beobachtungen an den CP26-LVN-Komplexen, die die Pigmentbindung der nativen
Komplexe widerspiegeln, ist es sehr unwahrscheinlich, dass Vx in vivo am CP26, wie von
Ruban et al. (1999) vorgeschlagen, an der exponierten V1-Bindestelle gebunden wird. Die
Bindung von Vx an L2, wie hier fir die rekonstituierten CP26-LVN Komplexe von Nicotiana
tabacum vorgeschlagen, scheint demnach wahrscheinlicher.

An den CP26-LV-Komplexen ergab sich ein vollig veranderter Reaktionsverlauf (vgl. Abb.
15B). Das gebundene Vx wurde sehr schnell und nahezu vollstandig umgesetzt. Schon nach
sechs Minuten waren knapp 50% des Vx de-epoxidiert. Am CP26-LV-Komplex wurde Vx an
der L2-Bindestelle vermutet (vgl. Tab. 6), was zu einer vollstdndigen aber langsamen
Umsetzung des Vx zu Zx fuhren sollte (Jahns et al. 2001). Entgegen dieser Vermutung
wurde eine schnelle und vollstdndige De-epoxidation von Vx in den CP26-LV-Komplexen
beobachtet, die sich durch die fehlende Bindung des Nx an der N1-Bindestelle erklaren lasst.
Anscheinend kann Vx in Abwesenheit von Nx schnell und effizient aus seiner postulierten
L2-Bindestelle herausgelést werden. Zusatzlich zum fehlenden Nx wirde eine geringe
Affinitat von Vx zum CP26-Apoprotein die De-epoxidierbarkeit erleichtern. Die sehr ahnlichen
Reaktionsverlaufe der De-epoxidationen von Vx gebunden an CP26-LV und freiem Vx unter-
stitzen die Vermutung, dass Vx nur eine sehr geringe Affinitat zu seiner Bindestelle am
CP26-Komplex besitzt und daher sehr schnell de-epoxidiert werden konnte.

Im CP26-NV-Komplex wurde das Protein ohne Lut rekonstituiert. Es ist anzunehmen, dass
unter diesen Bedingungen die stabilisierende Funktion an L1 von Vx Ubernommen wurde
(vgl. Tab. 6). Dadurch bedingt waren an den CP26-NV-Komplexen nur 20% des Vx an L2
gebunden und demzufolge de-epoxidierbar. Der De-epoxidationsverlauf fir diesen Komplex-
Typ zeigte in der Tat einen schnellen Abbau von circa 25% des Vx, was die, schon fur die
CP26-LV-Komplexe postulierte, geringe Affinitdt des Vx zu L2 zu bestatigen scheint (vgl.
Abb. 15C). Die restlichen 30% des zuganglichen Pigmentes wurden langsam de-epoxidiert.
Unter der Annahme, dass Vx nicht an N1, sondern nur an L1 und L2 bindet, misste der
Anteil des langsam umgesetzten Vx aus der L1-Bindestelle stammen. Dies wurde fur eine
erhdhte Instabilitdt der Komplexe in Abwesenheit von Lut sprechen, so dass die langsame
De-epoxidation von Vx zerfallenden Komplexen zugeordnet werden koénnte. Der langsame
und stetige (die Reaktion war nach 2 Stunden noch nicht abgeschlossen) De-epoxidations-

verlauf sowie die ausgepragte freie Pigmentbande nach erneuter Dichtegradientenzentri-
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fugation (vgl. Tab. 7) bestatigen die Vermutung, dass das langsam umgesetzte Vx erst durch

den Zerfall der Komplexe flr das Enzym erreichbar wurde.

Im Anschluss an die zweistiindige De-epoxidation wurden die inkubierten Ansatze aufkon-
zentriert und die Komplexe erneut Uber Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Die
Pigmentanalysen der einzelnen Fraktionen sind in Tabelle 7 dargestellt.

Die Monomer-Banden fast aller Komplex-Typen zeichneten sich durch reduzierte Chl a/b-
sowie Chl/Car-Verhaltnisse, was fur ein verstarktes Herauslosen von Chl a wahrend des
Experimentes spricht. Eine Ausnahme bildet der CP26-NV-Komplex, bei dem parallel zur
Reduktion des Chl a/b-Verhaltnisses durch den Verlust von Carotinoiden auch das Chl/Car-
Verhaltnis erhéht wurde. Eine Besonderheit stellt auRerdem der CP26-LVN-Komplex dar.
Trotz Veranderungen in den Pigmentstochiometrien konnte hier keine freie Pigmentbande
detektiert werden. Dieses Phanomen ist nur durch einen Verlust der freigesetzten Pigmente
wahrend der Aufreinigung zu erklaren.

Verglichen mit den epoxidierten Monomeren anderte sich in den de-epoxidierten Monomeren
die Verteilung der gebundenen Carotinoide zueinander nur geringflgig. An allen Komplex-
Typen konnte nach der De-epoxidation Zx detektiert werden. Der DEPS in den Komplexen
entsprach dem DEPS des Gesamtextraktes nach Ablauf der zweistlindigen Inkubationszeit.
Demzufolge konnte das heraus geldste Vx durch Zx an den Komplexen ersetzt werden. Ein
deutlich erhdhter DEPS konnte in der freien Pigmentbande verglichen mit der Monomer-
Bande am CP26-NV-Komplexe festgestellt werden. Dies ist im Einklang mit dem hohen
Prozentsatz freier Pigmente in dieser Probe. Es ist zu erwarten, dass freies, aus zerfallenen

Komplexen stammendes Vx vollstandig de-epoxidiert werden konnte.

In Bezug auf die Stabilitat zeigten die rekonstituierten CP26-Komplexe nach der De-
epoxidation grolle Unterschiede. Dabei besall der Komplex mit vollstandiger Carotinoid-
Ausstattung (LVN) die groRte Stabilitat, da eine freie Pigmentbande im Gradienten nicht
detektiert werden konnte. In den Komplexen ohne Nx war der Pigmentgehalt in der freien
Pigmentbande und in der Monomer-Bande gleich gro3. Die freie Pigmentbande im CP26-
Komplex ohne Lut enthielt etwa 70% aller Pigmente. Das deutet auf eine verstarkte Instabi-
litdt der CP26-NV-Komplexe hin. Wie schon bei der Betrachtung der De-epoxidationsverlaufe
erwahnt wurde, ist es sehr wahrscheinlich, dass wie beim LHCII die Belegung der L2-Binde-
stelle fir die Stabilitdt der CP26-Komplexe von Bedeutung ist (Croce et al. 1999). Darlber
hinaus ist zu vermuten, dass die CP26-Komplexe eine fir Nx selektive N1-Bindestelle

besitzen, deren Belegung die Stabilitdt des Komplexes ebenfalls bestimmt.
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o Car/ | Lut/ | Nx/ | Vx/ | Ax/ | Zx/ [VAZI
Probe M |chicar) 9 | 9| 9| 9 [ 9| 9| 9 |DEPS| Vol
chi | chi | chi | chi | chi | chi | chi [%]
epoxidiert | 2.51| 4.01 |2.25/1.28|0.73]023| — | — | 0.23] 0.00 | 0.00
FP - VDE nicht sichtbar
de-
epoxidiert|1.75| 3.49 |2.58|1.57|0.81(0.20|0.00/0.00{ 0.20 | 0.00 | 100
CP26-| - VDE
LVN | FP+ T
VDE nicht sichtbar
de-
epoxidiert| 1.74| 354 |2.54|1.57|0.81/0.10(0.00(0.10]0.20 | 0.51 | 100
+ VDE
cpoxidiert | 1.98| 474 |1.90|1563| — |037| — | — | 037 0.00 | —
FP-VDE [1.79| 2.84 |3.15/253] — 10.61/0.00/0.00] 0.61] 0.00 | 50
de-
epoxidiert| 1.36| 4.13 |2.17|1.82| — [0.35(0.00(0.00|0.35 | 0.00 | 50
CP26-| - VDE
5 \F/';E 1.00| 2.64 |340|252| — |0.01]0.12]057|0.70| 0.00 | 50
de-
epoxidiert|1.45| 3.98 |2.25(1.85| — [0.03/0.06/0.31|0.40| 0.86 | 50
+ VDE
epoxidiert | 1.75| 3.92 |2.30] — |099|131| — | — [1.31] 000 | —
FP-VDE|1.90| 1.68 |5.34| — |3.49|1.85]0.00]0.00| 1.85] 0.00 | 70
de-
epoxidiert| 1.26| 4.45 |2.02| — [1.05(0.98(0.00(0.00|0.98 | 0.00 | 30
CP26-| -VDE
a \F/';g 0.17| 562 |1.60| — |0.95(0.10/0.06]0.50|066| 0.80 | 70
de-
epoxidiert| 1.27| 421 |2.14| — |1.08|054|0.05(047(1.06| 047 | 30
+ VDE

Tabelle 7: Pigmentanalysen der jeweiligen CP26-Monomerbanden, bzw. freien Pigmentbanden, vor und nach der
De-epoxidation. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten, die Standardabweichungen
betrugen nicht mehr als 15% des jeweiligen Wertes. Die erneute Aufreinigung der de-epoxidierten Komplexe
durch Dichtegradientenzentrifugation ergab Banden von sehr geringer Intensitat, weshalb eine genaue Volumen
Bestimmung nicht méglich war. Um trotzdem Angaben zur relativen Verteilung der Pigmente machen zu kdnnen,
wurden die Volumina der einzelnen Banden geschatzt.

Die verschiedenen Rekonstitutions- und De-epoxidationsexperimente haben gezeigt, dass
Vx nur eine geringe Affinitadt zur L2-Bindestelle der CP26-Komplexe besitzt. Abhangig von
der Affinitat zur Bindestelle und der Stabilitat des Komplexes, konnte Vx freigesetzt und de-
epoxidiert werden. Die Stabilitat der CP26-Komplexe wurde sehr stark von der Pigmentbin-
dung, insbesondere des Nx an N1, beeinflusst. In den de-epoxidierten Proben konnte das
gebildete Zx an die intakten Komplexe zurtickbinden. Die Stéchiometrien entsprachen hier-

bei in etwa den Pigmentverhaltnissen des Gesamt-Pigmentextraktes aus der De-epoxidation.
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3.1.2.7 Charakterisierung der rekonstituierten CP29-Komplexe

a) Pigmentanalysen

Die Ergebnisse der Pigmentanalysen fir die verschiedenen CP29-Komplexe sind in Tabelle
8 aufgelistet. Wie schon bei CP24 und CP26 erfolgte eine Normierung der Carotinoid-Werte
auf die Anzahl der gebundenen Chlorophylle pro Monomer. Fir den CP29 wurde die

Koordinierung von 8 Chl/Monomer postuliert (Giuffra et al. 1996).

Chl a/b Chl/Car Car/8 Chl Nx/8 Chl Vx/8 Chl Lut/8 Chl
CP29-LVN | 3.37 +0.42 | 4.22+0.25 |1.90+0.11 | 0.53+£0.03 | 0.51 £ 0.05 | 0.86 + 0.13
CP29-LV | 2.56 +0.23 | 5.33+0.20 | 1.50 + 0.05 — 0.70+0.04 | 0.81 £0.08
CP29-NV |3.47+0.18|4.95+0.26 | 1.62+0.08 | 0.56 0.02 | 1.06 + 0.06 —
CP29-V |3.00+0.12|6.41+0.65|1.26+0.13 — 1.26 £ 0.13 —

Tabelle 8: Pigmentanalysen der rekonstituierten Komplexe nach der Dichtegradientenzentrifugation. Die ange-
gebenen Daten sind Mittelwerte aus 4-8 Rekonstitutionen (+ SD).

Bei der Rekonstitution des rekombinanten |hcb4 Genproduktes von Nicotiana tabacum mit
Chl und vollstdndigem Carotinoidangebot (LVN) wurden Komplexe erzielt, die ein Chl a/b-
Verhaltnis von 3.37 und ein Chl/Car-Verhaltnis von 4.22 aufwiesen. Die gebundenen
Carotinoide setzten sich aus 0.86 Lut, 0.53 Nx und 0.51 Vx pro Monomer zusammen. In
ihren Pigmentstdochiometrien entsprachen die rekonstituierten Komplexe aus dieser Arbeit
somit den nativen und rekonstituierten CP29-Komplexen von Zea mays (Crimi et al. 2001,
Moya et al. 2001, Gastaldelli et al. 2003).

Wie schon bei CP26 zu beobachten war, beeinflusste auch bei CP29 die Veranderung der
Carotinoidzusammensetzung im Rekonstitutionsansatz die Pigmentstéchiometrien der re-
konstituierten Komplexe. So verringerte sich das Chl a/b-Verhaltnis von 3.47 im CP29-NV-
Komplex Gber 3.37 (CP29-LVN) und 3.00 (CP29-Vx) bis auf 2.56 im CP29-LV-Komplex (vgl.
Tab. 8). Die Menge an gebundenen Carotinoiden variierte gleichzeitig von 1.90 bei voll-
standiger Carotinoid-Ausstattung (LVN) bis auf 1.26 in den reinen Vx-Komplexen (vgl. Tab.
8). Fur die einzelnen Carotinoide konnte dabei ein recht unterschiedliches Bindungsverhalten
beobachtet werden. Es zeigte sich, dass Lut und Nx unabhangig von der Pigmentzusam-
mensetzung im Rekonstitutionsansatz in festen Stdchiometrien an das CP29 Apoprotein
koordiniert werden konnten. So wurden im CP29-LVN-Komplex 0.86 Lut und im LV-Komplex
0.81 Lut gebunden. Fir Nx konnten Werte von 0.53 im LVN-Komplex und 0.56 im NV-
Komplex ermittelt werden. Folglich konnte an jedem CP29-Komplex, falls es im Rekonstitu-
tionsgemisch vertreten war, nahezu ein Lut und ein halbes Nx koordinieren. Die Bindung des
Vx an CP29 war variabler. So konnten in Abhangigkeit vom Pigmentgemisch von 0.51 im

LVN-Komplex Uber 0.7 im LV-Komplex zu 1.06 im NV-Komplex bis 1.26 Vx im Vx-Komplex
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pro Monomer gebunden werden. (Weitere Uberlegungen zur Belegung der Bindestellen
unter Kap. 3.2.8)

In vergleichbaren Studien am Lhcb4 Apoprotein von Zea mays wurden allerdings unab-
hangig von der Carotinoidzusammensetzung im Rekonstitutionsansatz jeweils 2 Carotinoide
pro Monomer gebunden. Das Chl a/b-Verhaltnis lag ebenfalls unverandert bei 2 (Crimi et al.
2001, Morosinotto et al. 2002a, Gastaldelli et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde zur
Reinigung der Komplexe von Uberschissigen Pigmenten nach der Rekonstitution eine
Metallchelatchromatographie durchgeflihrt. Bei diesem Verfahren kdnnten verstarkt locker
assoziierte Pigmente abgeldst worden sein. Dieser Reinigungsschritt wurde in den vorheri-
gen Arbeiten nicht durchgefiihrt, wodurch die Abweichungen zu erklaren waren.

Es kann aullerdem vermutet werden, dass die Veranderungen in der Pigmentbindung die
Stabilitat der Komplexe beeinflussten und die Komplexe daher wahrend der Reinigung UGber
die Ni-Saule einem verstarkten Verlust von Pigmenten ausgesetzt waren. Ein Stabilitats-
verlust von CP29-Komplexen mit unterschiedlicher Carotinoid-Ausstattung wurde von
Gastaldelli et al. (2003) beschrieben. Es war untersucht worden, inwiefern sich die Stabilitat
der Komplexe gegeniber Warmeeinwirkung unterschied. Der Studie zu Folge nahm die
Stabilitat in der Reihenfolge CP29-LV > CP29-LVN > CP29-NV > CP29-Vx ab. Allerdings
wird die Auswirkung von Warme auf die Komplexe eine andere sein als die des Detergenz in
den Waschlésungen wahrend der Metallchelatchromatographie, so dass die Erkenntnisse

aus der vorherigen Studie sich nicht eindeutig auf diese Arbeit libertragen lassen.

b) Spektroskopische Charakterisierung

Das Fluoreszenzemissionsspektrum der CP29-LVN-Komplexe zeigte einen nahezu voll-
standigen Energietransfer der absorbierten Energie aller Pigmente auf Chl a. Die Koordi-
nierung der Pigmente im rekonstituierten CP29-LVN-Komplex schien somit fast einwandfrei
die lichtsammelnden Funktionen des nativen Antennenkomplexes zu erflillen. Eine gute
energetische Kopplung der Pigmente konnte auch am CP29-NV-Komplex erzielt werden.
Dahingegen zeigte sich im Fluoreszenzemissionsspektrum nach Anregung der CP29-LV-
Komplexe mit Licht einer Wellenlange von 475 nm eine leichte Schulter bei 660 nm, die auf
direkte Chl b-Emission zurlickzufihren ist. Sehr deutlich war diese direkte Emission nach
Anregung der Chl b-Molekille im CP29-Vx-Komplex. Der beobachtete unzulangliche
Energietransfer wurde wahrscheinlich durch die veranderten Pigmentstdchiometrien in den
unterschiedlichen Komplex-Typen verursacht. Die Pigmentanalysen der CP29-Komplexe
haben gezeigt, dass das Chl a/b-Verhaltnis in den Rekonstitutionen ohne Nx besonders stark
reduziert wurde. Zusatzlich wiesen die Fluoreszenzemissionsspektren der Komplexe ohne
Nx auf einen gestorten Energietransfer innerhalb der Komplexe hin. Daher kann postuliert
werden, dass insbesondere die Bindung des Nx am CP29 fir die korrekte Koordinierung der

Pigmente und die richtige Faltung des Komplexes von Bedeutung ist.
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Abbildung 16: Dargestellt sind die Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren von CP29-LVN, CP29-LV,
CP29-NV und CP29-Vx. Zur Spektroskopie wurden die Proben entsprechend 1 ug Chl in Spektroskopiepuffer
(vgl. Kap. 2.9) aufgenommen und vermessen. Fluoreszenzemissionsspektren: blau = Anregung bei 440 nm, rot =
Anregung bei 475 nm, grin = Anregung bei 500 nm. Die Normierung der Fluoreszenzemissionsspektren erfolgte
auf 100 im Maximum, die Absorptionsspektren wurden auf 1,0 im Maximum normiert.

Die Absorptionsspektren der vier verschiedenen CP29-Komplexe zeigten im kurzwelligen
Bereich Maxima um 437 und 465 (bzw. 463) nm. Im langwelligeren Bereich sind Absorptio-
nen mit geringer Amplitude zwischen 520 und 640 nm und ein Maximum bei 675 nm (bzw.
674 nm bei CP29-Vx) zu erkennen.

Die Maxima des CP29-LVN Absorptionsspektrums zeigten im Vergleich zu nativen und re-
konstituierten Spektren anderer Praparationen insbesondere in der Q,-Region eine Verschie-
bung um 1-3 nm in den kurzwelligen Bereich (Henrysson et al. 1989, Giuffra et al.1996, Crimi
et al. 2001, Moya et al. 2001, Voigt et al. 2002, Gastaldelli et al. 2003). In einer friheren
Arbeit wurde ein solcher ,blue-shift* in den Absorptionsspektren isolierter Antennenproteine
auf den Einfluss von Detergenz zuruckgefuhrt (Ruban et al. 2002a). Eine Verschiebung der
Maxima in der Q,-Region im Absorptionsspektrum von CP29 wurde auch durch Senkung der
Messtemperatur beobachtet (Pascal et al. 1999). Allerdings wurden in dieser Arbeit die
Spektren bezlglich der Detergenzkonzentration und der Messtemperatur unter ahnlichen
Versuchsbedingungen aufgenommen, wie sie in der oben zitierten Literatur verwendet
worden waren. Es ist daher zu vermuten, dass hier, wie schon bei CP24, die Verschiebung
der Maxima wahrscheinlich auf die Assoziation unspezifisch an den Komplex gebundener

Pigmente zurtickgefihrt werden muss (Giuffra et al. 1996).
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3.1.2.8 Belegung der Carotinoidbindestellen in den rekonstituierten
CP29-Komplexen

Isolationen von nativem CP29 verschiedener Spezies belegten die Bindung von 2-3 Caroti-
noiden pro Komplex (Peter und Thornber 1991, Bassi et al. 1993, Ruban et al.1999, Das und
Frank 2002). Fir die Verteilung der Carotinoide auf die Bindestellen am CP29 werden
verschiedene Modelle diskutiert. Ruban et al. (1999) favorisieren eine Belegung von L1 mit
Lut, L2 mit Vx und N1 mit Nx oder Vx. Im Gegensatz dazu wird in anderen Arbeiten die
Bindung von Lut an L1 und entweder Vx oder Nx an L2 postuliert (Bassi et al. 1999, Moya et
al. 2001, Gastaldelli et al. 2003, Morosinotto et al. 2003). Um die Existenz der N1-Bindestelle
zu Uberprifen, konstruierten Gastaldelli et al. (2003) chimare LHC-Proteine, bei denen die C-
Helix Domane von CP29 mit der von LHCIl ausgetauscht wurde. Als Folge konnte das
rekombinante chimare Protein kein Nx binden. Die Autoren schlossen daraus, dass die N1-
Bindestelle am CP29 nicht prasent ist. Das Kontrollexperiment, Induktion der N1-Bindestelle
durch Transfer der LHCII-Sequenz in die CP29-Sequenz, blieb jedoch aus. Aus diesem
Grund scheint der Verlust der N1-Bindestelle zwar als sehr wahrscheinlich, kann jedoch nicht
als eindeutig bewiesen betrachtet werden.

In den Rekonstituionen der CP29-Komplexe von Nicotiana tabacum wurden maximal 1.9
Carotinoide pro Komplex gebunden. Wie zuvor erwahnt schienen Lut und Nx in festen
Stochiometrien an CP29 zu binden, so dass jeweils anndhernd 1 Lut und 0.5 Nx pro
Monomer gefunden wurden. Aufgrund der bekannten Affinitdt von Lut zur L1-Bindestelle in
verschiedenen Antennenproteinen héherer Pflanzen kann davon ausgegangen werden, dass
auch am CP29-Komplex von Nicotiana tabacum Lut an L1 gebunden wurde. Die beobachte-
te Bindung eines halben Molekills Nx pro CP29 Monomer lasst darauf schliellen, dass Nx
sich die Bindestelle am CP29 mit einem anderen Pigment teilen musste. Es kann spekuliert
werden, dass es sich bei dieser Bindestelle um L2 handeln muss. Wirde Nx im CP29-
Komplex an N1 und nicht an L2 binden, ware zu erwarten, dass pro Monomer, wie am Lhcb1
und am CP26 beobachtet, 1 Molekil Nx binden kdnnte. Da jedoch nur 0.5 Nx pro Monomer
detektiert wurden, kann vermutet werden, dass an die N1-Bindestelle am CP29 von
Nicotiana tabacum durch in vitro Rekonstitution keine Pigmente gebunden werden konnten.
Es lasst sich sogar nicht ausschlieRen, dass die N1-Bindestelle, wie von Gastaldelli et al.
(2003) gefordert, im CP29-Komplex nicht existiert.

Die Pigmentanalysen der verschiedenen Komplex-Typen haben gezeigt, dass Vx in sehr
unterschiedlichen Stéchiometrien an CP29 binden konnte. Die vorangegangenen Uberlegun-
gen zu Lut und Nx ergeben fur Vx die potentielle Bindung an L2 und/oder L1. An L2 wirde

Vx mit Nx und an L1 mit Lut um die Bindestelle konkurrieren.
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Die Annahmen zur Pigmentbindung am CP29 lassen in den verschiedenen Komplex-Typen
folgende Belegungen der Carotinoid-Bindestellen erwarten (vgl. Tab. 9, die Angaben sind in

Ubereinstimmung mit den Stéchiometrien der Pigmentanalysen):

CP29-LVN 50% 40% 10%
L1 Lut Lut VX
L2 Nx —
CP29-LV 50% 25% 25%
L1 Lut Lut VX
L2 — —
CP29-NV 50% 50%
L1 VX VX
L2 Nx —
CP29-Vx 75% 25%
L1 VX VX
L2 —

Tabelle 9: Theoretische Verteilung der Carotinoide auf die Bindestellen in den CP29-Komplexen. Nur grin
markiertes Vx sollte fir die De-epoxidation zuganglich sein, rot markiertes Vx dagegen nicht. Die Prozentangaben
in der Tabelle entsprechen dem Vorkommen der jeweiligen Komplexvariante in der rekonstituierten Probe.

Am CP29-LVN-Komplex konnten 1.9 Car/8 Chl gebunden werden. Damit besallen 9 von 10
Komplexen zwei und nur ein Komplex 1 Carotinoid. Die Bindung von Lut an L1 scheint auf-
grund der hohen Affinitat als sehr wahrscheinlich. Nx und Vx werden dementsprechend an
L2 vermutet. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch Lut an L2 binden
konnte, wodurch die L1-Bindestelle von einem anderen Pigment belegt worden ware. Am
Lhcb1-Protein konnte jedoch gezeigt werden, dass Nx so gut wie keine Affinitdt zur L1-
Bindestelle besitzt (Hobe et al. 2000). Falls sich diese Beobachtung auf CP29 Ubertragen
I&sst, wirde nur die Bindung von Vx an L1 in Betracht kommen. Aufgrund der bekannten
Affinitatsunterschiede von Lut und Vx am Lhcb1 wurde die Mdglichkeit von Lut und Vx als
gleichberechtigte Bindungspartner an L1 in der obenstehenden Tabelle auer Acht gelassen.
Der CP29-LV-Komplex koordinierte 1.5 Car pro Monomer, d.h. nur in jedem zweiten
Komplex konnten 2 Carotinoide gebunden werden. Lut und Vx waren zu gleichen Teilen in
den Komplexen vertreten. Wiederum lassen sich vergleichbare Affinitdten der beiden Caroti-
noide zu L1 und L2 nicht ausschlielen. Aus den oben erlauterten Grinden wird aber die
bevorzugte Bindung von Lut an L1 und somit die vorrangige Bindung von Vx an L2
favorisiert.

Fir den CP29-NV-Komplex wurde die Bindung von 1.62 Car pro Monomer beschrieben,
was naherungsweise wieder nur in jedem zweiten Komplex 2 Carotinoide vermuten lasst. In
den Komplexen ohne Lut ist davon auszugehen, dass Vx die stabilisierende Funktion an L1

Ubernimmt. Nx wirde demnach in den Komplexen mit 2 Carotinoiden an L2 gebunden sein.
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Der CP29-Vx-Komplex besal® nur 1.26 Carotinoide pro 8 Chl. Somit schien in den
Rekonstitutionen mit Vx als einzigem Carotinoid nur jeder vierte Komplex 2 Carotinoide zu

binden.

3.1.2.9 In vitro De-epxodation an rekonstituierten CP29-Komplexen

Der zweistiindige De-epoxidationsverlauf fur die verschiedenen CP29-Komplexe ist in Abbil-
dung 17 dargestellt. Abb. 17A zeigt das De-epoxidationsverhalten fur das rekonstituierte
CP29-Protein mit nativer Pigmentausstattung (CP29-LVN). In diesem Fall waren nur 13%
des gebundenen Vx fir die De-epoxidase zuganglich. Anhand des Reaktionsverlaufes ist ab-
zulesen, dass die Umsetzung des verfugbaren Vx schon nach 10 Minuten abgeschlossen
war. Den vorangegangenen Uberlegungen zufolge war der grofte Teil des Vx an L2 gebun-
den und ware somit zwar langsam aber vollstandig de-epoxidierbar gewesen. Entgegen
dieser Erwartung konnte der grofite Teil des Vx im CP29-LVN-Komplex nicht de-epoxidiert
werden. Daher scheint die Verflugbarkeit von Vx fir die De-epoxidation an der L2-Bindestelle
von CP29 geringer zu sein als am Lhcb1-Protein, vorausgesetzt dass Vx im CP29-LVN-
Komplex tatsachlich an L2 gebunden wurde. Die verminderte Verfligbarkeit kénnte durch
eine erhdhte Affinitdt von Vx zur Bindestelle oder durch eine andere Faltung des Proteins
bedingt sein.

Die schnelle Zuganglichkeit des de-epoxidierbaren Vx spricht fur eine zusatzliche lockere Vx-
Bindung an den Komplex, die bei der theoretischen Verteilung der Carotinoide auf die Binde-
stellen noch nicht mit einbezogen werden konnte. Es bleibt anhand der Ergebnisse jedoch
unklar, ob das de-epoxidierbare Vx an einer Carotinoidbindestelle im Komplex koordiniert
werden konnte oder nur unspezifisch mit dem Komplex assoziiert war.

Am CP29-LV-Komplex (Abb. 17B) wurden 30% des vorhandenen Vx de-epoxidiert. Damit
konnte in den Komplexen ohne Nx der de-epoxidierbare Anteil des Vx im Vergleich zu den
LVN-Komplexen verdoppelt werden. Auch diese Reaktion erreichte schon nach zehn Minu-
ten die Sattigung. Die in vitro De-epoxidation blieb auch in diesem Fall hinter der theore-
tischen Erwartung, von 66% de-epoxidierbarem Vx, weit zurtick.

In den CP29-NV (Abb. 17C) Komplexen war kein Lut vorhanden, so dass postuliert worden
war, dass Vx die stabilisierende Funktion an L1 Gbernimmt, wodurch es von der De-epoxida-
tion so gut wie aus geschlossen sein sollte. Der Reaktionsverlauf erwies sich jedoch als sehr
vergleichbar mit der De-epoxidation am CP29-LVN-Komplex, bei dem Vx an L2 vermutet
worden war. Die Umsetzung war jedoch auf 15% des Vx beschrankt und nach 10 Minuten
abgeschlossen.

Die De-epoxidation am CP29-Vx (Abb. 17D) zeigte im Vergleich zu den drei oben be-
schriebenen Komplexen einen veranderten Reaktionsverlauf. Eine Sattigung wurde bei

diesem Komplex-Typ erst am Ende der 120 minitigen Versuchsdauer erreicht. Ahnlich wie
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beim VN-Komplex war die De-epoxidation auf 30% des Vx beschrankt. Theoretisch waren
am CP29-Vx Komplex nur 20% des Vx an L2 gebunden und damit de-epoxidierbar. Aller-
dings haben schon die De-epoxidationsverlaufe an den vorherigen Komplexen gezeigt, dass
die Reaktionen am CP29 nicht direkt mit denen am Lhcb1 verglichen werden kénnen. Es ist
daher anzunehmen, dass der De-epoxidation am CP29 mit Vx als einzigem Car eventuell ein
anderer Mechanismus als in den vorherigen Komplexen zugrunde liegt. Dieser wird bei der
Betrachtung der erneut aufgereinigten de-epoxidierten Komplexe detaillierter erlautert.

Zur Kontrolle der Enzymaktivitat in den Ansatzen wurde jeweils gleichzeitig die De-epoxida-
tionskinetik von freiem Vx untersucht (Abb. 17E). Im Gegensatz zu den limitiert ablaufenden
De-epoxidationen an den CP29-Komplexen, konnte freies Vx mit dem verwendeten VDE-
Rohextrakt schnell und vollstandig de-epoxidiert werden.

Das beobachtete De-epoxidationsverhalten an den verschiedenen CP29-Komplexen legt die
Vermutung nahe, dass es am CP29 zwei verschiedene Vx-Bindestellen existieren. Die eine
Bindestelle vermag den groften Anteil des Vx zu binden, hier scheint das Pigment fur die
De-epoxidation nicht zuganglich zu sein. Die andere Bindestelle besitzt dagegen nur eine
geringe Affinitdt zu Vx, was sich in der reduzierten Vx-Bindung und der sehr guten De-epoxi-
dierbarkeit des Pigmentes &ufert. Die Vermutung von zwei unterschiedlichen Vx-Binde-
stellen am CP29 deckt sich mit Beobachtungen von Ruban et al. (1999). Dieser postulierte
fur CP29 eine Population von fest an den Komplex gebundenem Vx und eine zusatzliche mit

locker gebundenem Vx, welches fir die De-epoxidation zuganglich ist.
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Zeit [min]

Wie schon fiir die anderen minoren Antennenkomplexe beschrieben, wurden auch bei den
CP29-Komplexen im Anschluss an die De-epoxidation Parallelproben aufkonzentriert und
erneut Uber einen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. Die Pigmentanalysen sind in

Tabelle 9 dargestellit.
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Car/ | Lut/ | Nx/ | Vx/ | Ax/ | ZxI | VAZ/
Probe s | g | 8| 8|8 |8 | 8 |DEPS \[{,Z']
Chl | Chl | Chl | Chl | Chl | Chl | Chl
epoxidiert | 3.37 | 4.22 | 1.90|0.86/0.53|0.51| — | — | 0.51 — —
FP - VDE nicht sichtbar
de-
epoxidiert | 3.42 | 3.47 | 2.31(1.01/0.67|0.62|0.00|0.00| 0.62 | 0.00 100
CP29 - VDE
TN \F/EE nicht sichtbar
de-
epoxidiert | 3.40 | 3.26 | 2.46 {1.07|0.66|0.62(0.00|0.11| 0.73 | 0.15 100
+ VDE
epoxidiert | 2.56 | 5.33 {1.50(0.81| — |0.70| — | — | 0.70 — —
FP-VDE | 3.03| 395 |2.02|143| — |0.59(0.00{0.00| 0.59 | 0.00 10
de-
epoxidiert| 2.39 | 5.80 [ 1.380.74| — |0.64(0.00|0.00| 0.64 | 0.00 90
CP29 - VDE
LV \F/';E 3.13 | 3.40 |2.36|1.38| — |0.18[0.03]0.76| %7 | 0.80 | 10
de-
epoxidiert | 2.54 | 5.28 [ 1.520.87| — |0.45(0.00|0.20| 0.67 | 0.29 90
+ VDE
epoxidiert | 3.47 | 495 |[162| — |0.56|1.06] — | — | 1.06 — —
FP - VDE nicht sichtbar
de-
epoxidiert| 292 | 513 |1.57| — |0.52|1.05(0.00|0.00| 1.05 | 0.00 100
CP29 - VDE
TN \F/EE nicht sichtbar
de-
epoxidiert| 2.89 | 517 |1.55| — |0.54|0.88(0.00|0.14| 1.02 | 0.13 100
+ VDE
epoxidiert| 3.00 | 641 |126| — | — |126]| — | — | 126 | — —
FP - VDE nicht sichtbar
de-
epoxidiert| 2.70 | 7.27 {[110| — | — |110| — |0.00| 1.10 | 0.00 100
CP29 - VDE
S \F/IBE nicht sichtbar
de-
epoxidiert| 2.67 | 7.36 | 1.09| — | — |0.76| — |0.33| 1.09 | 0.30 | 100
+ VDE

Tabelle 10: Pigmentanalysen der jeweiligen CP29-Monomerbanden, bzw. freien Pigmentbanden, vor und nach
der De-epoxidation. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, die Standardabweichungen
betrugen nicht mehr als 15% des jeweiligen Wertes. Die erneute Aufreinigung der de-epoxidierten Komplexe
durch Dichtegradientenzentrifugation ergab Banden von sehr geringer Intensitat, weshalb eine genaue Volumen
Bestimmung nicht méglich war. Um trotzdem Angaben zur relativen Verteilung der Pigmente machen zu kdnnen,
wurden die Volumina der einzelnen Banden geschatzt.

Eine freie Pigmentbande konnte nach der Zentrifugation nur aus den Gradienten der CP29-

LV-Komplexe entnommen werden. Die freie Pigmentbande zeichnete sich im Vergleich zu

den Ausgangskomplexen, unabhangig von der Enzymaktivitat, durch ein erhdohtes Chl a/b-

und Car/Chl-Verhaltnis aus. Auch das Verhaltnis der einzelnen Carotinoide zueinander war



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 80

in der freien Pigmentphase verandert. Im epoxidierten Komplex waren Lut und Vx zu fast
gleichen Teilen vertreten, wohingegen in der freien Pigmentphase hauptsachlich Lut gefun-
den wurde. Diese Beobachtung spricht fir die feste Bindung des Vx an den CP29-Komplex,
wie sie schon zuvor aus den limitierten De-epoxidationreaktionen abgeleitet worden war.

Die Stabilitat der CP29-Komplexe wird durch die fehlende freie Pigmentbande nach erneuter
Dichtegradientenzentrifugation deutlich. Allerdings zeigten die Pigmentanalysen der Kom-
plexe im Vergleich zu den epoxidierten Proben, dass es wahrend des Versuches zu Veran-
derungen innerhalb der Pigmentstochiometrien gekommen war. Es kann vermutet werden,
dass der Verlust einzelner Pigmente aus den Komplexen zu gering war, als dass die freige-
setzten Pigmente im Gradienten als Bande zu erkennen gewesen waren.

Besonders hervorzuheben ist, dass an allen CP29-Komplex-Typen nach der De-epoxidation
ein Zx-Gehalt entsprechend des De-epoxidationsversuches detektiert werden konnte.
Demzufolge konnte das gebildete Zx nahezu vollstandig an die Komplexe binden, ob es
dabei an die Stelle des freigesetzten Vx zurlckbinden, oder evtl. andere Pigmente an deren
Bindestellen verdrangen konnte, war mithilfe der durchgeflhrten Untersuchungen nicht zu
klaren. Die Beschrankung der De-epoxidationsreaktionen an den LVN-, LV sowie NV-Kom-
plexen auf einen sehr kleinen Teil des Vx legt jedoch die Vermutung nahe, dass die Entsteh-
ung von Zx an diesen Komplex-Typen nicht zur Freisetzung von neuem Substrat flr die De-
epoxidation fuhrte. Daher kann zumindest ein Verdrangen von Vx durch das gebildete Zx
ausgeschlossen werden.

Fur die De-epoxidation des Vx an den CP29-Vx Komplexen stellte sich eine leicht veranderte
Situation dar. Im Vergleich zu den anderen Komplexen verlief die Reaktion zum einen viel
langsamer und zum anderen koordinierte der Komplex weit aus weniger Carotinoide als die
anderen Komplex-Typen. So konnten am de-epoxidierten CP29-Vx nur noch 1.09 Car/ 8 Chl
detektiert werden. Damit besalRen die meisten der CP29-Vx Komplexe nach der De-epoxi-
dation nur noch ein Carotinoid, wahrscheinlich an der stabilisierenden L1-Bindestelle. Da
auch fir den CP29-Vx Komplex keine freie Pigmentbande detektiert worden ist, kann davon
ausgegangen werden, dass die De-epoxidation nicht durch den Zerfall der Komplexe ermog-
licht worden war. Folgendes Modell ware fir den Ablauf der De-epoxidation am CP29-Vx
denkbar: Vx, gebunden an L2, kann mit einer langsamen Kinetik de-epoxidiert werden. Die
gebildeten Zx-Molekille kdnnten Vx an der L1-Bindestelle ersetzen, das herausgeloste Vx
kann wiederum zu Ax und Zx umgesetzt werden, was den langsamen Reaktionsverlauf
erklaren wirde. An rekonstituierten Lhcb1-Komplexen konnte gezeigt werden, dass Zx im
Vergleich zu Vx eine hohere Affinitat zu den Bindestellen des Komplexes besitzt (Hobe et al.
2000), wodurch das Verdrangen von Vx an L1 durch Zx ermdéglicht ware. Allerdings ist frag-
lich, ob Affinitatsunterschiede, die wahrend der Rekonstitution des Komplexes von Bedeu-
tung sind, sich auf schon gefaltete Komplexe (bertragen lassen. Die Moglichkeit eines

Austausches von Zx gegen gebundenes Vx wurde von Morosinotto et al. (2002) fir Lhcb5
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und Lhca4 untersucht. Allerdings wurde in dieser Studie nach Bindung des Zx ein deutlich
erhdhter VAZ-Pool an den Komplexen gemessen, was eher flr die unspezifische Assoziation
als flr den Austausch von Pigmenten spricht. In der hier vorgelegten Studie wurde jedoch
nach der De-epoxidation eine Reduktion und nicht die Erhéhung des VAZ-Pools festgestellt,
so dass in der Tat ein Austausch von Vx gegen Zx am CP29-Vx Komplex postuliert werden
kann. Es ist denkbar, dass in den anderen Komplex-Typen dieser Austausch durch die kom-
paktere Faltung des Komplexes, bedingt durch die Bindung von mehr als einem Carotinoid

pro Monomer, verhindert worden war.

Die in vitro De-epoxidation an rekonstituierten CP29-Komplexen ergab eine sehr begrenzte
Verfugbarkeit des Vx. Es kann postuliert werden, dass CP29 zwei verschiedene Bindestellen
fur Vx besitzt. Die eine Bindestelle koordiniert den grofiten Teil des Vx, der fir die De-
epoxidation nicht zuganglich ist. Ein kleinerer substdchiometrischer Teil des Vx wird an der
zweiten Vx-Bindestelle gebunden und kann sehr leicht de-epoxidiert werden. Das

entstandene Zx konnte an die Komplexe zurlck gebunden werden.
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3.1.3 Isolierung und Charakterisierung nativer PSlI-Antennenproteine

Zur Kontrolle der rekonstituierten Antennenkomplexe wurde in dieser Arbeit versucht, die
nativen Antennenproteine aus Nicotiana tabacum zu isolieren. Hierzu wurden Methoden ver-
wandt, die fir die Aufreinigung nativer Antennenkomplexe aus Spinacia oleracea und Zea
mays beschrieben worden waren. Zur Aufreinigung der nativen Antennenproteine wurden
aus dunkeladaptierten Tabakpflanzen zuerst Thylakoide und dann PSlI-Partikel isoliert. Die
PSlI-Partikel wurden durch Zugabe von Detergenz solubilisiert und Gber eine Dichtegradien-
tenzentrifugation aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 wiedergegeben.

Die PSII-Partikel konnten in sieben Fraktionen separiert werden. Die zu isolierenden Anten-
nenproteine befanden sich in der 2. und 3. Bande von oben als LHC-Monomere, bzw. LHCII-
Trimere. Zur weiteren Auftrennung der einzelnen Proteine musste zuerst die Saccharose aus
der Probe entfernt werden. Hierzu wurde die aus dem Gradienten geerntete Bande mittels
Gelchromatographie gereinigt. Das Eluat wurde solubilisiert und auf ein horizontales IEF-Gel
aufgetragen. Die einzelnen Fraktionen wurden entsprechend ihres isoelektrischen Punktes
im Bereich zwischen pH 4.37 und pH 4.85 fokussiert. Das Ergebnis ist in Abb. 18 dargestellt.

Die resultierenden Banden wurden aus der Gelmatrix eluiert und analysiert.

A

Freies Pigment

LHC-Monomere

LHC-Trimere

Abbildung 18:

Dichtegradient der solubilisier-
ten PSIlI-Partikel (A) und IEF-
Gel (B) der solubilisierten LHC-
Bande. Die fokussierten Banden
wurden mit 1-6 zur leichteren

Die einzelnen Banden aus der IEF wurden auf ihre Pigmentzusammensetzung untersucht (s.
Tab. 11). Hierbei wurde ein Chl a/b-Verhaltnis von 1.2 in Nahe der Anode ermittelt, dass mit
Annaherung an die Kathode auf 2.8 anstieg. Dagegen fiel das Chl/Car-Verhaltnis von 4.7 auf
2.0 ab. Die Analyse der Carotinoide ergab, dass in jeder Bande Lut am haufigsten vertreten
war. Der Vx-Gehalt stieg parallel mit dem Chl a/b-Verhaltnis an. Nx war in den Banden 1-5
mit ungefahr 10 mol / 100 mol Chl a vertreten. In Bande 6 sank der Wert auf 4.1 mol / 100

mol Chl a.
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BIEan-e pl Chla/b | Chl/Car Nx Vx Lut Chlb
[mol /100 mol Chl a]
1 4.37 1.2 4.7 11.0 1.2 274 86.7
2 4.47 1.2 4.7 10.7 1.7 26.6 83.5
3 4.56 1.6 3.3 9.8 8.7 30.5 61.3
4 4.68 2.0 2.7 10.0 12.2 32.9 50.6
5 4.78 22 25 9.7 15.6 33.3 449
6 4.85 2.8 2.0 4.1 17.8 47.9 36.2

Tabelle 11: Pigmentdaten der HPLC-Analysen der einzelnen IEF-Banden sowie die pH-Werte der isoelektrischen
Punkte.

Auf Proteinebene ergab sich folgendes Bild flir die einzelnen IEF-Banden (vgl. Abb. 19): In
Bande 1 und 2 kann vor allem LHCIl nachgewiesen werden, ein sehr schwaches Signal
erhalt man fir diese Banden auch mit einem CP26 Antikérper. Bande 3 zeigte ein eindeu-
tiges Signal fur CP26 sowie eine sehr schwache Bande mit dem CP24 Antikorper. Die
Banden vier und funf schienen Gemische aus CP26 und CP29 zu sein, wobei in Bande 4
auch noch eine Spur von CP24 zu finden war. Bande 6 zeigte ein eindeutiges Signal fur

CP29 mit sehr geringer Verunreinigung durch CP26.

+ 1 2 3 4 5 6

CP24
CP26
P2
CP29 Abbildung 19: Western-Blotanalysen der sechs
IEF-Banden mit den jeweiligen Antikdrpern.
Aufgetragen wurden eine positiv  Kontrolle
LHCII (Thylakoide von Nicotiana tabacum) sowie Proben

der eluierten IEF-Banden 1-6.

Die Western-Blotanalysen zeigten, dass die minoren Antennenproteine des PSII nur in
Bande 3 und 6 in ausreichender Reinheit vertreten waren. Mit diesen Proben wurden spek-
troskopische Messungen zur weiteren Charakterisierung durchgefiihrt (s. Abb. 20).

Die Fluoreszenzspektren ergaben fiir CP26 (Bande 3) eine gute energetische Kopplung der
Pigmente. Nach Anregung der Carotinoide (500 nm) und Chlorophylle (440, bzw. 475 nm)

wurde nur eine kleine Schulter bei 660 nm in den Emissionsspektren detektiert (Abb. 20).
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Sehr viel deutlicher war diese direkte Emission der Energie durch Chl b-Molekile in der
Fraktion, die hauptsachlich CP29 enthielt.

Die Absorptionsspektren beider Proben zeigten ein Maximum in der Soret-Region bei 439
nm. Das zweite Maximum in diesem Bereich erreichte in der CP26-Probe eine Amplitude von
circa 90% im Vergleich zum kurzwelligeren Maximum, wohingegen bei der CP29-Probe
anstelle eines zweiten Maximums eine sehr deutlich ausgepragte Schulter aufgenommen
wurde. Im langwelligen Bereich des Spektrums wurde ein Maximum bei 674 nm, bzw. CP29
675 nm, aufgezeichnet. Im Anstieg wurde eine Schulter bei ungefahr 640 nm detektiert, die
bei CP26 starker ausfiel als bei CP29.
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Abbildung 20: Dargestellt sind die Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspektren der IEF-Banden 3 und 6. Zur
Spektroskopie wurden die Proben entsprechend 1 pg Chl in Spektroskopiepuffer (vgl. Kap. 2.9) aufgenommen
und vermessen. Fluoreszenzemissionsspektren: blau = Anregung bei 440 nm, rot = Anregung bei 475 nm, griin =
Anregung bei 500 nm. Die Normierung der Fluoreszenzemissionsspektren erfolgte auf 100 im Maximum, die
Absorptionsspektren wurden auf 1,0 im Maximum normiert.
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Die Charakterisierung der verschiedenen Banden aus der IEF zeigte, dass eine vollstandige
Aufreinigung der minoren Antennenproteine mit dem verwendeten Verfahren nicht erreicht
werden konnte. Die recht eindeutigen Ergebnisse der Western-Blotanalysen lieRen vermu-
ten, dass die gesuchten Antennenproteine in Bande 3 (CP26) und Bande 6 (CP29) in relativ
hoher Reinheit enthalten waren. Die Pigmentanalysen und Absorptionsspektren deuteten
jedoch auf einen unvollstandigen Pigmentgehalt der jeweiligen Proteinkomplexe hin. So
zeigte die 3. Bande im Vergleich zu anderen Aufreinigungen von CP26 (Das und Frank
2002) ein deutlich reduziertes Chl a/b-Verhaltnis, was sich auch im Absorptionsspektrum
widerspiegelte. In beiden Banden, jedoch besonders ausgepragt in Bande 6, wurde ein ge-
ringeres Chl/Car-Verhaltnis detektiert, als zuvor publiziert worden war. Die stochiometrische
Verteilung der unterschiedlichen Carotinoide lag dabei im Rahmen dessen, was fir CP26
und CP29 publiziert worden war (Das und Frank 2002). Eine Ausnahme stellte jedoch der
sehr niedrige Nx-Gehalt in Bande 6 dar. Da eine Anlagerung freier Pigmente wahrend der
verschiedenen Solubilisierungsschritte unwahrscheinlich ist, kann man davon ausgehen,
dass verstarkt Chlorophylle aus den Komplexen herausgelost wurden. Die unzulangliche
Pigmentbindung wird auch in den Fluoreszenzemissionsspektren durch den unvollstandigen
Energietransfer sichtbar.

Grolere Mengen des dritten minoren Antennenproteins, CP24, konnten nur durch direkte
isoelektrische Fokussierung solubilisierter PSlI-Partikel erlangt werden. In diesen Aufreini-
gungen wurde die Auftrennung Uber den Dichtegradienten Ubersprungen, was zur Folge
hatte, dass in den Banden der minoren Antennenproteine zusatzlich Lhcb1-3- und D1-
Proteine nachgewiesen wurden. Ein ahnliches Ergebnis war nach isoelektrischer Fokus-
sierung solubilisierter Thylakoide von Farber et al. (1997) erzielt worden.

Aufgrund der unvollstdndigen Aufreinigung der minoren Antennenproteine wurde die De-

epoxidation an nativen Komplexen von Nicotiana tabacum nicht durchgefuhrt.

314 Vergleich der in vitro De-epoxidation an rekonstituierten minoren

Antennenproteinen von Nicotiana tabacum mit der in vitro und in vivo

erzielten De-epoxidation an Antennenproteinen anderer Spezies

Die De-epoxidation von Vx an den rekonstituierten minoren Antennenproteinen von
Nicotiana tabacum ergab, dass nur ein Teil des gebundenen Pigmentes umgesetzt werden
konnte. Zum Vergleich der minoren Antennenproteine untereinander werden im Folgenden
nur die Komplexe herangezogen, die in ihrer Pigmentausstattung den nativen Komplexen
entsprechen. In den de-epoxidierten CP24-LV-Komplexen wurde ein DEPS von 0.17 festge-
stellt, an CP26-LVN und CP29-LVN waren es 0.51 respektive 0.15. Betrachtet man jedoch

die Bindung des Zx pro Monomer zeigt sich ein anderes Bild. Pro Komplex konnten am



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 86

CP24 0.14, am CP26 0.10 und am CP29 0.11 Molekule Zx gebunden werden. Diese Zahlen
zeigen, dass der DEPS im CP26-Komplex zwar am hochsten war, der absolute Zx-Gehalt
bei CP24 jedoch hoher war als bei CP26 und 29. Demzufolge lieR sich Vx gebunden an
CP26 zwar leichter de-epoxidieren als an CP24 und CP29, dennoch wurde pro Komplex das
meiste Zx am CP24 gefunden.

Mit einem ahnlichen experimentellen Ansatz wurde die in vitro De-epoxidation an rekonstitu-
ierten Lhcb4- und Lhcb5-Komplexen von Zea mays untersucht (Morosinotto et al. 2002a).
Allerdings unterschieden sich die Arbeit von Morosinotto et al. (2002) und diese Arbeit in
ihren Versuchsbedingungen. So wurden die Experimente in der friiheren Arbeit bei hoherer
Temperatur und nur an reinen Vx-Chl-Komplexen durchgefiihrt. AuBerdem handelte es sich
bei dem verwendeten Enzym um in E. coli Gberexprimierte VDE, welche eine deutlich gerin-
gere Aktivitat besitzt als das native Enzym (Hieber et al. 2002). Die geringere Enzymaktivitat
lasst sich im direkten Vergleich der CP29-Vx Komplexe erkennen. In der hier vorgelegten
Arbeit konnte nach 30 Minuten ein DEPS von 0.2 erreicht werden, wohingegen Morosinotto
et al. (2002) mit 0.07 weniger als die Halfte erzielten. Trotz der geringeren De-epoxidation
wurde auch an den Komplexen von Zea mays am CP26 der héchste DEPS detektiert.

Fur die De-epoxidation von nativen Antennenkomplexen wurden in friiheren Arbeiten unter-
schiedliche Ansatze gewahlt. Zum einen wurden Antennenkomplexe aus vorbelichteten
Blattern isoliert (Ruban et al. 1994, 1999, Morosinotto et al. 2002a), zum anderen wurden
erst die isolierten Thylakoide dem Lichtstress ausgesetzt (Ruban et al. 1999, 2002). Die
einzelnen Antennenkomplexe konnten in den oben aufgefihrten Arbeiten zu einem unter-
schiedlichen Ausmal} de-epoxidiert werden. So wurden z.B. flr native CP29-Komplexe ein
DEPS zwischen 0.15 und 0.51 beschrieben (Ruban et al. 1999). Die Abweichungen lassen
sich auf unterschiedliche Induktion der De-epoxidation und veranderte Isolationsmethoden
zuruckfihren. Daher ist die direkte Gegenuberstellung der erzielten De-epoxidation an nati-
ven Komplexen vorheriger Publikationen mit den Ergebnissen der rekonstituierten Komplexe
in dieser Arbeit nicht sinnvoll. Allerdings ist in allen De-epoxidationen die gleiche Tendenz zu
erkennen: Im Vergleich der De-epoxidationszustande der verschiedenen minoren Antennen-

proteine zeigte jeweils der CP26-Komplex den hochsten und CP29 den niedrigsten DEPS.
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3.2 Antennenproteine des PSI

3.21 Charakterisierung rekonstituierter Lhca-Proteine

a) Pigmentanalysen

Die Rekonstitution der heterolog exprimierten Apoproteine Lhca1-4 von Lycopersicon
esculentum erfolgte ausschliellich mit Pigmentmischungen bestehend aus Lut, Vx, Chl a
und Chl b. In Tabelle 12 sind die Pigmentanalysen der rekonstituierten Komplexe im Ver-
gleich mit Komplexen aus vorherigen Rekonstitutionen, bei denen Pigment-Totalextrakte von
Thylakoiden verwendet worden waren (Schmid et al. 2002), aufgefuhrt. In der Tabelle
werden sowohl die einzelnen Carotinoide als auch die Summe aller Carotinoide auf 12
Chlorophylle bezogen. Diese Chlorophyllanzahl beruht auf Kristallstrukturanalysen des PSI-
Holokomplexes von Pisum sativum (Ben-Shem et al. 2003), die durchschnittlich 12 Chloro-

phylle pro Lhca-Monomer ergaben.

. Pigment- Chl a/b Car Nx Lut Vx R-Car
Protein bot
ange pro 12 Chl
Total 3.48 2.41 0.34 1.71 0.30 0.05
Lhca1
Lut/Vx 3.05 2.49 — 1.68 0.81 —
Total 2.28 2.06 0.12 1.67 0.22 0.05
Lhca2
Lut/Vx 2.54 2.14 — 1.57 0.58 —
Total 6.14 3.10 0.36 2.23 0.31 0.20
Lhca3
Lut/Vx 517 3.39 — 2.51 0.88 —
Total 2.59 1.96 0.14 1.56 0.20 0.05
Lhca4
Lut/Vx 2.49 2.12 — 1.66 0.46 —

Tabelle 12: Pigmentanalysen der rekonstituierten Proteine Lhca1-4.

Die Proteine wurden entweder mit einem Pigmenttotalextrakt aus Thylakoiden von Lycopersicon esculentum
(Total) oder einem Pigmentgemisch aus zuvor isolierten Pigmenten rekonstituiert (Lut/Vx). Verwendet wurden je-
weils 167 pg des entsprechenden Proteins. Der Pigmentextrakt enthielt jeweils 200 ug Chl (a+b). In den Lut/Vx-
Ansatzen wurden die Pigmente in folgenden Stochiometrien verwendet: Chl a/b = 3 und Chl/Car = 6:1, wobei Lut
und Vx zu gleichen Teilen vertreten waren. Im Anschluss an die Rekonstitution wurden die Komplexe Uber einen
Saccharosedichtegradienten aufgetrennt, die Pigmente der resultierenden Banden mit sec-Butanol extrahiert und
mittels HPLC analysiert. Die Angaben sind Mittelwerte aus 6-10 unabhangigen Rekonstitutionen (SD < £ 12%).
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Die Pigmentanalysen zeigten, dass durch die fehlenden Pigmente Nx und R-Carotin das
Rekonstitutionsverhalten der jeweiligen Apoproteine nicht wesentlich beeinflusst wurde. Es
konnten unabhangig vom Pigmentangebot Holokomplexe mit vergleichbaren Chl a/b- sowie
Car/Chl-Verhaltnissen erzielt werden, dabei wurden Nx und BR-Car durch Vx ersetzt. Aller-
dings ergaben sich zwischen den vier Lhca-Proteinen deutliche Unterschiede. So betrug das
Chl a/b-Verhaltnis circa 2.5 in den Lhca2 Komplexen und war in den Lhca3 Komplexen
grofler als 5. Auch die Anzahl der gebundenen Carotinoide pro Monomer variierte: An die
rekombinanten Lhca2 und Lhca4 Proteine konnten pro Komplex je zwei Carotinoide gebun-
den werden. An den Lhcal Proteinen waren es dagegen zwei oder drei und die Lhca3
Proteine koordinierten sogar mindestens drei Carotinoide pro Monomer. Das reduzierte Pig-
mentangebot in den Lut/Vx-Rekonstitutionen (es fehlten Nx und R-Carotin) bewirkte eine
veranderte Carotinoidzusammensetzung an den Komplexen. Im Vergleich zu den Rekonsti-
tutionen mit vollstdndigem Pigmentangebot wurde in den LV-Komplexen verstarkt Vx gebun-
den, wohingegen der Gehalt an Lut nahezu unverandert blieb. Somit konnte in den Lhca2-LV
und Lhca4-LV-Komplexen ein halbes VX, in Lhca3-LV und Lhca1-LV dagegen knapp ein Vx
pro Monomer gebunden werden.

Das beschriebene Bindungsverhalten deutet daraufhin, dass die verschiedenen R-i3-
Carotinoide (Nx, Vx, B-Car) sich in ihren Affinitaten zu den jeweiligen Bindestellen an den
Lhca-Proteinen kaum unterscheiden. Als Indiz fir die unspezifischen Affinitdten kann auch
die Bindung von Nx an die rekombinanten Lhca-Proteine gewertet werden. Obwohl Nx an
nativen LHCI-Komplexen bisher nicht nachgewiesen wurde (Schmid et al. 1997, Croce et al.
2002b), konnte es durch in vitro Rekonstitutionen an Lhca1-4 gebunden werden (Schmid et
al. 2002). Somit schien fir die Rekonstitution funktioneller LHCI-Komplexe das Verhaltnis
von gebundenen [3-3-Carotinoiden zu R-g-Carotinoiden (Lut) entscheidender zu sein als die
Bindung der einzelnen Pigmente. Entsprechend dieser These konnte in frilheren Studien
gezeigt werden, dass durch das Fehlen von Lut im Rekonstitutionsansatz die Ausbeute an
Lhca1-, Lhca3-, Lhca4-Holokomplexen stark reduziert wurde (Schmid et al. 2002).

b) Spektroskopische Charakterisierung

Die Funktionalitat der aus den Dichtegradienten isolierten Komplexe wurde mittels Fluores-
zenzspektroskopie untersucht. Es wurden 77-K-Fluoreszenzemissionsspektren aufgenom-
men, die in Abb. 21 wiedergegeben sind. Die Komplexe wurden bei zwei verschiedenen
Wellenlangen angeregt (410 nm = Anregung der Chl a-Molekile und 470 nm = Anregung der
Chl b-Molekile). Auffallig sind die Emissionsspektren nach Anregung mit 470 nm. Dabei
zeigten alle Spektren ein Chl b-Emissionspeak bei 650 nm, was auf unvollstandigen
Energietransfer von Chl b auf Chl a hindeutet. Dieses war bei Lhca3 am deutlichsten,
wohingegen es bei Lhca1 und Lhca2 kaum von Bedeutung war. In den beiden zuletzt ge-

nannten Komplexen wurde die Energie hauptsachlich bei 690 nm emittiert. Bei Lhca3 und
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Lhcad wurde zusatzlich ein langwelliges Emissionsmaximum bei 720, bzw. 730 nm gefun-

den. Am Lhca4 wurde der groRte Teil der Energie im langwelligen Bereich emittiert.
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Abbildung 21 : 77 K-Fluoreszenzemissionsspekiren der rekonstituierten Lhca-LV-Komplexe. Die An-
regung erfolgte bei 410 (blau) und 470 (rot) nm. Die Fluoreszenzemissionsspektren wurden in Mainz von
Frau Dr. S. Storf (AG Schmid) aufgenommen, die Maxima wurden auf 1000 normiert.

Die Emissionsspektren der LV-Komplexe entsprechen in ihren Charakteristika den Emissions-
spektren der entsprechenden Lhca-Proteine von Lycopersicon esculentum mit vollstandiger
Pigmentausstattung (Schmid et al. 1997, Schmid et al. 2002 sowie nicht publizierte Daten der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Volkmar Schmid). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass
trotz des eingeschrankten Pigmentangebotes funktionsfahige Holokomplexe rekonstituiert worden

waren, die zur in vitro De-epoxidation eingesetzt werden konnten.
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3.2.2 Belequng der Carotinoidbindestellen in den rekonstituierten Lhca-Komplexen

Die Analyse der Kristallstruktur des nativen PSI-Komplexes von Pisum sativum ergab durch-
schnittlich 12 gebundene Chlorophylle pro Lhca-Monomer (Ben-Shem et al. 2003). Bezogen
auf 12 Chlorophylle wurden in dieser Arbeit 2-3 Carotinoide pro rekonstituiertem Lhca-Pro-
tein gebunden (vgl. Tab. 12). Aufgrund der hohen Sequenzhomologien zwischen den einzel-
nen Antennenproteinen der beiden Photosysteme (Jansson 1994, Pichersky und Jansson
1996, Jansson 1999) werden fiir die Bindung der Carotinoide an LHCI-Proteine die vier
bekannten Carotinoidbindestellen L1, L2, N1 und V1 des LHCII (Liu et al. 2004) postuliert
(Croce et al. 2002b, Schmid et al. 2002, Casteletti et al. 2003, Morosinotto et al. 2003). In
den Pigmentanalysen wurde an allen rekonstituierten Lhca-Monomeren mehr als ein Molekdl
Lut pro Komplex detektiert. Zusammen mit der Beobachtung, dass ohne Lut (mit Ausnahme
des Lhca2-Proteins) keine stabilen Lhca-Komplexe rekonstituiert werden kénnen (Schmid et
al. 2002), legt dies die Vermutung nahe, dass Lut in allen LHCI-Komplexen die stabilisie-
rende Funktion an L1 tbernimmt. Die Belegung der L1-Bindestelle mit Lut wird durch Rekon-
stitutionsstudien an Mutanten von Lhca1l und Lhca4 unterstitzt, in denen gezeigt wurde,
dass bei fehlender L2-Bindestelle monomere Komplexe gebildet werden kénnen (Rupprecht
et al. 2000). Im Gegensatz dazu bestatigen Morosinotto et al. (2002) zwar die hdchste
Affinitat von Lut zu der L1-Bindestelle, vermuteten aber, aufgrund von Mutationsstudien am
Lhca1, die stabilisierende und schiitzende Funktion des Lut nicht an der L1-Bindestelle son-
dern eher an L2. Im Unterschied zu den Lhcb-Proteinen, bei denen die stabilisierende Funk-
tion der Luteine an L1 von Vx und Zx Ubernommen werden kann (u.a. Croce et al. 19993,
Hobe et al. 2000, Frank et al. 2001, Gastaldelli et al. 2003), scheint fiir die Rekonstitution
stabiler Lhca-Proteine Lut allerdings essentiell zu sein (Schmid et al. 2002).

Am Lhca1-Komplex wurden insgesamt 2.5 Carotinoide gebunden. Theoretisch verfligen die
Lhca1-Holokomplexe somit tiber 2 oder 3 Carotinoide. Abziiglich des einen Moleklils Lut an
L1 verbleiben folglich 0.7 Molekile Lut und 0.8 Molekile Vx zur Bindung an L2 und die
peripheren Bindestellen N1 und V1. Da Lut eine hohe Affinitat zu den zentralen Bindestellen
besitzt (Croce et al. 1999a, Hobe et al. 2000), ist anzunehmen, dass in den Komplexen mit 3
Carotinoiden Lut an L1 und L2, Vx dagegen an eine der pepripheren Bindestellen gebunden
wird. In Komplexen mit 2 Carotinoiden sollten sowohl Lut als auch Vx an L2 binden (s. Tab.
13). Vergleichbare Vermutungen zur Verteilung der Pigmente auf die Bindestellen L1, L2 und
N1 wurden auch von Morosinotto et al. (2002b) aufgrund von Mutationsstudien am Lhca1-
Protein angestellt.

Am Lhca2-Protein wurden nach der Rekonstitution mit Lut und Vx 2 Carotinoide pro
Komplex detektiert. Lut machte dabei 73%, Vx 27% der Carotinoide aus. Die Verteilung der
Pigmente auf die putativen Carotinoidbindestellen ergibt Lut an L1 und entweder Lut oder
Vx, mit ahnlicher Affinitat zur Bindestelle, an L2 (vgl. Tab. 13). Ein entsprechendes Bild er-

gab die Rekonstitution des rekombinanten Lhca4-Proteins. Auch hier wurden 2 Carotinoide
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pro Komplex, im vergleichbaren stéchiometrischen Verhaltnis wie beim Lhca2, gefunden (s.
Tab. 13). Fur die rekombinanten Lhca2- und Lhca4-Proteine von Arabidopsis thaliana wurde
ebenfalls die Belegung der L1-Bindestelle mit Lut und L2 mit Lut oder Vx postuliert (Croce et
al. 2002b, Casteletti et al. 2003).

Die Pigmentanalysen der Lhca3-Komplexe ergaben 3 Carotinoide pro Monomer. Die
gebundenen Carotinoide bestanden zu 74% aus Lut und zu 26% aus Vx. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass die zentralen Carotinoidbindestellen L1 und L2 mit Lut belegt sind.
Wohingegen fir die Bindung des Vx sowohl die N1 als auch die V1-Bindestelle in Frage
kommen. Castelletti et al. (2003) vermuten aufgrund von spektroskopischen Untersuchungen
am Lhca3-Komplex von Arabidopsis thaliana die Bindung des Vx an V1. Die Sequenz-
homologien zwischen den gleichen Antennenproteinen verschiedener Spezies (Jansson
1994) erlauben die Ubernahme dieser Beobachtung, so dass, auch fiir den Lhca3-Komplex
von Lycopersicon esculentum von einer Vx Bindung an V1 ausgegangen werden kann. Fur
Lut wurde ebenfalls eine geringe Affinitat zur V1-Bindestelle beschrieben (Caffarri et al.
2001). Es ist daher wahrscheinlich, dass ebenfalls Lhca3-Komplexe mit 3 Lut existieren.
Aufgrund der stéchiometrischen Verteilung der Carotinoide ist somit anzunehmen, dass nach
den LV-Rekonstitutionen jeder vierte Lhca3-Komplex 3 Molekile Lut enthalt (vgl. Tab. 13).
Eine geringflgige Belegung der V1-Bindestelle mit Lut wurde ebenfalls fur die Lhca3-Kom-
plexe von Arabidopsis thaliana postuliert (Castelletti et al. 2003, Morosinotto et al. 2003). Zur

besseren Ubersicht werden die vorangegangenen Uberlegungen noch einmal tabellarisch

wiedergeben:
Lhca1 50% 25% 25%
L1 Lut Lut Lut
L2 Lut Lut
N1 oder V1 — —
Lhca2 50% 50%
L1 Lut Lut
L2 Lut
Lhca3 75% 25%
L1 Lut Lut Tabelle 13: Theoretische Verteilung der Caroti-
L2 Lut Lut noide auf die Bindestellen in den Lhca-
V1 Lut Komplexen. Nur griin markiertes Vx sollte fir
die De-epoxidation zuganglich sein, rot mar-
Lhca4 50% 50% kiertes Vx dagegen nicht. Die Prozentangaben
L1 Lut Lut in der Tabelle entsprechen dem Vorkommen
L2 Lut der jeweiligen Komplexvariante in der rekonsti-
u tuierten Probe.
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3.2.3

De-epoxidation rekonstituierter Lhca-Proteine

Die in vitro De-epoxidation wurde an LHCI-Komplexen gemessen, die mit Chlorophyllen, Lut

und Vx rekonstituiert worden waren. Die Reaktionsbedingungen ermdglichten eine vollstan-

dige De-epoxidation von freiem Vx innerhalb von 30 Minuten (Abb. 22 A).
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Abbildung 22: In vitro De-epoxidation an rekonstituierten Lhca1-4 Komplexen.
Die Bedingungen fiir die in vitro De-epoxidation an den Lhca1-4 Komplexen entsprechen den Angaben in der
Legende zu Abbildung 13. Die prasentierten Daten sind Mittelwerte (+S.D.) aus drei unabhangigen Experimenten.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 93

Am Lhca3-Protein wurde das gebundene Vx sehr schnell und vollstdndig zu Zx de-epoxi-
diert (s. Abb. 22D). Der Reaktionsverlauf adhnelte der De-epoxidation von freiem VX, die
Reaktionsgeschwindigkeit war jedoch hdher als bei freiem Vx. So wurden bei der De-epoxi-
dation von freiem Vx nach 10 Minuten noch 30% Vx/VAZ gemessen, am Lhca3 waren es
dagegen nur noch 15% Vx/VAZ. Fur den Lhca3-Komplex wurde die Bindung des Vx an die
V1-Bindestelle postuliert. Die V1-Bindestelle wird als lockere Bindestelle zwischen den ein-
zelnen Monomeren im trimeren LHCII-Komplex beschrieben (Caffarri et al. 2001, Liu et al.
2004, Standful’ et al. 2005). Die geringe Affinitat des Pigmentes zur Bindestelle und die ex-
ponierte Lage der V1-Bindestelle sollten ein leichtes Abldsen des Substrates und somit einen
schnellen Umsatz durch das Enzym so, wie es am Lhca3 beobachtet worden war, erméglich-
en. Die geringe Affinitat der V1-Bindestelle zu den VAZ-Pigmenten zeigte sich ebenfalls im
Lut/VAZ-Verhaltnis (vgl. Tab. 14) der de-epoxidierten Proben. Dieser Quotient war im Ver-
gleich der de-epoxidierten mit den epoxidierten Lhca3-Komplexen um den Faktor 2.5 erhéht.
Dabei ist jedoch zu beachten, dass anhand der starken freien Pigmentbande nach Auftrenn-
ung der de-epoxidierten Proben eine grofRe Instabilitat des Lhca3-Komplexes abzulesen war.
Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass ein Grofteil des umgesetzten Pigmentes aus zerfal-
lenen Lhca3-Komplexen stammte. Fir die V1-Bindestelle sind jedoch keine stabilisierenden
Eigenschaften innerhalb des monomeren Komplexes beschrieben. Die vollstandige De-
epoxidation des Vx am Lhca3 wird daher allein durch die geringe Affinitdt, unabhangig von
der Stabilitdt des Komplexes, ermoglicht worden sein. Als Beleg hierflr kann auch der ver-
gleichbare DEPS in der freien Pigmentbande und der de-epoxidierten Komplex-Bande ge-
wertet werden (vgl. Tab. 14).

Eine sehr schnelle De-epoxidation zu Beginn der Reakion wurde auch am Lhca2 (Abb. 22C)
detektiert. Allerdings waren hier nur 20% des Vx fur die De-epoxidation verfugbar, so dass
die Reaktion schon nach 10 Minuten abgeschlossen war. Am Lhca2 wurde die Bindung des
Vx an L2 postuliert. Aufgrund der De-epoxidationsexperimente am Lhcb1-Protein wurde fir
Vx an L2 eine langsame De-epoxidation erwartet. Im Gegensatz dazu zeigte sich am Lhca2
jedoch ein ganzlich unterschiedlicher De-epoxidationsverlauf. Der schnelle und limitierte Um-
satz des Vx lassen daher vermuten, dass 20% des Vx nicht an L2 gebunden wurden, son-
dern mit N1 oder V1 assoziiert waren. An einer dieser peripheren Bindestellen ware Vx leicht
fir den enzymatischen Umsatz verflgbar. Die restlichen 80% des Vx-Pools kdbnnen zwar an
L2 vermutet werden, besitzen aber am Lhca2 eine sehr hohe Affinitat zur Bindestelle, so
dass keine De-epoxidation erfolgte.

Am Lhca1l Komplex (vgl. Abb. 22B) wurde eine zweiphasige De-epoxidationsreaktion
gemessen. Innerhalb der ersten funf Minuten wurden, ahnlich wie beim Lhca2, circa 20%
des Vx sehr schnell de-epoxidiert. In der zweiten langsameren Phase, die in der zweistun-
digen Inkubationszeit die Sattigung nicht erreichte, konnten noch weitere 15% des Vx abge-

baut werden. Die theoretischen Uberlegungen zur Verteilung des Vx auf die verschiedenen
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Carotinoidbindestellen am Lhca1 legten die Vermutung nahe, dass 66% des Vx an einer
peripheren und 33% an der L2-Bindestelle gebunden waren. Demzufolge waren 66% des Vx
mit einer schnellen und 33% mit einer langsamen Reaktion de-epoxidierbar. Der Verlauf der
in vitro De-epoxidation ergab aber nur einen Anteil von 20% des Vx, der mit einer schnellen
Reaktion, vergleichbar mit den Reaktionen am Lhca2 und Lhca3, zu Zx umgesetzt werden
konnte. Daher kann postuliert werden, dass nur 20% des Vx am Lhca1 an eine der periphe-
ren Carotinoidbindestellen gebunden waren, von wo aus sie schnell de-epoxidiert werden
konnten. Die restlichen 80% mussten demnach mit einer der internen Bindestellen, vorzugs-
weise der L2-Bindestelle, assoziiert gewesen sein. Im Gegensatz zu den Experimenten an
den Lhca2-Komplexen war Vx an L2 jedoch in den Lhca1-Komplexen fiir die De-epoxidation
zuganglich. Die Reaktion erfolgte langsam, so wie sie fiir Vx an L2 beschrieben worden war
(Jahns et al. 2001), allerdings konnten nur 15% der vermeintlichen 80% des Vx an L2 zu Zx
umgesetzt werden.

Der De-epoxidationsreaktion am Lhca4 (Abb. 22E) fehlte die erste schnelle Phase, wie sie
zuvor fUr die drei vorherigen Lhca-Komplexe beschrieben worden ist. Die schnelle De-epoxi-
dation wurde von Jahns et al. (2001) am Lhcb1-Protein einer peripheren Bindestelle zuge-
ordnet, wohingegen die Bindung an die interne L2-Bindestelle zu einer langsameren De-
epoxidation fuhrte. Demnach schien das Lhca4-Protein im Gegensatz zu den anderen Lhca-
Proteinen kein Vx an einer der peripheren Bindestellen zu koordinieren. Die interne L2-
Bindestelle war zuvor fir die Bindung des Vx an das Lhca4-Apoprotein postuliert worden
(vgl. Tab. 13). Entsprechend dieser Vorhersage wurde eine langsame De-epoxidation des Vx
zu Zx erwartet, die in der Tat zu beobachten war. Die Reaktion war nach zwei Stunden noch
nicht abgeschlossen, so dass der erzielte Wert von 40% Zx/VAZ noch nicht den Endpunkt
der Reaktion widerspiegelt. Dies spricht fir eine langsame aber vollstandige Verfligbarkeit
des Vx am Lhca4 so, wie es fir die L2-Bindestelle beschrieben wurde (Jahns et al. 2001).
Die in vitro De-epoxidation an rekonstituierten Lhca1- und Lhca4-Proteinen wurde ebenfalls
von Morosinotto et al. (2002a) an Komplexen von Arabidopsis thaliana untersucht. Diese
Studie von lieferte vergleichbare Resultate, wie in der vorliegenden Arbeit. So war Vx sowohl
in den Komplexen von L. esculentum als auch in denen von A. thaliana am Lhca4 leichter fir
die De-epoxidation zuganglich als am Lhca1.

Zusammenfassend zeigte die De-epoxidation an den rekonstituierten Lhca-Proteinen eine
schnelle Phase innerhalb der ersten 10 Minuten (bei Lhca1, Lhca2 und Lhca3) und eine
zweite langsamere Phase (bei Lhca1 und Lhca4), die in den in vitro Experimenten innerhalb
der 120 Minuten Reaktionszeit noch nicht abgeschlossen war. Die schnelle Reaktion kann
den peripheren Bindestellen und die langsamere der L2-Bindestelle zugeordnet werden.
Dabei muss beachtet werden, dass sich die De-epoxidationsreaktionen nicht nur in Bezug

auf die Bindestellen unterscheiden, sondern auch von den einzelnen Proteinen abhangen.
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Die Verfugbarkeit des Substrates flr das Enzym ist somit nicht nur von der Lage der

Bindestelle im Komplex sondern auch vom LHC-Protein abhangig.

Nach der De-epoxidation wurden die Komplexe erneut aufgetrennt und mittels HPLC auf ihre
Pigmentgehalte analysiert. Die Daten aus den Pigmentanalysen, sind in Tab. 14 aufgefihrt.
Die freie Pigmentphase der Gradienten enthielt weniger als 20% der aufgetragenen
Gesamtpigmente. Eine Ausnahme bildete der Lhca3. Bei diesem Komplex lag der Grofteil
der Pigmente in der freien Pigmentbande vor. Der Lhca3-Komplex schien demnach, wie
schon zuvor erwahnt, instabiler zu sein als die anderen in vitro rekonstituierten Lhca-
Komplexe. Im Vergleich zur Monomer-Bande besal} die freie Pigmentbande einen héheren
DEPS und ein geringeres Chl/Car- sowie Lut/VAZ-Verhaltnis. Dies deutet auf eine Freisetz-

ung von Carotinoiden insbesondere von Zx hin.

Probe Chlab | Chi/Car | Lut/Chl | LuVAZ | DEPS VO'[‘jA:?e“

epoxidiert | 2.86 | 460 | 016 | 270 | 000 —
FP+VDE | 292 | 329 | 024 | 316 | 085 10

LR deepoxidiert
Poxe 297 | 409 | 016 | 201 0.27 90
epoxidiert | 3.21 576 | 0413 | 263 | 0.00 —
hoaz |- g:;ol/igiirt 353 | 237 | 024 132 | 0.66 10
onoxd 218 | 495 | 014 | 201 0.18 90
epoxidiert | 4.64 | 346 | 020 | 243 | 0.0 —
FP+VDE | 288 | 158 | 040 190 | 0.89 65

Lhca3 de-epoxidiert
onoxd 4.41 277 | 033 | 537 | 087 35
epoxidiet | 3.04 | 602 | 043 | 357 | 0.0 —
hoat |- g:;ol/igiirt 3.11 2.81 023 | 162 | 067 20
onoxd 238 | 536 | 016 | 577 | 036 80

Tabelle 14: Pigmentgehalte vor und nach der De-epoxidation an Lhca1-4-Komplexen. Die Abweichungen in den
Stdéchiometrien der epoxidierten Komplexe im Vergleich zu den Angaben aus Tab. 12 sind durch Pigmentverluste
wahrend eines zusatzlichen Aufkonzentrierungsschrittes im Anschluss an die Rekonstitution zu erklaren. Dieses
war notwendig, da die Lhca-Komplexe nach der Rekonstitution nicht in der fur die De-epoxidation notwendigen
Konzentration vorlagen. Alle Daten sind Mittelwerte von drei unabhangigen Messungen, deren SD nicht gréRer
als 15% waren.

Der Vergleich der Monomere im jeweils epoxidierten und de-epoxidierten Zustand ergab
unterschiedliche Ergebnisse flr die einzelnen Lhca-Komplexe. Am Lhca1l wurde nach der De-
epoxidation ein geringfligig erhohtes Chl a/b-Verhalinis festgestellt, parallel dazu wurden das
Chl/Car- und das Lut/VAZ-Verhalinis gesenkt. Bei einem gleichzeitig unveranderten Lut/Chl-
Verhaltnis kann demzufolge darauf geschlossen werden, dass es wahrend der De-epoxidation zu
einem Verlust von Chlorophyllen, insbesondere Chl b, und Lut gekommen war. Am Lhca2
bewirkte die De-epoxidation ein Sinken des Chl a/b-, des Chl/Car- und des Lut/VAZ-Verhalt-

nisses, wobei das Lut/Chl-Verhaltnis nahezu stabil blieb. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
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dass das De-epoxidationsexperiment am Lhca2 den Verlust von Chl a- und Lutein-Molekilen zur
Folge hatte. Sowohl beim Lhca1 als auch beim Lhca2 war jedoch der Pigmentgehalt in der freien
Pigmentphase nicht groRer als 10%, was fur die Stabilitdt der Komplexe spricht. Hierbei ist
hervorzuheben, dass an diesen beiden Lhca-Komplexen Komplexen auch nur eine geringe in
vitro De-epoxidation induziert werden konnte (vgl. Abb. 22).

An den de-epoxidierten Lhcad-Komplexen wurden geringere Chl a/b- und Chl/Car-Verhaltnisse
gemessen als in der epoxidierten Form. Dies verweist auf den Verlust von Chl a-Molekilen, der
entweder wahrend der De-epoxidation oder der anschlieRenden Auftrennung erfolgte und sich
auch im gesteigerten Lut/Chl-Verhaltnis widerspiegelt. Das Chl a/b-Verhaltnis des Lhca3 blieb
dagegen nahezu konstant, wobei das Chl/Car-Verhaltnis jedoch reduziert wurde. Demzufolge
wurden am Lhca3 zu gleichen Teilen Chl a und b Molekiile aus den Komplexen herausgelost.
Das Lut/VAZ-Verhaltnis wurde dagegen sowohl am Lhca3 als auch am Lhca4 drastisch erhoht.
An diesen Komplexen konnten auch die hdchsten De-epoxidationszustande erzielt werden.
Folglich flhrte die De-epoxidation des Vx zur deutlichen Reduktion des VAZ-Pools an Lhca3 und
Lhcad. In beiden Komplex-Typen konnten nach der De-epoxidation nur noch knapp die Halfte der
zuvor Vx bindenden Komplexe VAZ-Pigmente koordinieren.

In Bezug auf die Zx Bindung der de-epoxidierten Komplexe ist festzustellen, dass in allen vier
Lhca-Komplexen der DEPS nur geringfugig niedriger war als der DEPS des Gesamtextraktes
nach Ablauf der Reaktionszeit. Somit konnte das gebildete Zx entsprechend der Pigment-
verhaltnisse in der Probe an die Lhca-Proteine zurlick gebunden werden. Mit Ausnahme des
Lhca3-Komplexes lag daher in allen Lhca-Komplexen der berwiegende Teil des Zx nach der De-
epoxidation komplex-gebunden vor.

Vergleicht man das De-epoxidationsverhalten der rekonstituierten Lhca-Monomere mit dem ihrer
Partner in den nativen LHCI-Dimeren (LHCI-730 = Lhca1 und Lhca4; LHCI-680 = Lhca2 und
Lhca3) fallt auf, dass sich bei jeweils einem der rekonstituierten Komplexe in vitro eine gute
Verfugbarkeit des Vx fur die De-epoxidation zeigte, wohingegen die Reaktion am ,Partner*-
Protein stark limitiert war. Photoprotektive Eigenschaften wirde demnach im LHCI-680 von Lhca3
und im LHCI-730 von Lhca4 (ibernommen werden. In Ubereinstimmung zu dieser Hypothese wird
vermutet, dass der Energietransfer im PSI von der Antenne zum Reaktionszentrum Uber Lhca3
oder Lhca4 stattfindet (Schmid et al. 2000). Dartiber hinaus konnte an rekonstituierten Lhca4-
Komplexen gezeigt werden, dass in vitro unter Bildung von Carotinoid-Triplett-Zustanden die
Léschung von *Chl* induziert werden konnte (Carbonera et al. 2005). Diese Beobachtungen
untermauern die aufgrund der De-epoxidationsergebnisse aufgestellte Vermutung, dass die
Lhca3- und Lhcad4-Komplexe eine Schllsselrolle am PSI in der Regulation des Energietransfers

zwischen Antenne und Reaktionszentrum einnehmen.
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3.24 Charakterisierung nativer LHCI-Komplexe

Zur Uberpriifung der in vitro erzielten De-epoxidationen an rekonstituierten Antennenkom-
plexen des PSI wurden native LHCI-Komplexe isoliert und ebenfalls mit Hilfe des in vitro
Ansatzes de-epoxidiert. Darliber hinaus sollte die De-epoxidation unter in vitro und in vivo
Bedingungen verglichen werden. Hierzu wurden ganze Blatter belichtet und erst im An-
schluss die Antennenproteine isoliert. Im Folgenden werden zuerst die isolierten Komplexe
charakterisiert und anschlieRend der Verlauf der De-epoxidationen an den verschiedenen

Komplexen vorgestellt.

a) Pigmentanalysen

Zur Isolierung nativer LHCI-Komplexe wurden zunachst Thylakoide aus Tomatenblattern
prapariert und in mehreren Solubilisierungsschritten die LHCI-Komplexe herausgeldst. Die
Daten aus den Pigmentanalysen der im letzten Schritt gewonnenen Komplexe sind in
Tabelle 15 dargestellt.

Die LHCI-Komplexe unterschieden sich sowohl in der Anzahl der gebundenen VAZ-
Pigmente als auch in ihrem Chl a/b-Verhaltnis kaum voneinander. Allein der Gehalt an Lut
und 3-Carotin schien im LHCI-680 Komplex héher zu sein als beim LHCI-730. Die Pigment-
stéchiometrien der nativen Komplexe weichen leicht von dem ab, was aufgrund der Summe
der rekonstituierten Einzelproteine fir die Dimere erwartet werden konnte. Diese Abweichun-
gen sind durch die unterschiedlichen Aufreinigungsbedingungen wahrend der Isolation bzw.
Rekonstitution zu erklaren. Der VAZ-Pool des PSI-Holokomplexes lag mit 3.1 ein wenig tber
der Summe aus LHCI-730 und LHCI-680. Da der Kernkomplex des PSI keine VAZ-Pigmente
bindet (Jordan et al. 2001), kann diese Abweichung auf den Verlust von VAZ-Pigmenten

wahrend der Solubilisierung der LHCI-Komplexe zurtickgefihrt werden.

Chla/b | Chl/Car Lut Vx Ax Zx R-Car
Protein
pro Dimer (= 24 Chl)
LHCI-680 2.73 5.27 3.27 1.09 0.08 0.12 1.79
LHCI-730 2.76 6.08 2.67 1.30 0.04 0.00 1.00
PSI- pro 167 Chl
Holokomp
lex 7.35 17.55 6.43 2.84 0.26 0.00 20.94

Tabelle 15: Pigmentanalysen der solubilisierten LHCI-Komplexe, bzw. des PSI-Holokomplexes. Im Anschluss an
die Solubilisierung wurden die nativen Komplexe Uber einen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt, die
Pigmente der resultierenden Banden mit sec-Butanol extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Angaben sind
Mittelwerte aus 3 unabhangigen Isolationen (SD < + 16%).
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b) Spektroskopische Charakterisierung

Zur Uberprifung der Funktionalitét der isolierten LHCI-Komplexe wurden Fluoreszenzemissions-
spektren aufgenommen (Abb. 23). Der LHCI-680 Komplex zeigte sowohl nach Anregung von Chl
a (410 nm) als auch Chl b (470 nm) ein Emissionsmaximum bei 690 nm mit einer leichten
Schulter im langwelligen Bereich. Zusatzlich wurde nach Anregung der Chl b-Molekiile in den
LHCI-680 Komplexen ein geringer Teil der Energie direkt emittiert, der anhand des Peaks bei 650

nm sichtbar wird.

Die LHCI-730 Komplexe zeigten nach Anregung mit 410 und 470 nm ein Emissionsmaxi-
mum im langwelligen Bereich bei 730 nm. Durch Anregung der Chl a-Molekule war aul3er-
dem ein Maximum bei 680 nm zuerkennen. Die Anregung der Chl b-Molekiile ergab zu-
satzliche Emissionen bei 650 und 690 nm.

Die Fluoreszenzemissionsspektren der nativen LHCI-Komplexe entsprachen in ihren vorge-
stellten charakteristischen Eigenschaften den aus Schmid et al. (2002) bekannten Fluores-

zenzspektren fiir native LHCI-Komplexe von Lycopersicon esculentum.
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Abbildung 23: 77K-Fluoreszenzemissionsspektren der nativen LHCI-Komplexe. Die Fluoreszenzemissions-
spektren wurden in Mainz von Frau Dr. S. Storf (AG Schmid) aufgenommen, die Maxima wurden auf 1000
normiert. Die Anregung erfolgte bei 410 (Chl a, blau) und 470 (Chl b, rot) nm.
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3.25 De-epoxidation von LHCI-Komplexen

In Abbildung 24 ist die in vitro De-epoxidation an nativen LHCI-Komplexen dargestellt. Die
nativen Antennenproteine des PSI wurden als Heterodimer (LHCI-730 bestehend aus Lhca1
und Lhca4), bzw. als Gemisch verschiedener Monomere (LHCI-680 bestehend aus Lhca2
und Lhca3) isoliert. An diesen Heterodimeren, Monomeren sowie an den PSI-Holo-
komplexen wurde mit Hilfe der extrahierten VDE aus Spinacia oleracea die De-epoxidation
des gebundenen Vx induziert. Es ist zu beachten, dass trotz der Dunkeladaptation vor
Beginn der Isolation die Komplexe nicht vollstdndig epoxidiert vorlagen, vgl. auch Tabelle 15.
Dies kdénnte den Reaktionsverlauf an den nativen LHCI-Komplexen im Vergleich zu den De-

epoxidationen der vollstandig epoxidierten rekonstituierten Komplexe verandern.
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> Abbildung 24: In vitro De-epoxidation an
nativen LHCI-Komplexen und dem PSI-Holo-
60 komplex.
Die nativen Pigment-Protein Komplexe wurden
40 aus dunkel adaptierten Tomatenpflanzen iso-
liert. Die De-epoxidationsbedingungen entspre-
chen den Angaben in der Legende zu Abbil-
20 dung 13. Die prasentierten Daten sind Mittel-
werte (£SD) aus drei unabhangigen Experi-
0 menten.

Zeit[min]

Am LHCI-730 konnten nur knapp 15% des Vx in einer sehr langsamen Reaktion, ahnlich wie
am rekonstituierten Lhca4, de-epoxidiert werden. Die De-epoxidation der LHCI-680 Fraktion
zeigte eine schnelle Anfangsreaktion, durch welche der Vx-Gehalt von 90% auf 80%/VAZ
reduziert wurde. Es folgte eine langsamere Umsetzung von weiteren 10%, so dass insge-

samt eine maximale Umwandlung von 30% des Vx erreicht werden konnte. Allerdings lagen
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zu Beginn des in vitro Experimentes schon circa 10% des VAZ-Pools in de-epoxidierter Form
vor. Am PSI-Holokomplex wurden ungefahr 50% des vorhandenen Vx durch eine langsame
Reaktion de-epoxidiert. Besonders auffallig war in diesem Fall der verzdgerte zweite De-
epoxidationsschritt. Hierbei wurde das gebildete Ax nur langsam zu Zx umgesetzt, so dass
auch nach 120 Minuten noch circa 10% Ax/VAZ detektiert werden konnten.

Nach der De-epoxidation wurden die nativen Komplexe, wie zuvor die rekonstituierten,
erneut aufgetrennt und mittels HPLC auf ihre Pigmentgehalte analysiert. Tabelle 16 zeigt die
Daten aus den Pigmentanalysen. Die freie Pigmentphase der Gradienten enthielt auch bei
den nativen Komplexproben nicht mehr als 20% der aufgetragenen Gesamtpigmente und
besal} ebenfalls einen héheren DEPS und ein geringeres Chl/Car- sowie Lut/VAZ-Verhaltnis
im Vergleich zur entsprechenden Monomer-Bande aus den Gradienten. Somit wurde auch

an den nativen LHCI-Komplexen verstarkt Zx freigesetzt.

Probe Chla/b | Chi/Car | Lut/Chl | Lut’VAZ | DEPS V°'[‘j/£?e”
epoxidiert | 273 | 527 | 043 | 245 | 042
LHCI-680 | FP+VDE | 419 | 172 | 040 | 220 | 0.86 20
de-epoxidiert
onoxd 224 | 539 | 013 | 237 | 026 80
epoxidiert | 276 | 6.08 | 0.2 | 203 | 002
FP+VDE | 432 | 231 027 | 161 0.71 <10
LHCI-730 | de-epoxidiert
s 28 | 567 | 012 | 211 0.17 >90
o, | _epoxidiet | 7.35 | 1755 | 004 | 204 | 004
Holokomp! |- g_z;o:(/igiirt 619 | 326 | 020 | 1.74 | 09 10
ex s 833 | 2304 | 004 | 231 0.35 90

Tabelle 16: Pigmentgehalte vor und nach der De-epoxidation an nativen LHCI-Komplexen. Die Angaben sind
Mittelwerte aus 3 unabhangigen Isolationen (SD< + 15%).

Der Vergleich von epoxidierten und de-epoxidierten LHCI-730 Komplexen zeigte kaum
Unterschiede in den Pigmentstochiometrien. Dies spricht fir die Stabilitat der isolierten LHCI-730
Heterodimere, wie auch der sehr geringe Anteil an freigesetzten Pigmenten in der freien Pigment-
bande auf sehr stabile Holokomplexe hinweist. Dagegen wurde an den LHCI-680 Komplexen
nach der De-epoxidation ein geringeres Chl a/b-Verhaltnis gemessen als an den epoxidierten
Komplexen. Es kann jedoch keine Aussage dariiber gemacht werden, ob der Verlust von Chl a-
Molekilen aus den LHCI-680 Komplexen schon wahrend der De-epoxidation oder erst bei der
anschliefenden Dichtegradientenzentrifugation erfolgte. Am PSI-Holokomplex stiegen sowohl
das Chl/Car- als auch das Chl a/b-Verhaltnis an. Der Verlust von Chl b-Molekilen und Xantho-
phyllen kann hierbei durch die Abtrennung von LHC-Proteinen aus dem Gesamtkomplex hervor-
gerufen worden sein, da am PSI Kernkomplex kein Chl b gebunden wird. Fir alle drei Komplex-
typen lasst sich anhand des DEPS und der prozentualen Pigmentverteilung feststellen, dass der
groRte Teil des gebildeten Zx mit den Komplexen assoziiert war und nicht in die freie

Pigmentbande abgegeben wurde.
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Zum Vergleich der De-epoxidation in vitro mit der De-epoxidation in vivo wurden Blatter von
Tomatenpflanzen fiir eine Stunde sattigender Lichtintensitat ausgesetzt. Dadurch wurde ein maxi-
maler DEPS erreicht. Im Anschluss an die Belichtung wurden die Komplexe isoliert. Darauf
folgten Pigmentanalysen der Komplexe mittels HPLC, deren Ergebnisse in Tabelle 17 zusammen
gefasst sind. Die Gegenlberstellung der DEPS zeigt eindeutig, dass sowohl in vitro als auch in
vivo vergleichbare De-epoxidationen erzielt werden konnten. So wurde unabhangig von der
Induktionsweise am PSI-Holokomplex der héchste und am LHCI-730 der niedrigste DEPS

erlangt.

De-epoxidationszustand

Proteinkomplex

In vitro In vivo
LHCI-680 0.26 0.25
LHCI-730 0.17 0.18

Tabelle 17: Vergleich der in vitro und in vivo DEPS.
PSI-Holokomplex 0.35 0.29 Die Angaben sind Mittelwerte aus 3 unabhéngigen
Isolationen, deren SD nicht grof3er als 8% war.

Im Vergleich der in vivo und in vitro Experimente sowohl an den nativen als auch an den
rekonstituierten LHCI-Komplexen ist festzustellen, dass die erzielten De-epoxidationen an
den nativen Komplexen deutlich geringer waren als nach der in vitro De-epoxidation der
jeweiligen rekonstituierten Einzelkomplexe zu erwarten war. Am LHCI-730 konnte nach zwei
Stunden ein DEPS von 0.17 erreicht werden, obwohl am Lhca1 und Lhca4 ein DEPS von
0.27, respektive 0.36 gemessen worden war. Das Vx am LHCI-680 schien im Vergleich zum
LHCI-730 fur die De-epoxidation etwas zuganglicher zu sein, so dass ein DEPS von 0.26
erlangt werden konnte. Aufgrund der vollstandigen Verflgbarkeit des Vx am rekonstituierten
Lhca3-Komplex ist der h6here Umsatz am LHCI-680 nicht Gberraschend. Jedoch blieb auch
hier der DEPS mit 0.26 hinter dem fiir ein Mischprotein aus Lhca2 (DEPS 0.18) und Lhca3
(DEPS 0.89) zu erwartenden DEPS (0.53) zurtick. Ein weiterer Grund fiir den starkeren Um-
satz des Vx am LHCI-680 im Vergleich zum LHCI-730 konnten strukturelle Veranderungen
im Komplex aufgrund der Monomerisierung wahrend der Isolation sein. Diese Hypothese
kann jedoch verworfen werden, da auch nach der in vivo De-epoxidation an ganzen Blattern
und anschlieBender Aufreinigung der LHCI-Proteine vergleichbar niedrige DEPS vorlagen (s.
Tabelle 17).

Die geringere De-epoxidation der nativen Komplexe im Vergleich zu den rekonstituierten
Iasst sich auf den Verlust von locker an den Komplex gebundenem Vx zurickfihren. Dieses
leicht zur De-epoxidation verfigbare Vx wird durch die Aufreinigung nach Rekonstitution der
rekombinanten Proteine nicht vom Komplex entfernt. Die zur Isolierung der nativen Kom-

plexe notwendigen Solubilisierungsschritte werden aber gerade locker assoziierte Pigmente
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leicht aus dem Komplex abldsen. Folgerichtig zeigte auch die in vitro De-epoxidation des
PSI-Holokomplexes einen deutlich héheren DEPS als die Einzelkomplexe LHCI-680 und
LHCI-730. Die Bildung und Bindung von Zx am PSI-Holokomplex wurde in vivo und in vitro
an unterschiedlichen Spezies gezeigt (Thayer und Bjérkmann 1992, Schafer et al. 1994, Lee
und Thornber 1995, Farber et al. 1997, Zhu et al. 1997, Verhoeven et al. 1999). Die in der
zitierten Literatur erzielten De-epoxidationszustande zwischen 0.26 und 0.45 entsprechen
den Werten, die in vitro und in vivo an den LHCI-Komplexen von Lycopersicon esculentum

erzielt werden konnten (vgl. Tab. 14, 16, 17).
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3.3 Welchen Einfluss haben die Carotinoidbindestellen auf das
Ausmal und die Kinetik der De-epoxidation?

Die in vitro De-epoxidationsexperimente an den unterschiedlich rekonstituierten Lhcb1-Kom-
plexen haben gezeigt, dass Vx an der L2-Bindestelle nur langsam zu Zx umgesetzt werden
konnte, wohingegen Vx an einer der peripheren Bindestellen sehr schnell de-epoxidiert
wurde. In den damaligen Experimenten wurde davon ausgegangen, dass bei der Bindung
von 3 Carotinoiden pro Komplex die intrinsischen Lut-Bindestellen und die periphere Nx-
Bindestelle belegt sein mussten. Der Nachweis von einem Molekul Vx pro Monomer in den
Strukturanalysen des LHCII-Trimers (Liu et al. 2004, Standfu® und Kihlbrandt 2005) sowie
die Erkenntnis, dass vorzugsweise Carotinoide in 9-cis-5,6-epoxy Konformation an die N1-
Bindestelle binden (Snyder et al. 2004) lassen vermuten, dass das leicht de-epoxidierbare
Vx am Lhcb1-Komplex jedoch der V1-Bindestelle zuzuschreiben ist.

Anhand der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse, konnte die Rolle der verschiedenen
Bindestellen in ihrer Bedeutung fiir die De-epoxidation verfeinert werden und soll im Folgen-
den unter dem Aspekt der jeweiligen Bindestelle zusammengefasst werden.

Eine Bindung von Vx an V1 wurde fir den Lhca3-Komplex postuliert. An diesem Komplex
konnte eine schnelle und vollstandige De-epoxidation des Vx induziert werden. Die Belegung
der zweiten peripheren Bindestelle, der N1-Bindestelle, mit Vx wurde flr einen Teil des Vx
am Lhca1-Komplex vorgeschlagen. Die in vitro De-epoxidation dieser Komplexe zeigte eben-
falls einen sehr schnellen Verlauf flir den Teil des Vx, der einer peripheren Bindestelle zuge-
schrieben wird. Trifft jedoch die Vermutung zu, dass N1 nur als Bindestelle fiir Carotinoide in
9-cis-5,6-epoxy Konformation in Frage kommt, ware auch fir den schnell de-epoxidierbaren
Teil des Vx am Lhca1 die Bindung an V1 zu postulieren. Demzufolge bestatigten die Reak-
tionen an den Lhca-Komplexen die Vermutung, dass an V1-gebundenes Vx schnell und
vollstdndig de-epoxidiert werden kann.

Die Bindung von Vx an die L2-Bindestelle wurde fiir Lhca2, Lhca4, CP24 und CP26 sowie flr
den Groldteil des Vx in den Lhca1- und CP29-Komplexen beschrieben. An dieser Bindestelle
zeigte Vx kein einheitliches De-epoxidationsverhalten. An den Lhca4-Komplexen sowie an
den, unter natirlichen Bedingungen rekonstituierten, Komplexen von CP24 und CP26 war
Vx nur langsam de-epoxidierbar. Im Gegensatz zur vollstindigen De-epoxidation des L2-
gebundenen Vx am Lhcb1-Komplex war in den oben genannten Komplexen jedoch nur ein
Teil des gebundenen Pigmentes fir das Enzym zuganglich. Am Lhca2- und CP29-Komplex
schien sogar der grofte Teil des gebundenen Vx von der in vitro De-epoxidation ausge-
schlossen zu sein. An der internen L2-Bindestelle zeigte das gebundene Vx demnach kein
einheitliches De-epoxidationsverhalten. Die Reaktion war sowohl von der Bindestelle als
auch von dem jeweiligen Apoprotein abhangig.

Die De-epoxidation des Vx an der L1-Bindestelle war nur in einem instabilen Gesamt-

komplex moglich, wie es zum Beispiel der artifizielle CP26-NV-Komplex darstellt. Das
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Herauslosen des Carotinoids bewirkte den Zerfall des Komplexes. Unter in vivo Bedingun-
gen besitzt die L1-Bindestelle fur die De-epoxidation keine Bedeutung. Es ist allgemein ak-
zeptiert, dass in allen Antennenproteinen von PSI und PSII Lut in der L1-Bindestelle ge-
bunden wird (Bassi und Caffarri 2000, Morosinotto et al. 2003).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen an den Lhcb1-Komplexen wurde in dieser Arbeit an
den minoren Antennenproteinen des PSIl und an den Antennenproteinen des PSI somit eine
schnelle De-epoxidation fir Vx, gebunden an einer peripheren Bindestelle, und eine lang-
samere Konversion zu Zx flir Vx einer zentralen Carotinoidbindestelle festgestellt. Im Gegen-
satz zu den Ergebnissen am Lhcb1-Protein war an L2-gebundenes Vx in den minoren
Antennenproteinen und in den LHCI-Komplexen jedoch nicht vollstidndig de-epoxidierbar.
Der Vergleich der verschiedenen De-epoxidationen zeigte eindeutig, dass die Affinitat der
Bindestelle durch das jeweilige Protein modifiziert wird. Trotz der Unterschiede an den
einzelnen Proteinen kann festgehalten werden, dass Vx an einer peripheren Bindestelle
schnell und an einer internen nur langsam oder gar nicht de-epoxidiert werden kann.

Diese Beobachtung wird durch spektroskopische Analysen untermauert, die zwei verschie-
dene Vx-Populationen in Thylakoiden detektierten (Ruban et al. 2001). Es wurde gezeigt,
dass die Pigmente beider Gruppen proteingebunden in der Membran vorkommen und fir die
De-epoxidation zuganglich sind (Ruban et al. 2001). In einer spateren Studie konnte
nachgewiesen werden, dass der de-epoxidierbare Anteil des Vx nur locker an die Komplexe
bindet und in seinen spektroskopischen Eigenschaften zwischen denen von freien Pigmen-
ten und komplexen Membransystemen steht (Ruban et al. 2002a). Auch biochemische Ana-
lysen hatten zuvor schon auf die geringe Affinitat des de-epoxidierbaren Vx an einer periphe-
ren Bindestelle hingewiesen so, wie sie in den in vitro De-epoxidationsexperimenten zu
beobachten war (Ruban et al. 1999, Verhoeven et al. 1999). Die Existenz einer V1-Binde-
stelle mit geringer Affinitat zu ihren Carotinoid-Liganden war am rekonstituierten Lhcb1-
Protein nachgewiesen worden (Caffarri et al. 2001). Fur diesen Komplex konnte gezeigt
werden, dass an V1 gebundene Pigmente nicht am Energietransfer innerhalb des Kom-
plexes teilhaben, so dass ihre Funktion als leicht verfligbare Quelle fir den Xanthophyll-

zyklus verstanden wurde (Caffarri et al. 2001).
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3.4 Welche Bedeutung besitzen die verschiedenen Antennen-
proteine fur die De-epoxidation?

Anhand der durchgefiihrten in vitro Experimente an rekonstituierten Antennenkomplexen
lassen sich grofl3e Unterschiede in der De-epoxidierbarkeit des Vx in Abhangigkeit vom Apo-
protein erkennen. Eine schnelle und vollstdndige Umsetzung des gebundenen Vx wurde am
Lhca3 und Lhcb1 Protein erreicht. Der schnelle Reaktionsverlauf wurde ebenfalls flr einen
Teil des Vx am Lhca1, Lhca2 und CP29 gemessen, wobei der groRRte Teil des Vx an Lhca2
und CP29 nicht de-epoxidiert werden konnte. Im Gegensatz zu der schnellen De-epoxidation
an den vorherigen Komplexen wurde am CP24, CP26 und Lhca4 sowie bei dem Groliteil des
Vx am Lhca1 ausschlief3lich ein langsamer Reaktionsablauf detektiert. Hierbei schien wenig-
stens die Halfte des gebundenen Vx am CP24, CP26 und Lhca4 von dem enzymatischen
Umsatz ausgeschlossen zu sein. Demzufolge kénnen die Antennenproteine héherer Pflan-
zen in Bezug auf die De-epoxidation in drei Gruppen eingeteilt werden: I. Proteine mit gerin-
ger Affinitdt zu Vx (gebunden an V1), die De-epoxidation erfolgt schnell und vollstandig.
Hierzu gehoren Lhcb1 (stellvertretend flr den gesamten LHCII-Trimer) und Lhca3. II. Pro-
teine mit mittlerer Affinitat (L2) und langsamer De-epoxidation, bestehend aus CP24, CP26,
Lhca1 und Lhca4. lll. Proteine mit hoher Affinitat (L2) und sehr stark eingeschrankter De-
epoxidation, hierzu zahlen CP29 und Lhca2.

Um sich den Einfluss einzelner Antennenproteine auf die in vivo De-epoxidation vor Augen
zu fuhren, muss der Anteil der gebundenen Vx Molekiile pro Antennenprotein am gesamten
Vx-Pool sowie das Verhaltnis der Antennenproteine zu einander betrachtet werden. Inner-
halb der Thylakoide wurde unter moderaten Lichtverhaltnissen ein PSI/PSII-Verhaltnis von
1.13 bestimmt (Danielsson et al. 2004). Die am PSI equimolar assoziierten Antennenproteine
Lhca1-4 binden 0.5 Molekille Vx pro Monomer (Schmid et al. 2002). Ebenfalls 0.5 Molekule
Vx pro Monomer werden fir CP26 und CP29 kalkuliert (Croce et al. 2002a, Crimi et al.
2001). Am CP24 und an den trimeren LHCII-Komlexen wurde ein Molekul Vx pro Monomer
detektiert (Pagano et al. 1998, Liu et al. 2004). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass
80% des Vx in PSlI-Partikeln an den Trimeren und nur 20% an den Monomeren gefunden
wurden (Ruban et al. 1999). Folglich ist der Uberwiegende Teil des in den Thylakoiden vor-
kommenden Vx am LHCII-Trimer lokalisiert. Dieses Vx ist an V1 gebunden und kann schnell
und vollstandig de-epoxidiert werden. Verschiedene De-epoxidationsstudien an isolierten
Thylakoiden und ganzen Blattern haben gezeigt, dass ca. 70% des vorhandenen Vx de-
epoxidierbar sind, wovon 2/3 mit einer schnellen und 1/3 mit einer langsamen Kinetik umge-
setzt werden (Jahns 1995). Mit Hilfe der vorangegangenen Uberlegung lassen sich die 2/3
des schnell de-epoxidierbaren Vx den LHCII-Trimeren und in geringem Mafl} dem Lhca3-
Protein zuordnen. Die langsame Umsetzung wird an den minoren Antennenproteinen CP24
und CP26 sowie an Lhcal und Lhca4 des PSI stattfinden. Nicht umwandelbares Vx kann

demnach an CP29 und Lhca2 vermutet werden.
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3.5 Physiologische Bedeutung der De-epoxidation

Durch die Auftrennung der de-epoxidierten Proben in freie Pigmente und Komplex-Banden
wurde fur alle untersuchten Antennenkomplexe nachgewiesen, dass das unter in vitro
Bedingungen gebildete Zx an die Komplexe zurtuckbinden kann. Mit Hilfe der verwendeten
Analysemethoden lief3 sich allerdings nicht ndher klaren, ob Zx die Bindestelle des umge-
setzten Vx oder eine andere Stelle im Komplex belegt hatte.

Spektroskopische Analysen wiesen daraufhin, dass Zx in Thylakoiden eine starkere Konfor-
mationsanderung im Vergleich zum freien Pigment erfahrt als Vx (Ruban et al. 2002a). Die
Tatsache kann zum einen durch eine hohere Affinitdt des Pigmentes zur vorherigen Vx-
Bindestelle oder durch eine andere Bindestelle hervorgerufen werden.

Morosinotto et al. (2002a) folgerten aus der spektroskopischen Analyse in vitro de-epoxi-
dierter Komplexe, dass der Austausch von Vx gegen Zx an der L2-Bindestelle stattfinden
kann. In der zitierten Arbeit wurden jedoch Komplexe verwendet, die mit Vx als einzigem
Carotinoid rekonstituiert worden waren. Es bleibt daher offen, ob die Aussage auch auf Kom-
plexe zu Ubertragen ist, deren L2-Bindestelle mit anderen Carotinoiden belegt ist. In den
reinen Vx-Chl-Komplexen wurde die L2-Bindestelle durch Ablésen des Vx wahrend der De-
epoxidation vakant und konnte das neu gebildete Zx binden. Rekonstitutionsstudien haben
gezeigt, dass Zx eine hohe Affinitdt zu den intrinsischen Bindestellen besitzt (Croce et al.
1999a, Hobe et al. 2000). Ob diese allerdings ausreicht, um ein anderes Pigment im gefalte-
ten Komplex aus dieser Bindestelle zu verdrangen ist fraglich. Fur den Lhcb3-Komplex
wurde ein vergleichbarer Prozess postuliert: Unter Lichtstress soll Lut an der L2-Bindestelle
durch Zx verdrangt werden, ein gleichzeitiger Verlust von Nx an N1 wirde die Konforma-
tionsdnderung in den dissipativen Status erleichtern (Caffarri et al. 2004). Die Autoren sahen
in diesem Verhalten jedoch eine Besonderheit des Lhcb3-Proteins.

Der Bindung von Zx an die L2-Bindestelle wird eine physiologische Bedeutung zugeschrie-
ben. So wurde gezeigt, dass Zx an L2 in rekombinanten LutZxNx-Komplexen von Lhcb1
(Formaggio et al. 2001), Lhcb4 (Crimi et al. 2001), Lhcb5 (Frank et al. 2001) sowie in nativen
LHCII-Komplexen von Arabidopsis aba-3 Mutanten (Moya et al. 2001) im Vergleich zu
Komplexen mit Lut oder Vx an L2 eine Reduktion der Fluoreszenzemission bewirkte. Die L2-
Bindestelle wird als allosterische Bindestelle flr Zx diskutiert (Bassi und Caffarri 2000,
Formaggio et al. 2001), die vor allem im trimeren Komplex die Energiedissipation allosterisch
kontrolliert (Wentworth et al. 2004). Der Austausch von Zx gegen Vx an V1 blieb dagegen
ohne Effekt (Caffarri et al. 2001). Die neueren Strukturanalysen der LHCII-Trimere (Liu et al.
2004, Standful® et al. 2005) wiesen jedoch darauf hin, dass auch die V1-Bindestelle in
unmittelbarer Nahe zu den potentiellen ,Quenching-sites® liegt, sodass auch fur Zx an V1 die

Rolle als allosterischer Regulator postuliert wird (Horten et al. 2005).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 107

Zx wurde jedoch nicht nur in den Komplex-Banden detektiert, sondern auch in der freien
Pigmentbande. Unabhangig von der Bindung an LHC-Proteine besitzt Zx weitere
Schutzfunktionen gegen photo-oxidativen Stress. Zum einen wurde durch Bindung von Zx an
das PsbS-Protein eine Anderung im Absorptionsspektrum des Pigmentes erzeugt, die im
Zusammenhang mit der pH-abhangigen Energiedissipation beobachtet wird (Aspinall-O 'Dea
et al. 2002, Ruban et al. 2002b). Zum anderen nimmt Zx in der Lipidphase der
Thylakoidmembran Einfluss auf die Membranfluiditat (Havaux und Niyogi 1999) und
Lipidperoxidation (Havaux et al. 2000).

In vivo korreliert die De-epoxidation von Vx zu Zx mit der nicht-photochemischen Léschung
Uberschissiger Anregungsenergie (Demmig-Adams 1990, Gilmore und Yamamoto 1993).
Studien an verschiedenen Mutanten von Arabidopsis thaliana (npgl, vtc2) zeigten, dass ein
defizitarer Xanthophyllzyklus zur Reduktion des NPQ fihrt (Niyogi, et al. 1998, Mdller-Moulé
et al. 2002). Eine genauere Analyse des De-epoxidationsverhaltens der Vx-bindenden
Membrankomplexe wies darauf hin, dass die Kinetik der De-epoxidation an Lhcb1-3, CP26
und CP24 der Bildung von gE entspricht, wohingegen der DEPS an CP29 eher mit der
Ausbildung der Photoinhibition (ql) gleichzusetzen ist (Farber et al. 1997). Entsprechend
werden die beobachteten Unterschiede in der De-epoxidation von Vx gebunden an CP26
und CP29 von Morosinotto et al. (2002a) als schnelle respektive langsame Akklimatisierung
an Lichtstress gedeutet. Parallel zu den pH-induzierten Anderungen am CP29 wurde in vivo
die Phosphorylierung eines Threonin-Restes beobachtet, wodurch die Konformation
verandert und das Quenchen Uberschussiger Energie induziert wurde (Mauro et al. 1997).
Voraussetzung fiir die Phosphorylierung von CP29 ist eine starke Reduktion des Plasto-
chinonpools, wie sie unter Starklicht Bedingungen auftritt (Purisheimo et al. 2003).

Die Anzucht von Pflanzen in vollem Sonnenlicht flhrt insbesondere an den LHCII-Trimeren
zu einer drastischen Steigerung des Xanthophyllpools (Verhoeven et al. 1999). Zusatzlich
zur De-epoxidation des gebundenen Vx kommt es bei lang anhaltendem Stress (Kalte und
hohe Lichtintensitat) zur Neusynthese von Xanthophyllzykluspigmenten, die verstarkt an den
monomeren Antennenkomplexen des PSIlI gefunden werden (Verhoeven et al. 1999). In vitro
konnte nachgewiesen werden, dass durch zusatzlich gebundenes Zx die Fluoreszenzemis-
sion in solubilisierten Antennenproteinen (CP26, CP29 und LHCII) deutlich reduziert werden
kann (Wentworth et al. 2000). Holt et al. (2004) wiesen jedoch daraufhin, dass die Summe
des Quenchens an den Einzelkomplexen nicht ausreicht, um das in vivo erzielte Quenchen
Zu erzielen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass an allen Antennenproteinen Vx zu Zx
umgesetzt wird und das Produkt erneut an den Komplex binden kann. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass in vivo der vollstdndig dissipative Status des PSII-LHCII-Super-

komplexes nur im Zusammenspiel aller Faktoren zu erreichen ist: Durch Ansduerung des
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Thylakoidlumens kommt es zur Protonierung von exponierten AS-Resten der
Antennenproteine und des PsbS-Proteins. Gleichzeitig wird die VDE aktiviert und Vx zu Zx
umgesetzt. Das gebildete Zx kann sowohl am PsbS-Protein als auch an den LHCs binden.
Als Folge konnte durch Protein-Protein Interaktion und/oder durch die Bindung von Zx, als
allosterischem Regulator, an die L2-Bindestellen in den LHCII-Trimeren das Lut an L1 in den
»,Quench-Modus® Uberflihrt werden, wie es im Modell von Wentworth et al. (2003, 2004)
vorgeschlagen wird. Inwieweit die Protonierung der LHCs das Abldsen des Vx beeinflusst,
oder ob Vx, zu mindest an der V1-Bindestelle, im standigen Gleichgewicht mit der
Lipidphase der Membran steht, wie es von Ruban et al. (1999) postuliert wurde, konnte noch
nicht eindeutig geklart werden. Die Kiristallisationsstudien von Liu et al. (2004) sowie
Standfufl und Kihlbrandt (2005) enthielten trotz unterschiedlicher pH-Werte, 7.5 respektive
5.5, Vx an der V1-Bindestelle der LHCII-Trimere, allerdings ist zu vermuten, dass sich die

Komplexe in der isolierten Form anders verhalten als im Verband des Gesamtkomplexes.

Im Gegensatz zum PSII ist die physiologische Bedeutung des Xanthophyllzyklus am PSI
noch unklar. Bisher konnte kein Zx-abhangiges NPQ am PSI| beobachtet werden. Aufgrund
der geringeren Fluoreszenzemission der Lhca-Proteine im Vergleich zu den Lhcb-Proteinen
vermuten Morosinotto et al. (2002b), dass die Konformation der Lhca-Komplexe im epoxi-
dierten Zustand dem dissipativen Modus entspricht, der bei den Lhcb-Proteinen erst durch
Umwandlung von Vx zu Zx induziert wird. Die Funktion von Zx an LHCI ware demnach eine
andere als in LHCII. Photoinhibition des PSI wurde bisher in vivo nur bei niedrigen Tempe-
raturen an kalte-sensitiven Pflanzen beobachtet (Havaux und Davaud 1994, Sonoike und
Terashima 1994). An kalte-resistenten Haferpflanzen wurde Photoinhibition am PSI durch
den Zusatz von KCN induziert (Tjus et al. 1998). KCN ist ein Inhibitor der Cu,Zn-Superoxid-
dismutase und Ascorbatperoxidase. Die Inaktivierung des PSI kann daher durch die ver-
starkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erklart werden. Die Bildung von ROS
an der reduzierenden Seite des PSI wirkt ebenfalls schadigend auf PSII (Tjus et al. 2001).
Eine potentielle Funktion des Zx am PSI kénnte somit in der Detoxifikation der gebildeten

ROS zum Schutz beider Photosysteme liegen.
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3.6 Bedeutung einzelner Antennenproteine fur den Schutz des
Photosyntheseapparates

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten deutlich, inwiefern sich die einzelnen Antennen-
komplexe in Bezug auf die De-epoxidation unterscheiden. Allerdings wurde hier nur am
isolierten Komplex in einer kunstlich hergestellten Lipidschicht gearbeitet. Wie aber verhalt
sich das System in vivo, bei Verlust eines Antennenproteins? Dieser Fragestellung wurde mit
Hilfe von Antisense-Pflanzen und Knock-out Mutanten der entsprechenden Gene nachge-
gangen. Ganeteg et al. (2001) untersuchten die ALhca2 und ALhca3-Linien von Arabidopsis
thaliana unter Laborbedingungen. In den beiden Linien wurde der gleichzeitige Verlust des
jeweiligen Coproteins im LHCI-680 Komplex festgestellt. Die Belichtung mit 700 uE bewirkte
in beiden Linien, verglichen mit dem Wildtyp, weder nach 5 noch nach 60 Minuten einen
Unterschied im DEPS. In ahnlichen Studien wurde festgestellt, dass auch der Verlust von
Lhcb1 und Lhcb2 sowie CP26, CP29 und CP24 ohne Folgen flir den Xanthophyllzyklus blieb
(Andersson et al. 2003, Andersson et al. 2001). Versuchsreihen an npgl und npg4 Mutanten
von Arabidopsis thaliana haben gezeigt, dass unter Freilandbedingungen die Fitness der
Mutanten deutlich geschwacht ist, auch wenn unter Laborbedingungen kein phanotypischer
Unterschied zum Wildtyp zu detektieren war (Kihlheim et al. 2002). Vor diesem Hintergrund
wurden die verschiedenen LHC-Mutanten im Freiland untersucht. Keine der Mutanten zeigte
eine verstarkte Photoinhibition des PSII. Die Gesamt-Fitness der Pflanzen, gemessen an
ihrer Samenproduktion, war aber sehr wohl reduziert (Ganeteg et al. 2004). Verschiedene
Mutanten von Arabidopsis thaliana mit Defekten in der Synthese von Antioxidantien wiesen
auf eine groRe Flexibilitdt des photoprotektiven Systems hin (Kanwischer et al. 2005). Der
Schutz héherer Pflanzen gegen photooxidative Schadigung scheint somit nicht auf einzelne
Proteine festgelegtzusein, sondern unterliegt einer Flexibilitdt, die es der Pflanze erlaubt,

sich an die unterschiedlichsten Bedingungen anzupassen.
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3.7 Zusammenfassung

Die sessile Lebensform von Pflanzen bedingt, dass sie schnell wechselnden Lichtintensita-
ten ausgesetzt sind. Um den schadigenden Effekten lGberschiissig absorbierter Lichtenergie
zu begegnen, haben Pflanzen verschiedene photoprotektive Schutzmechanismen entwickelt.
Hierbei ist die De-epoxidation von Vx zu Zx Uber die VDE durch den sog. Xanthophyllzyklus
von vielfaltiger Bedeutung. Das Substrat dieser Reaktion, das VX, ist in unterschiedlichen
Stéchiometrien in den Lichtsammelkomplexen beider Photosysteme vertreten. Vorangegan-
gene De-epoxidations-Studien hatten gezeigt, dass nur ein Teil des Vx-Pools zu Zx umge-
setzt werden kann. Zusatzlich schien es Unterschiede in der Verfugbarkeit des umsetzbaren
VX zu geben, so waren 2/3 des Vx mit einer schnellen und 1/3 mit einer langsamen Kinetik
de-epoxidiert worden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, welche Faktoren die De-epoxidation des Vx
limitieren. Anhand von in vitro Studien an rekonstituierten Lhcb1-Proteinen war zuvor festge-
stellt worden, dass Vx an den verschiedenen Carotinoidbindestellen des Lhcb1-Proteins mit
unterschiedlicher Kinetik de-epoxiert werden kann. In der hier vorgelegten Studie wurde nun
sowohl der Einfluss der verschiedenen Apoproteine als auch die Bedeutung der jeweiligen
Vx-Bindestelle auf die De-epoxidation des gebundenen Vx untersucht. Hierzu wurden rekom-
binante Apoproteine der minoren Antennenproteine von PSII und der Antennenproteine von
PSI in vitro mit isolierten Pigmenten zu funktionsfahigen Holokomplexen rekonstituiert. Mit
Hilfe von isolierter VDE wurden diese Komplexe de-epoxidiert und sowohl der Reaktions-
verlauf als auch die mogliche Bindung des gebildeten Zx an den Komplex analysiert.

Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass die De-epoxidation an allen Antennenkomplexen
induziert werden und Zx an die Komplexe zuriickbinden konnte. Anhand der beobachteten
Reaktionen konnte festgestellt werden, dass sich Vx gebunden an einer peripheren Caroti-
noidbindestelle schnell und vollstandig, an einer internen Bindestelle jedoch nur langsam und
zum Teil stark eingeschrankt de-epoxidieren lasst. Die verschiedenen Antennenkomplexe
beider Photosysteme konnten in Bezug auf die De-epoxidierbarkeit des gebundenen Vx in
drei Gruppen eingeteilt werden: |. Proteine mit geringer Affinitdt zu Vx, die De-epoxidation
erfolgte schnell und vollstédndig. Hierzu gehdéren Lhcb1 und Lhca3, Il. Proteine mit mittlerer
Affinitat und langsamer De-epoxidation, bestehend aus CP24, CP26, Lhca1 und Lhca4 und
lll. Proteine mit hoher Affinitat und sehr stark eingeschrankter De-epoxidation, hierzu zahlen
CP29 und Lhca2. Aufgrund dieser Einteilung und der Vx-Bindung an die verschiedenen
Antennenkomplexen, bzw. der Haufigkeit der Komplexe in der Thylakoidmembran kann die
in vivo beobachtete schnelle De-epoxidation der Gruppe |, der langsamere Teil der Gruppe Il
und der von der De-epoxidation ausgeschlossene Teil des Vx der Gruppe Il zugeordnet

werden.
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5 Anhang

5.1 Abkurzungsverzeichnis

Ao Chlorophyll a

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

Ax Antheraxanthin

BSA Rinderserumalbumin

CAB Chlorophyll a/b-bindend

Car Carotinoide

Chl Chlorophyli

'ChI* Singulett Chlorophyll

*Chl* Triplett-Chlorophyll

CO, Kohlendioxid

DEPS De-epoxidationszustand (Zx+0.5Ax/VAZ)
dNTP Deoxynucleosidtriphosphat

R-DM n-Dodecyl-R-D-Maltosid

DMSO Dimethylsulfat

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT 1,4-Ditiotreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

ELIP engl. early light-induced protein

FAD Flavinadenindinukleotid

Fd Ferredoxin

HEPES 2-[4-(Hydroxyethyl)-1piperazinyl]-ethansufonsaure
HLIPS engl. high light induced protein

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
IEF Isoelektrische Fokussierung

IPTG Isopropyl-R-thiogalaktosid

K Kelvin

Kap. Kapitel

kb Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton

KDS Kaliumdodecylsulfat

LB Luria-Bertani-Medium

LHC Lichtsammelkomplex (engl. light-harvesitng complex)
LHCI engl. light-harvesting complex |

LHCII engl. light-harvesting complex Il

Lhca Proteine des PSI Lichtsammelkomplexes
Ihca Gene fir Lichtsammelkomplexe des PSI
Lhcb Proteine des PSII Lichtsammelkomplexes
Ihcb Gene fir Lichtsammelkomplexe des PSII
L1 Lutein-Bindestelle 1

L2 Lutein-Bindestelle 2
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LDS Lithiumdodecylsulfat

Lut Lutein

MES 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure
MGDG Monogalaktosyldiacylglycerid

MOPS Morpholinopropansulfonsaure

NADPH reduziertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
N1 Neoxanthin Bindestelle

Nx Neoxanthin

NPQ engl. non photochemical quenching

0, Singulett-Sauerstoff

oD Optische Dichte

OoG Octyl-p-D-glycopyranosid

OEC engl. oxygen-evolving-complex

PC Plastocyanin

PCR Polymerasekettenreaktion

ApH pH-Gradient

pl isoelektrischer Punkt

PQ Plastochinon

PS Photosysteme

qE pH-abhangige Fluoreszenzléschung

ql photoinhibitorische Fluoreszenzldschung
qT Fluoreszenzldschung durch state transition
RT Raumtemperatur

ROS reaktiven Sauerstoffspezies

Rz Reaktionszentrum

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SEPS engl. stress enhanced protein

SV Saulenvolumen

Tab. Tabelle

TBE TRIS-Borsaure-EDTA-Puffer

TBS engl. TRIS buffered saline

TEMED Tetramethylethyldiamin

Tricin N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycin
TRIS N-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

U engl. unit

uv ultraviolett

V1 Violaxanthin Bindestelle

VAZ Summe der Xanthophyllzykluspigmente Vx, Ax, Zx
VDE Violaxanthin-De-epoxidase

Vol. Volumen

Vx Violaxanthin

(v/v) volume per volume

w Watt

(wWiv) weight per volume

ZE Zeaxanthin-Epoxidase

Zx

Zeaxanthin
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