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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 DiePhotosynthese

Ein fundamentaler Prozel3 fir das Leben auf der Erde ist die Umwandlung von Lichtenergiein
chemische Energie. Bel diesem as Photosynthese bezeichneten Biosyntheseweg werden
organische oder anorganische Verbindungen unter Absorption von Lichtenergie oxidiert und
die Elektronen zur Reduktion von CO, verwendet. Die Elektronen stammen bei der
Photosynthese von Algen, héheren Pflanzen und Cyanobakterien aus Wasser, das in einer
Lichtreaktion photolytisch gespalten wird. Da im Zuge dieser Reaktion neben Elektronen
molekularer Sauerstoff freigesetzt wird, wird sie als oxygene Photosynthese bezeichnet. Fur
diesen Prozeld sind Licht absorbierende Chromophore notwendig, die so angeordnet sein
muissen, dald eine effektive Absorption und Weiterleitung der Lichtenergie gewahrleistet sind.
Die oben genannten Organismen erfillen diese Voraussetzung mit Hilfe zweier Photosysteme
(PSI und PSII), welche die Lichtabsorption mit dem Elektronenflul® in der Thylakoidmembran
koppeln. Jedes Photosystem besteht aus einem peripheren  Antennenkomplex
(Lichtsasmmelkomplex, LHC), und einem Kernkomplex mit dem Reaktionszentrum (RZ). Die
Absorption von Lichtquanten findet in den Antennenkomplexen statt, welche die Energie zu
den Reaktionszentren weiterleiten. Dort erfolgt die photoinduzierte Wasserspaltung. Im Prinzip
ist das RZ dleine in der Lage die photochemischen Primérprozesse ohne die Antennen
auszufuhren. Da das RZ jedoch nur wenige Licht absorbierende Chromophore aufweist, wére
die Umsatzrate so klein, dal3 die Lichtenergie nicht effizient genutzt werden konnte. Durch die
Antennensysteme wird der Absorptionsquerschnitt erhdht und die photochemische Umsetzung
optimal. Antennen verfligen weiterhin die Gber Mechanismen, die den Energietransfer im Zuge
wechselnder Lichtbedingungen regulieren und damit die Resktionszentren vor einer
Uberanregung und Schadigung schiitzen.

Lichtsasmmelsysteme sind in alen photoautotrophen Organismen anzutreffen. Diese unter-
scheiden sich zum Tell erheblich voneinander. Die Unterschiede liegen in der Architektur der
Pigment-Protein  Komplexe und der damit verbundenen Art und Weise Lichtenergie
weiterzuleiten und den Energieflu® zu regulieren. Hauptschwerpunkte dieser Arbeit sind
Untersuchungen zur Biogenese Chlorophyll-a/b-bindender Antennenproteine (cab-Proteine) in
hoheren Pflanzen. Im folgenden werden diese kurz skizziert.

1.1.1 DieLichtsammelproteine htherer Pflanzen

Bel hoheren Pflanzen und Grinalgen lassen sich drei Typen Chlorophyll-a/b-bindender
Lichtsasmmelproteine voneinander unterscheiden: minore Antennenkomplexe, der majore
Antennenkomplex LHCII und schliefdich der Antennenkomplex LHCI (Bass et al., 1997,
Jansson, 1994). Die minoren Antennenkomplexe CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) und CP29
(Lhcb4), sind mit PSII assoziiert, so auch der mgore Antennenkomplex LHCII, an dessen
Bildung die Apoproteine Lhcbl und Lhcb2 beteiligt sind. Dieser Lichtsammelkomplex macht
etwa ein Drittel des Gesamtproteins in den Thylakoiden aus und bindet zirka die Hafte des in
der Pflanze vorkommenden Chlorophylls. Ob auch das Protein Lhcb3 Teil des LHCII ist,
konnte noch nicht definitiv geklart werden (Jansson, 1994). LHCII kann, im Gegensatz zu den
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minoren Antennen, als mobile Antenne fungieren. Im Zuge einer Kurzzeit-Regulation wird
LHCII bel hohen Lichtintensitéten redoxreguliert phosphoryliert, koppelt von PSII in den
Grana-Thylakoiden ab und migriert in die Stroma-Thylakoide, wo der Komplex an PSI bindet
(Allen, 1995). Dies dient einer optimalen Energieverteilung auf beide Photosysteme. PSI bindet
aullerdem eigene Lichtsammelkomplexe (LHCI), die sich aus LHCI-730 (Lhcal und Lhcad)
sowie LHCI-680 (Lhca2 und Lhca3) zusammensetzen (Jansson, 1994, Schmid et al., 1997).

1.1.2 DasLHCII-Strukturmodell

Abbildung 1.1.2-1 Die dreidimensionale Struktur von LHCII nach Kuhlbrandt et al.,

1994. Der hier als Monomer dargestellte Pigment-Protein Komplex durchspannt die Thylakoidmembran
(begrenzt durch die hellblauen Balken) mit drei hydrophoben a-Helices (A, B und C). Der obere Bereich ragt in
das Chloroplastenstroma, der untere Bereich und die amphiphatische Helix D in das Thylakoidlumen. Die griinen
Tetrapyrrol-Symbole stellen die Chlorophylle dar. Obwohl die Auflésung der Struktur nicht ausreichend war, um
Chl a von Chl b zu unterscheiden, wurden die moglichen Positionen dieser Pigmente in hellgriin (Chl b) und
dunkelgriin (Chl &) abgebildet (siehe Text). In der Mitte sind zwei sich Uberkreuzende Xanthophylle lokalisiert
(gelb dargestellt).

Alle Untereinheiten dieser drel Antennentypen gehdren einer Familie eng verwandter Proteine
mit Molekulargewichten zwischen 20-28 kDa an. Diese Proteine weisen in manchen
Sequenzabschnitten hohe Homologien auf. Hauptgemeinsamkeit sind drei  a-helikale
Abschnitte, die die Thylakoidmembran in spezifischer Struktur durchspannen. Das Modell
einer dreidimensionalen Struktur wurde mittels Elektronenmikroskopie (EM) von 2-D-
Kristallen des LHCII mit einer Auflésung von 3,4 A aufgestellt. (Kihlbrandt et al., 1994).
Dieses Strukturmodell gilt auch als Modell fur die Faltung aller anderen Mitglieder der cab-
Familie (Abbildung 1.1.2-1). Fur die nicht-kovalent gebundenen Pigmente wurden acht
Aminosauren als Chlorophyll-Liganden identifiziert (His, GIn, Asn, Glu/Arg). Wegen der
geringen Unterschiede zwischen Chl a und b konnten deren Positionen im LHCII nicht
ermittelt werden. Sie wurden aufgrund ihrer spektralen Eigenschaften so in das Modell ein-
gepaldt, dald ein Energietransfer von Chl b nach Chl a tber geringe Abstande (Van-der-Waals-
Kontakt) moglich ist und alle Chl a in der N&he der Xanthophylle positioniert sind. Der Grund
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fur diese Zuordnung ist, da3 Xanthophylle in der Lage sind Chl-Triplett-Anregungen zu
|6schen, was vor allem fir Chl a gefordert werden muR (Eads et al., 1989; Pdsson et al., 1994).

Trotz ihrer Homologie und der charakteristischen Organisation weisen die einzelnen Antennen
auch Unterschiede auf. Dies betrifft sowohl ihre Pigmentbindenden Eigenschaften, als auch
ihren Oligomerisierungszustand in der Thylakoidmembran (Tabelle 1.1.2-1):

Komplex Chi/M | Chl a/b Chla |Chlb |Aggregation Ref.
LHCII 12 14 7 5 Trimer a
CP24 10 1 5 5 Monomer b
CP26 9 2 6 3 Monomer b
CP29 8 3 6 2 Monomer c
LHCl rativ) 10 4 8 2 Dimer d
LHCI-730 e 7 25 5 2 Dimer e

Tabelle 1.1.2-1 Pigmentbindung und Oligomerisierungszustand der Lichtsammel-

komplexe chl = Chlorophyll; M = Monomer; rek = rekongtituiert; a = Kiihlbrandt et al., 1994; b= Sandona
et al., 1998; c= Bassi et al., 1999; d= Schmid et al., 1997; e = Croce und Bassi, 1998

LHCII bindet neben Chl drei Xanthophylle. Zwei Lutein, etwa ein Neoxanthin und weniger as
ein Violaxanthin pro monomerem LHCII wurden identifiziert (Peter und Thornber, 1991; Lee
und Thornber, 1995). Stéchiometrische Untersuchungen an CP sowie LHCI sprechen flr eine
Bindung von nur zwei Xanthophyllen (Pesaress et al., 1997; Giuffra et al., 1997,
Connelly et al., 1997; Schmid et al., 1997; Croce und Bassi, 1998). Da die tatsachlichen
Positionen von Chl a und Chl b, sowie die dritte Xanthophyllbindestelle mit den derzeitigen
strukturanalytischen Methoden nicht identifizierbar sind, versuchen verschiedene
Arbeitsgruppen den Weg Uber die biochemische Analysen nativer oder in vitro gefalteter
Lichtsammelproteine zu gehen. Die Arbeit mit in vitro gefalteten Komplexen wurde durch die
Entwicklung einer Methode mdglich, mit der in Bakterien Uberexprimiertes Lichtsammel-
protein in Detergens-Mizellen zu Pigment-Protein Komplexen rekonstituiert werden kann
(Plumley und Schmidt, 1987; Paulsenetal., 1993). Dies erdffnete die Maoglichkeit
mannigfaltiger Manipulationen an den Lichtsammelproteinen. Zum Beispiel wurden einzelne,
als Pigmentbindende Liganden identifizierte Aminosauren durch andere Aminosauren ersetzt
und die Fatungsprodukte auf ihre Pigment-Komposition hin untersucht (Yanget al., 1999,
Rogl und Kuhlbrandt, 1999, Croce et al., 1999 a und b; Bassi et al., 1999; Remelli et al., 1999).
Es zeigte sich, da3 die Mutation eines Chl-Liganden in LHCIl weitere Chl-Bindestellen
beeinfluldte, was die eindeutige Zuordnung eines einzelnen Chl zu einem Chl-Liganden
schwierig machte. Nur eine Bindestelle, Glutamin®3! (b6), scheint tatsachlich préferentiell Chl b
zu binden. Zwar konnten alle Mutanten in vitro LHCII bilden, jedoch hatten die verschiedenen
Mutationen unterschiedliche Auswirkungen auf die Stabilitéé der Komplexe.
(Yang et al., 1999). In einer weiteren Arbeit mit in vitro trimerisierten LHCII-Mutanten
konnten dagegen die von Kihlbrandt und seinen Mitarbeitern 1994 vorgeschlagenen Chl-
Liganden al, a2, a3, b5 und b6 bestétigt werden. Die in diesem Modell vermutete Chl b3-
Bindestelle scheint jedoch eine Chl a-Bindestelle zu sein. Die Position von Chl a2 kommt
aufgrund der ermittelten spektralen Charakteristiken als das energiearmste und damit
wahrscheinlich als das Chl in Frage, das die Energie zum RZ weiterleitet (Rogl und
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Kuhlbrandt, 1999). Die dritte Xanthophyllbindestelle in LHCII wurde anhand von
Mutantenanalysen als Neoxanthinbindestelle in den LHCI I positioniert (Croce et al., 1999).

Ebenfalls wurde durch in vitro-Faltungsexperimente aufgedeckt, dal3 die Bindung von
Pigmenten eine Voraussetzung fur die Faltung von Lhcbl (Paulsen et al., 1993). Fir ene
Pigment-abhéngige Stabilisierung des LHCII in vivo spricht, dal3 Pflanzen, die aufgrund einer
Beleuchtung mit kurzen Lichtintervallen (intermittent light, IML) nur wenig Chl b bilden, nicht
in der Lage sind LHCII zu akkumulieren (Day et al., 1984; Tzinaset al., 1987; Jahns und
Junge,1993). Zusétzliche Erkenntnisse wurden durch Insertionsexperimente mit in Bakterien
Uberexprimiertem Lhcbl gewonnen. Auch hier konnte gezeigt werden, dal} die stabile
Integration von Lhcbl in die Thylakoide sehr eng mit der Bindung von Pigment gekoppelt ist:
In Gersten-Etioplasten kann tberexprimiertes Lhcbl nicht stabil eingebaut werden. Erst wenn
der Reaktionsansatz mit den Chlorophyll-Vorstufen Zn-Pheophorbid a/b und Geranylgeraniol-
pyrophosphat supplementiert wurde, konnte Protease-resistentes Lhcbl in den Membranen
nachgewiesen werden (Kuttkat et al., 1997).

In der Thylakoidmembran liegt LHCII vor alem as Trimer vor. Der trimere Oligo-
merisierungszustand scheint die funktionelle Form dieses Antennenkomplexes zu sein (Butler
und Kuhlbrandt, 1988), wobei die Anteile von Homo- oder Heterotrimeren nicht bekannt sind.
Trimer-stabilisierende Motive wurden im LHCII am N- und am C-Terminus gefunden (Paulsen
und Kuttkat, 1993; Kuttkat et al., 1996; Hobeet al., 1995). Interessant ist, dal3 eine trimere
Organisation bel den anderen Lichtsammelproteinen nicht gefunden wird. Wahrend LHCI
Dimere bildet (Jansson et al., 1996; Schmid et al., 1997), liegen die minoren Antennen als
monomere Komplexe vor (Bassi und Dainese, 1992). Versuche, die Stochiometrie der An-
tennenproteine in Bezug auf die Photosysteme zu bestimmen, fuhrte zu verschiedenen
Modellen der Antennen-Organisation von PS| und PSII (Jansson, 1994; Jansson et al., 1996).
Die monomeren minoren Antennen liegen moglicherweise in einer 1:1 Stéchiometrie pro PSlI-
RZ vor (Bass etal.,1997). Vor kurzem vertffentlichte elektronenmikroskopische (EM)
Analysen an PSII-Membranen aus Spinat deuten auf eine heterogene LHCII-Bindung an PSII-
Komplexen. Drei Zustandsformen gebundener LHCII-Trimere an sogenannten Super-
komplexen (PSII-Dimere mit LHCII) und zwei unterschiedliche Megakomplexe (zwei
miteinander assoziierte Superkomplexe) wurden gefunden. (Boekema et al., 1999). PSI
dagegen wurde bisher als monomerer Komplex charakterisiert, an dem vier LHCI-Dimere
assoziiert sind (Boekema et al., 1994; Jansson et al., 1996). Einige Daten sprechen jedoch
dafUr, dal3 auch PSI hdhermolekulare Komplexe bildet (Schmid, 1999, personliche Mitteilung).

Alle zehn Antennen-Untereinheiten (Lhcal-4, Lhcb 1-6) sind kerncodiert. In hdheren Pflanzen
ist die LHC-Transkription Licht- und von dem Entwicklungszustand der Plastiden abhangig
(Grossman et al., 1995; Reinbothe uns Reinbothe, 1996). Die Licht-Regulation der Gen-
expression verlauft dber Phytochrom und UV/Blaulicht-Rezeptoren (Thompson und White,
1991, Marrs und Kaufmann, 1989). Die ebenfalls Licht-abhangige Chlorophyll-Biosynthese ist
nicht nur fur die Stabilisierung von LHCII essentiell, sondern tber einen bisher unbekannten
Mechanismus auch mit der Transkription der Lhcb-Gene gekoppelt (Meehnan et al., 1996).
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Einige Daten sprechen dafir, dal3 Chlorophyll-Vorstufen ein Signal fur die Lhch-Transkription
darstellen (Taylor, 1989; Kropat et al., 1997).

Der Transport der posttrandational in den Chloroplasten transportierten Lichtsammel proteine
Uber den allgemeinen Import-Weg und den SRP-abhégigen Transit im Stroma wird in Kapitel
1.2 ausfhrlich beschrieben.

1.2 DieZielsteuerung kerncodierter Chloroplasten-Proteine

In Chloroplasten finden wichtige Biosynthese-Prozesse, wie Lipid- und Aminosauresynthese
und die mit der Photosynthese gekoppelte Bildung von Kohlenhydraten statt. Physiologisch
betrachtet handelt es sich daher um hochkomplexe Organellen. Aber auch architektonisch
gesehen sind die Chloroplasten sehr komplex strukturiert. Sie kdnnen bei htheren Pflanzen in
sechs Kompartimente untergliedert werden (Abbildung 1.1.2-2).

aulere Hullmembran
d Intermembranraum

innere Hullmembran

Stroma
Thylakoidlumen

Stroma-Thylakoid

Abbildung 1.1.2-1 Schematische Dar stellung der Chlor oplasten-K ompartimente
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Die wél¥ige Matrix, auch as Chloroplastenstroma bezeichnet, wird zum Cytoplasma hin von
einer doppelten Hullmembran abgetrennt. Zwischen diesen Membranen liegt der wéldrige
Intermembranraum. Das Stroma birgt en inneres Membransystem, die sogenannten
Thylakoide, die selbst wieder eine wal¥ige Matrix, das Thylakoidlumen, umschlief3en. Die
meisten Proteine der photosynthetischen Lichtreaktion sind in bzw. an der Thylakoidmembran
lokalisiert. Die beteiligten Polypeptide liegen grof3enteils mit Cofaktoren (Redoxfaktoren oder
Chromophore) assoziiert vor. Die verschiedenen Proteine sind wiederum zu sogenannten
supramol ekularen Komplexen organisiert (PSI, PSII, Cytbe/f-Komplex, CFo/CF;-ATPase).

Der Ursprung von Organellen geht auf endosymbiotische Prozesse zuriick. Wahrend der Co-
Evolution von Plastiden und Wirt haben die Plastiden allméhlich ihre Autonomie verloren.
Viele Gene, die fur plastidére Proteine codieren, wurden in das Kern-Genom des Wirts
transferiert. Beide Organellen (Kern, Plastide) codieren fir miteinander in Wechselwirkung
stehende Proteine. Daher sind eine strikte Regulation der Protein-Biosynthese und die richtige
Zielsteuerung der Proteine von fundamentaler Bedeutung fur die Funktion der Plastiden. Die
Voraussetzungen fur den Transport der Proteine sind, dal3 sie in Translokations-kompetenter
Form vorliegen und von spezifischen Translokationssystemen erkannt werden. Nur so kann ein
topologisch korrekter Transfer membranstandiger Protein-Abschnitte in Ziel-Membranen und
die effiziente Transokation |oslicher Proteine oder Protein-Doménen auf die trans-Seite von
Membranen gewahrleistet werden. Bis auf die Ausnahme einiger weniger spontan inserierender
Proteine werden alle kerncodierten Chloroplasten-Proteine Uber enen algemeinen
Importkomplex in die Plastiden importiert (Kapitel 1.2.1). Fur die weitere Zielsteuerung
durch/in die Thylakoidmembran sind vier unterschiedliche Mechanismen bekannt. Diese sind
bis auf die Ausnahme spontan inserierender Proteine mit Transport-assistierenden Protein-
Komponenten gekoppelt. Dazu zdhlen der Sec-abhéngige Transport, der DpH-Weg sowie der
cpSRP-Weg. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lichtsammelproteine Lhcbl und
Lhcal werden via cpSRP-Weg durch das Stroma transportiert. Um einen Einblick in die
Transportsysteme der Chloroplasten zu liefern, werden jedoch alle Transportprozesse in den
folgenden Kapiteln vorgestellt (Kapitel 1.2.1 und 1.2.2).

1.2.1 Der Import kerncodierter Proteine Giber den allgemeinen Translokationskomplex

Das Importsystem kerncodierter Proteine, das den Transport von Proteine Uber die HUll-
membranen bewerkstelligt, mufd zun&chst erkennen kénnen, dal? das entsprechende Protein fir
die Plastide bestimmt ist. Diese Voraussetzung wird durch das Zusammenwirken zweier
Tranglokationssysteme erflllt, die in der auf3eren Hullmembran (Toc-Komplex; Translocon at
the outer chloroplast envelope) und der inneren Hullmembran (Tic-complex, Translocon at the
inner chloroplast envelope) lokalisiert sind. Weitere Proteine des Cytosols, des
Intermembranraums und des Stromas sind an der Trandokation beteiligt. Am Import von
Proteinen in die Plastide sind verschiedene Chaperone (HSP 70, HSP 100 und GroEL/GroES)
beteiligt (Cline und Henry, 1997; Heins und Soll, 1998; Soll, 1998). Die kerncodierten
Chloroplasten-Proteine werden im Cytosol as "Vorlaufer"-Proteine mit einem spaltbaren
Erkennungssignal synthetisiert. Es handelt sich dabel um N-terminale Signapeptide (STD,
Stromal Targeting Domain), die notwendig und ausreichend sind, um das Protein vom Cytosol
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in das Chloroplastenstroma zu importieren. Im allgemeinen ist die Signalsequenz hydrophil,
reich an hydroxylierten Aminosauren und trégt aufgrund des Fehlens saurer Aminosduren eine
positive Nettoladung. Der &ufl3ere N-Terminus ist ungeladen und enthét keine Glyzin- oder
Prolin-Reste (Cline und Henry, 1997; Heins und Soll, 1998). Eine konservierte
Sekundéarstruktur, wie sie z.B. fur den Import mitochondrialer Proteine gefunden wurde
(Ubersichtsartikel siehe Neupert, 1997), konnte nicht nachgewiesen werden. Das Signal peptid
scheint eine zufdlige Struktur einzunehmen (Von Heijne und Nishikawa, 1991). Der
Translokationsschritt selbst ist ATP- und GTP-abhéngig, wobei ATP sehr wahrscheinlich fir
die Aktivitéat der Hitzeschockproteine benétigt wird, wahrend GTP-bindende Doménen an den
Toc-Proteinen Toc34 und Tocl60 lokalisiert sind (Kessler et al., 1994). Das Protein wird mit
dem N-Terminus voran zunéchst sehr tief und irreversibel in den Trandokations-Kana des
Toc-Komplexes inseriert (Theg und Scott, 1993). Die weitere Translokation ist von stromalem
ATP abhéangig und mit einer Interaktion zwischen Toc und Tic gekoppelt, bei der die beiden
Membranen in engem Kontakt miteinander zu stehen scheinen.(Schnell und Blobel, 1993).
Schliefdlich wird das Protein in das Stroma entlassen und von der Stroma-Peptidase (SPP)
prozessiert.

Uberraschenderweise weisen die Toc- und Tic-Proteine im Gegensatz zu den intraplastiddren
Transportmechanismen, keine strukturelle Homologie zu bakteriellen Exportsystemen auf
(SRP-, Sec oder DpH-Weg; siehe Kapitel 1.2.2). Nur fir einige Proteine (Toc75, Tic20 und Tic
22) wurden Homologe in Synechocystis sp. PP6803 gefunden. Der Importapparat scheint sich
wahrend der Evolution von Chloroplasten aus sowohl cynaobakteriellen, als auch eu-
karyotischen Vorlaufern entwickelt zu haben, und somit dualen Ursprungs zu sein (Reumann
und Keegstra, 1999, Reumann et al., 1999).
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1.2.2 Zielsteuerung von Proteinen innerhalb des Chloroplasten

Ein Tell der in das Chloroplastenstroma importierten Proteine wird weiter in die Thylakoide
oder das Thylakoidlumen transportiert. Die Beobachtung, dal3 der Transport verschiedener
Proteine zum Teil von unterschiedlichen Energiequellen und Protein-Komponenten abhangig
ist, fuhrte zur Aufdeckung vier verschiedener Translokations-Mechanismen Uber die
Thylakoidmembran (Kapitel 1.2.2.1-1.2.2.3, Abbildung 1.2.2-1).

Sec-Weg  ApH-weg SRP-Weg Skontan

CF.II
PC OE16 Lhebl | |psilw

OE33| [OE23 | |Incb5| |pojix

PSI-F | |PSN | | hcbe | |gpjpo| “umen

Thylakoid

CpFTS-Y
CpSRP

GTP Stroma

Hullmembranen

Abbildung 1.2.2-1 Protein-Zielsteuerung tber die Thylakoidmembran

1.2.2.1 Sec- und DpH abhangige Protein-Translokation

Kerncodierte Proteine, die in das Thylakoidlumen transportiert werden haben innerhalb des
Chloroplasten den weitesten Weg vor sich, denn um zu ihrem Zielort zu gelangen, missen sie
funf Kompartimente passieren. Wahrend fast ale stromalen und thylakoidalen Proteine nach
dem Import durch die Stroma-Peptidase (SPP) maturiert werden (Richter und Lamppa, 1998),
fuhrt die Prozessierung durch die SPP bel lumenalen Proteinen zur Bildung stromaler
Intermediate. Erst durch die Thylakoid prozessierende Protease (TPP), die membransténdig im
Lumen der Thylakoide lokalisiert ist, werden die Transport-Intermediate in die mature Form
Uberfuhrt (Jameset al., 1989; Chaal et al., 1998). Lumenale Proteine werden demnach mit
einem Zwael-Schritt-Mechanismus zielgesteuert. Die Signalsequenz dieser Proteine wird ent-
sprechend als Bipartite-Sequenz bezeichnet. Der N-terminale Bereich dieser Sequenz korres-
pondiert dabei mit der Signalsequenz stromaler Proteine (STD, siehe 1.2.1 oben). Auf die STD
folgt das zweite transiente Signal, das der Zielsteuerung in, bzw. durch die Thylakoidmembran
dient. Dieses Signal, auch as LTD, Lumenal-Targentig-Domain bezeichnet, weist in der Regel
drel charakteristische Domanen auf: Die N-Doméne umfald einen positiv geladenen N-
terminalen Bereich; die H-Doméne besteht aus einem hydrophoben Kernbereich; die C-
Domaéne im C-terminalen Abschnitt des Signalpeptids ist polar und trégt kurze Seitenketten
(meist Ala) in der —3 und —1 Position der Schnittstelle. Die gleichen Charakteristiken weisen
bakterielle Export-Signalpeptide auf (Settles und Martienssen, 1998; Dabey und Robinson,
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1999). Tatséchlich wurden in Bakterien tUberexprimierte lumenale Proteine (PC und OE33)
effizient exportiert (Henry et al., 1997; Haehnel et al., 1994; Seidler, 1990). Auch die
Reaktions-Spezifitdt der TPP ist den bakteriellen Signalpeptidasen sehr &hnlich
(Chaal et al., 1998; Halpinetal., 1989). Die Ahnlichkeit zum bakteriellen Sekretionssystem
(Sec) fuhrte zur erfolgreichen Suche nach homologen Proteinen in Plastiden. SecA liefert die
Energie, die fur die Translokation notwendig ist. Das Protein ist eine stromale ATPase
(Berghofer et al., 1995; Hulford et al., 1994; Karnauchov et al., 1994; Mant et al., 1994,
Nakai et al., 1994; Yuan et al., 1994). Auch ein SecY-Homologes, das in E.coli Teil des
SecYEG-Kandls ist, wurde aus Pflanzen kloniert, und erfolgreich in Thylakoide inseriert
(Laidler et al., 1995). Erst krzlich konnte gezeigt werden, dal3 Antikorper, die gegen cpSecY
gerichtet sind, den Sec-abhéngigen Proteintransport hemmten, nicht aber den Transport DpH-
oder SRP-abhéngiger Substrate (Mori et al., 1999) (siehe folgenden Abschnitt und Kapitel
1.2.2.3).

Nicht alle lumenalen Proteine werden Uber den Sec-Weg transportiert. Der Transport der
Proteine OE23, OE16 , PSI-N und PSII-T ist weder von stromalen Faktoren noch von ATP
abhangig, sondern nur vom thylakoidalen Protonengradienten (DpH) (Cline et al., 1992; Henry
et al., 1994; Klosgen et al., 1992; Mould und Robinson, 1991; Nielsen et al., 1994). Dabel
weisen jedoch auch diese Proteine die typische Bipartite-Signalsequenz auf. Es stellte sich die
Frage, inwiefern sich die Signale dieser unterschiedlich transportierten Proteine unterscheiden.
Der Vergleich der Zielsteuerungssignale zeigte, dal’3 Sequenzen des DpH-Wegs ein Zwillings-
Arginin N-termina der hydrophoben Region aufweisen (Chaddock et al., 1995). Dieses
Aminosaure-Paar scheint jedoch nicht der einzige Faktor fir die Zielsteuerung Uber den DpH-
Weg zu sein. Ein "Sec-Vermeidungs-Motiv" wurde bei OE23 gefunden, das neben dem
Zwillings-Arginin ein Lysin C-terminal der H-Domane aufweist, welches notwendig und
ausreichend ist, um das Protein nicht Uber den Sec-Weg zu transportieren (Bogsch et al., 1997).

Wahrend die charakterisierten Proteine des thylakoidalen Sec-Wegs starke Homologien zum
bakteriellen Sec-Transportsystem aufweisen, wurde zundchst in Bakterien keine Komponente
des DpH-Translokationsapparates gefunden. Auch Proteine, deren Transport von einem
Protonengradienten abhangig ist, konnten in Bakterien nicht gefunden werden. Daher wurde
zundchst vermutet, dal3 es sich beim DpH-Weg um einen neuen, Plastiden-spezifischen Weg
handelt. Dann wurden Mais-Mutanten isoliert, die einen Defekt in der Thylakoid-Protein-
Trans okation aufwiesen (Voelker und Barkan, 1995). Die Mutanten akkumulierten Proteine im
Stroma, deren Transport entweder Sec- oder DpH-abhangig war. Die Mutante thal wurde als
secA-Mutante charakterisiert (Voelker et al., 1997). Eine zweite Mutante hcfl dagegen
akkumulierte Proteinintermediate typischer DpH-Substrate im Stroma (iOE23 und iOE16).
Aulerdem kann der in-vitro Transport dieser DpH-abhéngigen Proteine bel Wildtyp-
Chloroplasten mit hcfl-Antikdrpern gehemmt werden (Mori et al., 1999). Durch die
Klonierung des Gens (Settles et al., 1997), das fur ein Transmembran-spannendes Protein mit
stromaler globuldrer Doméne codiert, wurden schliefdlich auch Bakterien-Homologe gefunden.
Die Analyse von E.coli Transport-Mutanten, die in der Fahigkeit eingeschrankt waren
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bakterielle Proteine mit einem typischen DpH Zwillings-Arginin-Motiv zu transportieren
(Santini et al., 1998; Weiner et al., 1998), fuhrte zur Aufdeckung eines Operons (MttABC), das
aler Wahrscheinlichkeit nach fir einen Translokationskomplex codiert. MttAl und MttA2 (tatA
und tatB) weisen dabei Homologien zu Mais-Hcf106 auf (Weiner et al., 1998; Settles und
Martienssen, 1998). Als Substrate dieses Transportweges in Bakterien werden periplasmatsiche
Proteine diskutiert, die Redox-Faktoren enthalten. Solche Proteine enthalten zum einen ein
Zwillings-Arginin im Signalpeptid. Zum andern erfolgt der Einbau der Cofaktoren und die
damit verbundene Faltung dieser Proteine sehr wahrscheinlich im Cytosol. Mit Ausnahme von
peroxysomalen Proteinen galt bisher als Charakteristikum des posttrangationalen Transports
Uber biologische Membranen, dal? die zu transportierenden Proteine entfaltet vorliegen miissen
(Endo et al., 1994). Dies wurde doch in den letzten Jahren widerlegt, als man zeigen konnte,
dal? rekombinante Proteine, die mit dem thylakoidalen DpH-Weg in das Lumen transportiert
werden, gefaltet vorliegen kénnen (Clark und Theg, 1997; Hynds und Robinson, 1998; siehe
auch Kapitel 4.3 der Diskussion). Ein entsprechendes DpH-Translocon, das gefaltete Proteine
transportiert, die ein Zwillings-Arginin-Motiv aufweisen, scheint damit auch in Bakterien zu
existieren.

1.2.2.2 Spontanelnsertion in Thylakoide

Die spontane Integration von Proteinen in die Thylakoidmembran wurde zuerst bei einer Unter-
einheit der ATP-Synthase (CFoll) aufgedeckt. Das Protein besitzt eine Membran-spannende
und eine stromale Doméane. Nur ein kleiner N-terminaler Abschnitt wird ganz Uber die
Thylakoidmembran translociert. Das Protein wird mit einer von SPP und TPP spaltbaren
Bipartite-Sequenz synthetisiert. Da fur die Integration dieses Proteins keine stromalen oder
thylakoidalen Faktoren, ATP oder ein Protonengradient notwendig sind, scheint das Protein
tatséchlich die Kompetenz fir eine spontane Membraninsertion 2zu  besitzen
(Michl et al., 1994). Weitere, spontan inserierende Proteine sind PSII-W, PSIIX, sowie PsbY (
Kimet al., 1998; Mant und Robinson, 1998, Thompson et al., 1999). PSbY weist eine weitere
Besonderheit auf: Von urspringlich vier Membran-spannenden Doménen des Loop-
Intermediats, bilden schliefdlich nur zwel Doméanen zwei voneinander unabhangige mature
Proteine. D.h. hier hat nicht nur das Signalpeptid, sondern eine zusétzliche hydrophobe
Domaéne Trandokations-assistierende, Signalpeptid-adhnliche Eigenschaften (Thompson et al.,
1998). Da die Integration der Proteine spontan erfolgt, stellen hydrophobe Interaktionen
zwischen den Signalsequenzen und den Transmembran-Doménen in diesem Fall die einzige
treilbende Kraft der Membraninsertion dar. Interagierende hydrophobe Domanen konnen
waéhrend der Translokation hydrophile sowie hydrophobe Bereiche in optimaler Weise
maskieren bzw. exponieren. Im Allgemeinen ist die Wechselwirkung zwischen zwel Helices
starker, as die Wechselwirkung einer Helix mit Lipiden. Dies liegt zum einen an der
Maximierung des Van-der-Waals-K ontakts durch das dichte "Packen™" der Helices (Helix/Helix
und Lipid/Lipid). Zum anderen weisen freie Lipide in einer Lipid-Umgebung aul3erdem einen
hoheren Freiheitsgrad auf, as Helix umgebende Lipide (Beitrag zu DGpe)
(Lemmon et al., 1997, ed. von Heijne, 1997).
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In der Literatur wird diskutiert, dal3 die Interaktionen wahrscheinlich auch den Transport
hydrophiler, meist negativ geladener Abschnitte, zwischen den hydrophoben Doméanen
erleichtern (Thompson et al., 1998).

1.2.2.3 Der SRP-abhangige Transport von Lhcbl und anderen integralen Membran-
Proteinen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lichtsammelproteine werden SRP-abhangig
(Signal  Recognition Particle) Uber die Thylakoidmembran transportiert. Dieser Protein-
transport, wurde zuerst bel sekretorischen Proteinen entdeckt, die cotranslationa Uber das
eukaryotische endoplasmatische Retikulum (eR) transportiert werden (siehe Ubersichtsartikel
High, 1995). SRP wurde als Ribonukleoprotein identifiziert, das bel Saugern aus sechs
Polypeptiden und einer 7S RNA besteht (Rapoport et al., 1996). Nur eine der Protein-
Untereinheiten, SRP54, bindet an die hydrophobe Signalsequenz des naszierenden Polypeptids
(Walter und Johnson, 1994). Zur korrekten Zielsteuerung des Proteins an den Translokations-
Kanal mul? der eukaryotische SRP wiederum einem weiteren cytosolischen Komplex (NAC)
sowie mit dem SRP-Rezeptor, SRa, interagieren. Sowohl SRP54 as auch SRa haben GTP-
bindende und hydrolysierende Eigenschaften. Die GTP-Hydrolyse scheint fir die Ablésung der
interagierenden Proteine eine Rolle zu spielen, was in der Rezyklierung von SRP und SRa
resultiert. SRb, ist der membranstdndige Rezeptor fir SRa. Als integrale Membran-
Komponenten des Transl okationsapparates wurden der aus 3 Untereinheiten bestehende Sec61-
Komplex, sowie das in TRAM-Protein (bel Sdugern) identifiziert. Im Lumen des eR scheinen
Chaperone der Hsp70-Familie an der weiteren Translokation beteiligt zu sein (BiP; heavy chain
binding protein). SRP Homologe wurden auch in Bakterien gefunden. Uber diesen Weg werden
hauptsachlich Proteine der Cytoplasma-Membran transociert. Hier bestent SRP aus der
Protein-Untereinheit Ffh und einer 4,5 S RNA. Dem SRPa homolog ist FtsY. In Chloroplasten
setzt sich der SRP aus cpSRP54 und cpSRP43 zusammen. Wahrend cpSRP54 das plastidéare
Gegenstlick zu SRP54 ist, gibt es keine Hinweise auf die Bindung von RNA im Komplex.
Wahrscheinlich ersetzt cpSRP43 die RNA (Schuenemann et al., 1998; Schuenemann et al.,
1999; Franklin und Hoffman, 1993; Klimyuk et al., 1999; Li et al., 1995).

Das am besten untersuchte Substrat des plastidaren SRP-Wegs ist Lhcbl. Importiertes Lhcbl
passiert das Stromain |6slicher Form (Cline et al., 1989; Reed et al., 1990). Erste Experimente
mit rekombinantem Lhcbl zeigten, dal} das Protein in Gegenwart von GTP und Stroma in
Thylakoide inseriert werden kann (Cline, 1986; Chitniset al., 1987; Hoffman und Franklin,
1994). In vitro bildet Lhcbl zusammen mit cpSRP einen |6slichen Transitkomplex (Payan und
Cline1991; Franklin und Hoffman, 1993; Li et al., 1995; Klimyuk et al., 1999; Schuenemann et
al., 1998). Die Stéchiometrie der Untereinheiten betragt dabel zwei cpSRP43 pro pSRP54 und
Lhcbl (Tuet al., 1999). Die Bildung dieses Komplexes reicht jedoch nicht aus, um Lhcbl in
vitro in isolierte Thylakoide zu inserieren. Ein weiterer Faktor, cpFtsY, der fur die
Zielsteuerung von Lhcbl essentiell zu sein scheint, wurde kirzlich aus Arabidopsisisoliert.
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Dieses Protein weist starke Homologien zur Sdugetier SRPa-Untereinheit, bzw. dem
bakteriellen FtsY -Protein auf und bindet ebenfalls GTP (Kogata et al., 1999). Es konnte gezeigt
werden, dald die in vitro-Insertion von Lhcbl in Anti-FtsY behandelten Thylakoiden stark
gehemmt wird (Kogataet al., 1999). Tu et al., 1999 konnten zeigen dal3 in vitro synthetisierte
Komponenten von cpSRP zusammen mit cpFtsY ausreichend sind, um rekombinantes Lhcbl in
isolierte Thylakoide zu inserieren. Stromaler Extrakt mufite bel der Insertionsreaktion nicht
mehr supplementiert werden. Demnach sind alle stromalen Faktoren, die zur Integration von
Lhcbl in Thylakoide notwendig sind, identifiziert.

Weitere Proteine, die zur korrekten Zielsteuerung von cpSRP abhéngig sind, sind die
Antennenproteine Lhcal, Lhcb5 (CP26) (Kim et al., 1999) sowie Lhch6 (CP24) (Ca et al.,
1993; Klosgen, 1997). Dagegen scheint die Membraninsertion zweler eng mit den
Antennenproteinen verwandter Proteine (PsbS, Elip2) spontan stattfinden zu kénnen, denn Sec-
, DpH- oder SRP-Komponenten waren fur die stabile Integration der Proteine in die Membran
nicht notwendig. Durch eine Zugabe stromalen Extrakts zur Integrations-Reaktion wurde die
Einbaueffizienz erhoht, so dald vermutet wurde, dal’3 diese Proteine sowohl spontan, as auch
CpSRP-assistiert inserieren (Kim et al., 1999).

Die spezifischen Funktionen der einzelnen Untereinheiten, bei der Lhcbl Zielsteuerung sind
noch nicht vollstandig geklért. Erste Hinweise dafir, dald cpSRP54 auch eine Rolle bei der
Translokation Plastiden-codierter Proteine zukommen kénnte, erhielt man bel der Reinigung
des Proteins, das etwa zur Héfte mit 70S-Ribosomen der Plastiden cofraktionierte (Franklin
und Hoffman, 1993; Schuenemann et al., 1998). Mittels "Crosslinkexperimenten” konnte
gezeigt werden, dal? isolierte Komplexe naszierender, Ribosomen-gebundener D1-Polypeptide
im homologen Chloroplasten Trandationssystem mit cpSRP54 interagieren. Mit SecA oder
cpSRP43 wurden dagegen keine "Crosslink”-Produkte gefunden (Nilsson et al., 1999). Auch
Mutanten-Analysen ergaben, dal3 cpSRP54 wahrscheinlich mehr Funktionen in der Plastide
erfullt, als die Transokation kerncodierter Antennenproteine. Die Untersuchungen ergaben
folgendes Bild: Arabidopsis-Mutanten mit einer dominant negativen Mutation in cpSRP54
entwickelten anfangs Blétter mit gelbem Phanotyp. Wéhrend der Chlorophyll-Gehalt
gegentber den Wildtyp-Pflanzen um 75% reduziert war, war das Chl a/b-Verhdtnis
vergleichbar geblieben. Die Mutation zeigte weiterreichende Effekte auf die Chloroplasten-
Biogenese, denn verschiedene auch nicht pigmentierte Proteine lagen gegentber Wildtyp-
Pflanzen reduziert vor. Obwohl der Gehalt an cpSRP54 reduziert blieb, ergrinten die Pflanzen
spéater, was darauf hindeutet, dal3 eine Reduktion von cpSRP54 durchaus kompensiert werden
kann. (Pilgrim et al., 1998).
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In Arabidopsis chaos-M utanten dagegen lagen in Thylakoiden ausschlief3dlich Antennenproteine
reduziert vor, was sich auch auf das Chl a/b-Verhdtnis auswirkte. Dieses lag signifikant hher
als bel Wildtyp-Pflanzen (chaos Chl a/b 3,2; wt Chl a/b 2,6) (Klimyuk et al., 1999). Die
Schluéfolgerung aus der Mutanten-Analyse ist, dal3 cpSRP43 primér an der Biogenese der
Antennenproteine betelligt zu sein scheint, wahrend cpSRP54 wahrscheinlich zusétzlich an der
Biogenese cotrandational synthetisierter Proteine beteiligt ist.

Esist nicht bekannt wie sich der vermutete Transl okationskomplex der SRP-assistierten Lhcb1-
Zielsteuerung zusammensetzt. In E.coli konnte Gber Crosslinkingexperimente eine Beteiligung
von Sec-Proteinen am Transport SRP-abhéngiger Proteine gezeigt werden (De Gier et al.,
1998). Der Sec-Translokationskomplex hat zwar Homologien zum eukaryotischen Sec61p-
Komplex, dem Translocon des endoplasmatischen Reticulums (Hartmann et al., 1994), die
Beteiligung des Sec-Translocons in Thylakoiden erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich. Dies
geht aus mehreren Untersuchungen hervor: Kompetitionsexperimente mit dem via Sec-Weg
transportierten Protein pOE33 und Lhcbl zeigten keine signifikante Hemmung der Integration
von Lhecbl (Cline et al., 1993). Weiterhin ist die Lhcb1 Translokation, im Gegensatz zur OE33-
Translokation, nicht mit Azid, einem Sec-A-Inhibitor, hemmbar (Yuan et al., 1994), was
zumindest die Beteiligung der 16slichen Komponente (SecA) ausschliefdt. Dies ist konsistent
mit der Beobachtung, dal3 die Thylakoid-Integration von Lhcbl ohne stromale Komponenten,
nur mit der Supplementation von SRP und cpFtsY moglich ist (Tuet al., 1999). Auch die
Beobachtung, dal3 Antikorper gegen cpSecY den Sec-abhangigen Proteintransport hemmten,
nicht aber den Transport DpH- oder SRP-abhangiger Substrate, spricht gegen die Beteiligung
des Sec-Trandocons an der SRP-Zielsteuerung (Mori et al., 1999). Damit steht die
| dentifikation des Transl okations-Mechanismus fir den SRP-abhéngigen Transport immer noch
aus. Bisher wurde aufRerdem nicht geklart, in welcher Orientierung Lhcbl die Membran
passiert. Die EM-Daten zeigen nur die endgultige Orientierung von LHCII in der Membran,
nicht aber welche Topographie das Protein mit seinen vier a-helikalen Abschnitten wahrend
des Transl okatios-Prozesses einnimmt.

An dieser Stelle soll noch auf interessante Besonderheiten der Lhcb-Zielsteuerung in anderen
Organismen hingewiesen werden: Eine vollig andere Variante des Transports von
Lichtsammelproteinen schlagen Hoober und Kollegen aufgrund von Untersuchungen an
Grinalgen vor (Hoober et al.,, 1994; Whiteetal. 1996, Park und Hoober, 1997,
Wolfe et al., 1997). EM Studien an verschiedenen Chlamydomonas-Stammen gaben bel diesem
einzelligen Organismus Hinweise auf eine Pigment-abhangige Assemblierung von LHCII in
der inneren Chloroplasten Hullmembran und einen mit der Einschnlrung der inneren
Hullmembran gekoppelten Vesikel-Transport innerhalb dieser Alge. Bei dem Protisten Euglena
weicht der Import von Lhcb insofern vom allgemeinen Import-Mechanismus héherer Pflanzen
und Grinalgen ab, dal3 das Protein mit einer weiteren Signalsequenz zunéchst cotranslational
zum endoplasmatischen Retikulum gesteuert wird (Sulli et al., 1999). Der Weg |3 sich weiter
zum Golgi-Apparat und dann zum Chloroplasten verfolgen. Zwischen den drei Organellen
erfolgt der Transport Uber Vesikel (Sulli und Schwartzbach, 1995). Dieser an Veskel
gekoppelte Weg scheint hier eine evolutiondre Konsequenz aus der Bildung einer dritten
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Chloroplasten-Hullmembran bel Euglena zu sein, welche wahrscheinlich aus einer sekundéren
Endosymbiose eines phagotrophen Trypanosomen-ahnlichen Organismus stammt. Die
Membran scheint dabei aus der VVakuole des Wirts abzustammen. Um das Protein des in den
Kern verlagerten Lhcbh-Gens welterhin in die Chloroplasten zu dirigieren, war ein weiteres
Signalpeptid essentiell. Nur so wurde sichergestellt, dal3 die zusétzlich erlangte, von Vakuolen
abstammende Euglena-HUullmembran passierbar bleibt. Weitere Beispiele fur den evolutiondren
Ursprung von Zielsteuerungs-Mechanismen bei Algen mit mehr als zwel Hullmembranen sind
aus Sulli et al., 1999 zu entnehmen.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Biogenese der Lichtsammelproteine ist in vielen Punkten noch nicht aufgeklart. Wéhrend
die Faktoren des posttrandationalen Transports von Lhcbl durch das wélrige
Chloroplastenstroma, innerhalb der letzten Jahre charakterisiert werden konnten (Payan und
Clineet al., 1991; Franklin und Hoffman, 1993; Li et al., 1995; Schuenemann et al., 1998;
Kogataet al., 1999, Tuet al., 1999), ist Uber den Mechanismus des Membran-einbaus nur
wenig bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es diesen Mechanismus in Hinblick auf die
Topographie von Lhcbl wdahrend des Einbaus in die Thylakoidmembran genauer zu
untersuchen. Der Einbau von Lhcbl scheint ein sehr schneller Prozel3 zu sein, denn Einbau-
Intermediate konnten bisher nicht gefunden werden. Um dennoch Hinweise auf die
Orientierung einzelner Proteindomanen wahrend dieses Prozesses zu erhalten, sollte
rekombinates Lhcbl mit Hilfe molekularbiologischer Methoden in einzelnen Doménen
verandert und in-vitro in isolierte Thylakoidmembranen eingebaut werden. Die Veranderung in
der Proteindoméne sollte so konzipiert werden, dal? sich die Fahigkeit des Proteins zur Faltung
und Pigmentbindung nicht verandern wiirde, wahrend dagegen die Membran-Uberquerung
unter bestimmten Bedingungen spezifisch hemmbar sein sollte.

Es wurde bereits gezeigt, dal3 eine Einflhrung von sechs aufeinanderfolgenden Histidin-Resten
("His-Tag") in Proteine deren Struktur nicht signifikant veréndert hat (Rothen et al., 1996;
Y oshihisa und Ito, 1996). Auf der anderen Seite konnten "His-Tags', die sehr stabile Metall-
Komplexe bilden, dazu benutzt werden, den Transport dieser Proteine Uber biologische
Memranen zu hemmen. Aus diesem Grund schien ein "His-Tag" die geeignete Markierung zur
Untersuchung topographischer Restriktionen wahrend des Lhcbl-Membraneinbaus zu sein.
Zunéchst sollten "His-Tags" an verschiedenen Positionen von Lhcbl, bzw. pLhcbl eingefihrt
werden. Dazu standen Expressions-Vektoren mit den codierenden DNA-Sequenzen zur
Verfigung (Dilly-Hartwigetal., 1998; Paulsen e al., 1990). Mit Hilfe von
Klonierungstechniken sollten diese an folgenden Positionen mit einem "His-Tag"-Oligonukleo-
tid ligiert werden: C-termina von Lhcbl und pLhcbl, in der stromaen Schleifendoméne
zwischen Helix A und C, sowie im N-proximalen Bereich von Helix B. Ein am N-Terminus
markierter Klon (44C.3) stand bereits zur Verfligung.

Anschlieffend sollten die Lhcbl-Derivate in E.coli Uberexprimiert und auf ihre Fahigkeit
getestet werden, sich wie das Wildtyp-Protein in in-vitro-Faltungsexperimenten (Paulsen et al.,
1990; Paulsen et al., 1993) spontan zu Pigment-Protein Komplexen zu falten. Damit sollte
ausgeschlossen werden, das ein "His-Tag" die Faltungs-Kompetenz des Proteins verdndern
wurde. In diesem Falle wére auch eine Faltung zu LHCII in Thylakoidmembranen nicht zu
erwarten gewesen. Schliefdlich sollten die Proteine darauf hin untersucht werden ob sie mit
einem bereits in der Arbeitsgruppe etablieren nach Yuan et al., 1993 modifizierten
Insertionssystem (Kuttkat et al., 1995), stabil in isolierte Thylakoide eingebaut werden kénnen.
Durch die Komplexierung der "His-Tags' mit Metallionen, sollte der Membran-Einbau
Derivate spezifisch gehemmt werden. Eine Hemmung des Einbaus wurde nur bei solchen
Derivaten vermutet, die den "His-Tag" in einer Doméne tragen, welche die Membran wahrend
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der Trandokation in jedem Fall passieren mul3. Dagegen sollten "His-Tags' in Doménen, die
nicht Uber die Membran transportiert werden, nicht in ihrer Einbauféhigkeit gehemmt werden.

An der Insertion der Lichtsammelproteine ist moglicherweise ein Translokationskomplex
beteiligt. Zur Untersuchung dieser Frage wére es winschenswert Membran-assoziiertes Lhcbl
as Zwischenprodukt zu isolieren. Ein "His-Tag" konnte sich dabei als eine Art "Anker"
nutzlich zeigen. Ein weiterer Punkt in der Arbeit bestand daher darin, zu untersuchen wie gut
sich ein "His-Tag" als Affinitdts-Markierung im Hinblick auf eine Insertionsreaktion eignen
wirde. Die Affinitdét von Metalionen fir aufeinanderfolgende Histidin-Reste ist bereits
beschrieben (Porath und Ohlin, 1993; Hochuli et al., 1987). Hier sollte noch abgeklart werden,
wie stark und wie spezifisch die Bindung der "His-Tag'-Derivate an immobilisierte
Metallionen ist, wenn diese Derivate stark verdinnt in einem hoch konzentrierten
Proteingemisch (Stromaextrakt/Thylakoide) vorliegen. Dazu sollte gleichzeitig ein besonderer,
Metallionen-Tréger, getestet werden. Es handelte sich hierbei um paramagnetische Partikel, die
gegenlber einer Saule den Vortell haben, da’3 Loésungen sehr schnell abgenommen werden
kénnen, wenn die Partikel mit Hilfe eines Magneten an die Wand des Reaktionsgefalles
gebracht werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es die Biogenese von Lhcal, einem Antennenproteins von PSI,
zu untersuchen. Hier stand die Frage im Vordergrund, ob auch Lhcal in isolierte Thylakoide
inseriert und anschliefend als stabil inseriertes, Protease-resistentes Insertions-Produkt
nachgewiesen werden kann. Da das Gen im Lhcal-UberexpressionsVektor urspriinglich aus
Tomate stammt, sollte die Insertion zundchst mit dem etablieren Erbsensystem
(Stromaextrakt/Thylakoide) getestet, und dann auf ein fir Lhcal homologes System
ausgeweitet werden. In der Literatur ist beschrieben, dal3 Lhcal in vivo und in vitro zusammen
mit Lhcad Heterodimere bildet. Weiterhin sind unter den in der Arbeitsgruppe verwendeten
elektrophoretischen Trennbedingungen PSI-Komplexe im Gegensatz zu PSI1-Komplexen sehr
stabil. Daraus ergab sich die Frage, ob die Insertion von Lhcal alleine ausreichen wirde, um
nach einer Insertionsreaktion Dimere oder gar an PSI assemblierte Proteine nachweisen zu
konnen.

Schliefdich sollten im Zuge dieser Doktorarbeit Insertionsexperimente mit Lhcbl-Derivaten
durchgefuihrt werden, bei denen Aminosduren, die als Chlorophyll-Liganden charakterisiert
sind durch andere, nicht bindende Aminosduren ersetzt wurden. Die Experimente sollten Daten,
die in der Arbetsgruppe aus in-vitro Faltungen gewonnen wurden erhérten und
vervollstandigen (Yang et al., 1999). Das Hauptaugenmerk lag dabel auf der Untersuchung der
Trimerisierungs-Kompetenz dieser M utanten.
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2 Material und Methoden

2.1 Konstruktion Hexahistidyl-markierter (p)LHCP-Klone

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit rekombinanten Lichtsammelproteinen
durchgefiihrt. Diese unterscheiden sich neben ihrem Syntheseort (Bakterien) auch in ihrer
Primarstruktur von den maturen Pflanzenproteinen. Gene, die fur pflanzliche Licht-
sammelproteine (LHCP) codieren und sich bereits in bakteriellen Expressionsvektoren
befanden, wurden hier mit Hilfe von Klonierungstechniken so verandert, dal3 sie zusétzlich zum
Lichtsammelprotein fir sechs Histidin-Reste codieren. Gegentber einer chemischen
Markierung, die nach der Proteinsynthese am Protein angebracht wird, hat eine genetisch
determinierte Proteinmarkierung Vortelle: Sie ist zum einen hochspezifisch (Lage der
Markierung) und zum anderen tragen ale synthetiserten Proteine die Markierung.
Hexahistidyl-markierte Proteine kénnen mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden
(sehe Kapitel 2.2.6.2).

Plasmide, die das cab-Gen AB 80 tragen (zu den Vektoren siehe auch Kapitel 2.2.1), und
entweder fur das Precursorprotein pLhcbl (Klon 1n.1, bzw. XLHCP-2, Paulsen et al., 1990)
oder das mature Protein (D7f.3, Dilly-Hartwig et al., 1998) codieren, wurden mit Hilfe der
ortsgerichteten Mutagenese modifiziert. Diese Methode eignet sich dazu, mittels PCR-Technik
spezifische DNA-Abschnitte gleichzeitig zu amplifizieren und zu veradndern. Die hier in der
PCR verwendeten Primer wurden so ausgewahlt, dal’ eine neue Restriktionsschnittstelle auf
dem gewiinschten DNA-Abschnitt generiert wurde. Diese Restriktionsschnittstelle wurde dazu
verwendet, ein synthetisches DNA-Fragment mit sechs Histidin-Codons in das cab-Gen
einzufiihren (siehe auch Kapitel 2.1.4). Die auf diese Weise verénderten Plasmide wurden in
Escherichia coli Stdmme (JM101 oder SCS 110) transformiert (siehe Kapitel 2.1.12). Der
Stamm SCS 110 unterscheidet sich von Stamm JM 101 unter anderem durch das Fehlen von
DNA-methylierenden Enzymen (Dam: DNA-Adenin-Methylierung, sowie Dcm: DNA-
Cytosin-Methylierung. Wurde mit Restriktionsenzymen gearbeitet, die methylierte DNA nicht
restringieren kdnnen, so wurden die Plasmide in diesen Stamm transformiert.

Genotypen der verwendeten Escherichia-coli-Stdmme:

JM 101: SUpE, thi-1, D(lac-proAB)[F traD36, proAB, lacl%, ZDM15]
SCS110: rpsL, (Str), thr, leu, endA, thi, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm,
supE44, D (lac-proAB) )[F' traD36, proAB, lacl?, ZDM15]

Folgende Klone wurden hergestellt:

An Position Val?® , des Klons 1n.1 wurde eine Xmal Restriktionsschnittstelle eingefiihrt. In
diese C-terminale Position des neuen Klons, C1.1Xma, wurde ein Oligonukleotid-Paar kloniert,
das fur eine Hexahistidyl-Verlangerung codiert. Es wurden zwel Varianten kloniert: Klon
C2.4h und C2.4Eh. Sie unterscheiden sich in ihrer Primérstruktur dahingehend, daf3 Klon
C24Eh N-termina der Histidincodons fur drel weitere Aminosauren codiert. Diese
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Aminosauren gehoren zu einem Epitop (RGSHe), das dazu dient, das Protein mit bestimmten
Antikorpern (R**His-Antibody, Qiagen, Hilden) zu detektieren.

Die zu C2.4h und C2.4Eh korrespondierenden maturen Klone (C3.2h und C3.2Eh) wurden
konstruiert, indem das 5 DNA-Fragment des Transitsequenz-tragenden Gens mit EcoRI und
BstEll herausgeschnitten und gegen das fir den maturen N-Terminus codierende EcoRI-BstEll-
Fragment ausgetauscht wurde.

Mit den Klonen D7f.3 und C3.2h wurden weitere mature Hexahistidyl-Klone erstellt: Klon
D7PH11, der die Hiss-Markierung C-terminal von Alanin® tragt wurde erstellt, indem am
entsprechenden DNA-Abschnitt ein Hexahistidyl-Oligonukleotid-Paar in die Pvull-Stelle des
Ausgangs-Klons D7Pvull2 ligiert wurde. Diese Schnittstelle war zuvor mit einem M utagenese-
Primer generiert worden. Klon D7AH2, der C-terminal von Prolin**’ ebenfalls Hiss-verlangert
ist, wurde mit dem Ausgangsklon D7Apal2 erstellt. Die dazu notwendige Apal-
Restriktionsschnittstelle wurde ebenfalls mit einem Mutagenese-Primer generiert. Klon 44C.3
wurde durch Ligation des BamHI-Pstl-Fragments in den Expressionsvektor pQE-30 (Qiagen,
Hilden) konstruiert, der mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurde. Dieses
Fragment enthdlt die codierende Sequenz fir das pLHCP-Apoprotein. Der Klon exprimiert ein
Protein mit einem Hexahistidyl-Rest am N-Terminus, und stand im Labor bereits zur
Verfigung. Die Konstruktion des verwendeten Klons WY 16,17AV, einer Trimerisierungs-
Mutante, ist bereits beschrieben (Hobe et al., 1995).

Klon neu [ Proteintyp DNA-Ebene Ausgangsklone Proteintyp
Cl.1Xma | pLHCP wie 1n.1 | Xmal-Stelle am C-Terminus, | 1n.1 pLHCP
Position 799-804 (G231)
C2.4h pLHCP-(H)s-COO | (H)s in Xmal-Stelle, Position 807 | C1.1Xma pLHCP
(K232)
C2.4Eh pLHCP-RGS(H)e- | RGS(H)s in Xmal-Stelle, Position | C1.1Xma pLHCP
COO 804 (DK232)
C3.2h LHCP-RGS(H)e- | 5" D7f.3 (EcoRI/BStEIl), 447 bp D7f.3 und C2.4h D7f.3 und C2.4h
COO 3" C2.4h (EcoRI/BstEIl), 3824 bp N-Terminus: D7f.3, LHCP
C-Terminus :C2.4h
C3.2Eh LHCP-(H)s-COO™ | 5" D7f.3 (EcoRI/BstEIl), 447 bp D7f.3 und C2.4h D7f.3 und C2.4Eh
3": C2.4Eh (EcoRI/BstEll), 3830 bp N-Terminus: D7f.3, LHCP
C-Terminus :C2.4Eh
D7Apal3 | LHCP nativ, Apal-Stelle im stromalen Loop, | D7f.3 (C32h fir PCR- | LHCP
matur Position 547-552 (P147) Mutagenese)
D7Pvull LHCP nativ, Pvull-Stelle N-terminal des 1. TMH, | D7f.3 (C32h fiir PCR- | LHCP
matur Position 266-271 (S52) Mutagenese)
D7AH2 LHCP-interne (H)s in Apal-Stelle, Position 551 [ D7Apal3 LHCP
Hise-Sequenz (P147)
D7PH11 | LHCP-interne (H)e in Pvulll-Stelle, Position 268 | D7Pvull LHCP
Hise-Sequenz (A53)
44C.3 N-(H)e-LHCP (H)s in Vektor nach ATG-Startcodon | 1n.1 LHCP

Tabelle 1.2.2-1 LHCP-Konstrukte in Expressionsvektor en LHCP = Lichtsammlerprotein; pLHCP
= Lichtsammlerprotein mit Transitpeptid; (H)s-COO™ = Hexahistidyl-Rest am C-Terminus; N-(H)s = Hexahistidyl-
Rest am N-Terminus; TMH = Transmembran-Helix
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2.1.1 Anzucht von Bakterien

Alle Losungen und Medien, die fir molekularbiologische Arbeiten benutzt wurden, wurden
sterilisiert (Autoklav, Sterilfilter). Die Bakterien wurden, as Flissig- oder Plattenkultur
angezogen. Plattenkulturen dienten zum Vereinzeln von Bakterien, z.B. nach einer Trans-
formation (siehe Kapitel 1.1.1.1), Flissigkulturen wurden dann verwendet, wenn Plasmide oder
Proteine isoliert wurden (siehe Kapitel 2.1.2 und 2.2.1, siehe auch Sambrook et al., 1989;
Ausubel et al., 1995).

Material:

LB-Medium / LB-Platten

Trypton 1 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 1 %

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, auf das Endvolumen aufgefillt und
anschlief3end autoklaviert. Agar-Platten wurden hergestellt, indem dem Medium vor der Steri-
lisation 1,5 % Agar zugefiigt wurde. Das Antibiotikum wurde dann zugegeben, wenn das
Medium auf etwa 50 °C abgekihlt war (LB-Amp-Medium / LB-Amp-Platten).

Ampicillin-Stamml 6sung

Endkonzentration im LB-Medium
Ampicillin 100 mg/mi 0,1 mg/ml

2.1.2 Plasmid-lsolation aus Bakterien

Zur Plasmid-Isolation aus Bakterien standen verschiedene Methoden zur Verfigung. Diese
wurden je nach Anforderung an die DNA-Quantitét, -Qualitdt, sowie den zeitlichen Aufwand
ausgewahlt. Die Methode von He (He, et al., 1989) eignete sich dazu, Plasmide einer groferen
Anzahl von Klonen schnell und kostengiinstig zu isolieren. Plasmid-Kits wurden dann
verwendet, wenn DNA mit hohem Reinheitsgrad (Mini-Praparationen, Macherey und Nagel)
bzw. in grofReren Mengen (Midi-Préparation, Genomed) notwendig war.

2.1.2.1 Plasmid-lIsolation nach He

Eine der ersten vertffentlichten Methoden, die auf der Basis der Phenolextraktion beruhen
(Kirby, 1956), um Nukleinsdure-Extrakte ohne stérende Proteine zu gewinnen, wurde hier in
einer modifizierten Form angewandt (He, et al., 1989). Die Prozedur basiert darauf, dal3
Proteine durch organische Verbindungen denaturiert und préazipitiert werden kénnen, ohne dal3
die Lodlichkeit der Nukleinsauren beeinflufd wird (Jones et al., 1994). Die Isolation der DNA
erfolgt mit einem 2-Phasensystem. Die DNA verbleibt dabel in der in der wéssrigen
Pufferphase und kann von Zellproteinen und lipidhaltigen Zellbestandteilen mit einer zweiten
Phase, einem Gemisch aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol abgetrennt werden.

In einem 1,5 ml Reaktionsgefa® wurden zweimal 1,5 ml Bakterienkultur zentrifugiert. Das
Bakterien-Pellet wurde in 200 pl HE-Puffer resuspendiert mit 200 pl Phenol-Mix versetzt und
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15 sec gevortext. Dabel denaturieren die Proteine, die Lipide I6sen sich in der organischen
Phase. Zur schnellen Phasentrennung wurde die Probe 2 min zentrifugiert. Die Proteine
bildeten dabel eine Interphase zwischen der unteren organischen und der DNA-haltigen,
wal¥rigen Oberphase. Die Oberphase wurde abgenommen, mit 400 ul eiskaltem 100 %-igem
Ethanol gemischt und geféllt. Nach einer 10-minttigen Zentrifugation (max. g, 4°C, Eppifuge)
erhielt man ein DNA-Pellet, das anschlielend gewaschen, getrocknet und in Puffer
aufgenommen wurde (Kapitel 2.1.3).

Material:
He-Puffer
LiCl 25 M,
Tris-HCI (pH 8) 5 mM
TritonX-100 4 %
EDTA 62,5 mM

Phenol-Mix (Die Ldsung wurde mit ca. 50 ml TE-Puffer geséttigt.)

Endkonzentration far 500 ml Lésung
Phenol 50 % (wWiv) 250 g
Chloroform 48 % (V/v) 240 ml
| soamylalkohol 2 % (v/v) 10 ml

2.1.2.2 Plasmid-Isolation mit Alkali/SDS-Lyse und Anionen-Austauscher-Saulen

Zunéchst werden bei der alkalischen Lyse die Zellbestandteile denaturiert. Im darauffolgenden
Neutralisationsschritt renaturieren kleine, kompakte Nukleinsduren und werden wieder in
Losung gebracht. Die Plasmid-DNA wird daraufhin weiter gereinigt, indem sie an eine mit
Diethylaminoethyl (DEAE) gekoppelte Silikamatrix gebunden und im leicht sauren Milieu (pH
5-6) bei steigendem Salzgehalt (ca. 0,6-1 M NaCl bzw. KCI) gewaschen wird. Die Elution der
DNA erfolgt mit einem Hochsalz-Puffer (ca. 1-1,5 M NaCl bzw. KCI) um pH 8-8,5. Die DNA
wird schliefflich geféllt (0,7 Vol Isopropanol), gewaschen und in Puffer aufgenommen, wie in
(Kapitel 2.1.3) beschrieben. (Siehe dazu auch die Angaben der einzelnen Hersteller)

Die zu erzidenden Ausbeuten fir Plasmide mit geringer Kopienzahl wurden for
Minipraparationen mit Nucleobond AX 20 auf 3-20 pg Plasmid/3-10 ml Kultur angegeben, fir
Midipréparation mit Jet-Star bis zu 100 pg Plasmid/100 ml Kultur. In den Versuchen wurden
25 ml bzw. 100 ml Bakterienkultur eingesetzt. Die tatsdchliche Ausbeute bewegte sich
zwischen 10 und 15 pg DNA pro 25 ml Kultur nach Minipréparation und ca. 100 pg /100 mi
Kultur nach Midipraparation
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Material:

Kits: Nucleobond AX (Macherey-Nagel), Jet-Star (Genomed)
| sopropanol 100 %
Ethanol 70 %

2.1.3 Féllung von DNA

Nukleinsauren konnen konzentriert und aufgereinigt werden, indem man sie fdlt. Die
einfachste Methode DNA zu féllen ist, ihr mit Alkohol das Wasser zu entziehen (0,7-1 Vol
Isopropanol, bzw. 2-2,5 Vol Ethanol, absolut und p.A.- Quadlitét). Es werden weiterhin
monovalente Kationen im sauren Milieu zugegeben (3 M Na-Acetat, pH 5-5,2).

In der Regel wurde die DNA 1-2 h geféllt, anschlief3end zentrifugiert (15-30 min, 4 °C, mind.
10.000 x g) und der Uberstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde zunéchst mit 70 % Ethanol,
dann mit 100 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde meist in TE-Puffer gel6st
und bei -20 °C aufbewahrt. Sollte die DNA mit solchen Enzymen weiter behandelt werden, die
von 2-wertigen lonen abhangig sind, so wurde das Pellet lediglich in 10 mM Tris-HCI, pH 8
aufgenommen.

Materia:
TE-Puffer
Tris-HCI, pH 8 10 mM
EDTA 10 mM

Ethanol; Isopropanol; 3 M Na-Acetat, pH 5,2; 10 mM Tris-HCI, pH 8

2.1.4 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde nach Chen und Przybyla, 1994, durchgefiihrt. Dazu
werden zwei Primer (P1, P2) benétigt, die den zu mutierenden DNA-Abschnitt (x) und in 5'-
Richtung flankieren. Zwischen Primer und zu mutierender Sequenz sollte je ene
Restriktionsschnittstelle (R1, R2) liegen, die nur einmal im Vektor vorhanden ist. Schliefdlich
wird ein Mutagenese-Primer (Py) bendtigt, der die veranderte(n) Base(n) trégt. Zur
Amplifikation wird pfu-Polymerase verwendet, da sie keine 3-Transferase-Aktivitét besitzt,
eine hohe Polymerisationss und ene niedrige Fehlerate aufwelst. Die erste
Amplifikationsrunde wird mit dem Mutagenese-Primer (Py) und einem der beiden
flankierenden Primer (R1 oder R2) durchgefihrt. Die Primer missen dabei an jeweils einem
der einander komplementédren DNA-Strange hybridisieren (-/+ - Primer). In der zweiten Runde
wird das erste PCR-Produkt direkt als Primer eingesetzt. Da es sich hierbei um doppel stréngige
DNA handelt, mul3 dieser Primer vor der Reaktion denaturiert werden. Aul3erdem kommt jetzt
der zweite flankierende Primer in der PCR zum Einsatz. Das Amplifikationsprodukt wird
elektrophoretisch aufgereinigt und aus dem Gel eluiert (siehe Kapitel 2.1.8). Schliefdlich wird
das PCR-Produkt mit den beiden Restriktionsenzymen geschnitten und in das Original-Plasmid
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ligiert, das zuvor mit den gleichen Enzymen restringiert und gelelektrophoretisch aufgereinigt

worden ist (siehe Kapitel 2.1.8)

——3 1.PCR (Py+P1)

R1
[ | |
Denaturieren
\/ + P2
2.PCR
R2 X R1
o %
Elution
Restriktion mit R1 und R2
Ligation
Transformation

Abbildung 2.1.4-1 Prinzip der ortsgerichteten M utagenese (verandert nach Chen und Przybyla,

1994). P: Primer; R= Restriktionsschnittstelle; x= zu mutierende Basensequenz. Siehe auch 2.1.4.

Zunéchst wurden die PCR-Ansédtze ohne Polymerase 10 min bei 95 °C denaturiert, schnell
abgekuhlt und bel 4 °C zentrifugiert. Dann erst wurde die pfu-Polymerase zugegeben. Der
Ansatz wurde mit Mineraldl Uberschichtet, noch einmal kurz zentrifugiert und die PCR-
Reaktion wurde gestartet. Das Mineral6l konnte zum Schlufld mit einer Pipette abgenommen
werden, nachdem die wal¥rige Probe bei -20 °C eingefroren war.
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Parameter der PCR-Runden:
1. PCR-Reaktion: (100 ul)

2. PCR-Reaktion: (100 ul)

Vektor-DNA 10 ng Vektor-DNA 10ng
Primer je 50 pmol Primer je 50 pmol
dNTP 200 uM 1.PCR-Produkt 6-10 %
10 x pfu-Puffer 1x dNTP 200 uM

pfu-Polymerase 25U

10 x pfu-Puffer 1x

25 Zyklen 30 Zyklen

30 sec Denaturieren 95°C 1 Min, 30 sec Denaturieren 95 °C
30 sec Annealen 45°C 55 sec Annealen 55°C
45 sec Polymerisieren72 °C 45 sec Polymerisieren72 °C
Material:

Pfu-Polymerase, (Stratagene, Heidelberg)
pfu-Polymerase 25U

10 x Puffer:

KCl 100 mM
(N H4)2804 100 mM
TrisHCI(pH 8,75) 200 mM
MgSO, 20 mM
Triton X-100 1 %
BSA 1 mg/ml

2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

In Agarose-Gelen kdnnen Nukleinsduren ihrer Grof3e nach aufgetrennt und als scharfe Banden
fokussiert werden, da sich Ladung und Masse bel einem pH-Wert > pH 5 proportional
zueinander verhalten. DNA wurde in Agarose-Gelen zu verschiedenen Zwecken aufgetrennt:
Zum einen wurde nach einer Plasmid-Isolation oder einer PCR die Qualitét der DNA Uberpriift.
Zum anderen wurde die Elektrophorese dazu benutzt, DNA-Mengen abzuschdtzen oder um
DNA-Fragmente einer bestimmten Grof3e zu isolieren, nachdem ein Fragment-Gemisch
aufgetrennt worden war (siehe 2.1). Es wurden, je nach gewinschtem Trennbereich, 1-,
bzw.2%ige Agarose-Gele verwendet. Mit solchen Gelen lassen sich DNA-Fragmente von 300
bp bis zu mehreren 1000 bp trennen. Die entsprechende Menge Agarose wurde mit 1 x TBE-
Puffer im Mikrowellenherd aufgekocht, bis die Agarose vollstéandig gel6st war. Die Agarose-
L 6sung wurde nach Abkihlen auf ca. 50°C in mit Ké&mmen bestlickte Geltréger gegossen, oder
mit einer Glaspipette auf Glastrégerplatten pipettiert (je 10 ml, Minigele). Nach Erstarren der
Agarose konnten die Gele bel 4°C aufbewahrt werden.
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Die Elektrophorese erfolgte in horizontalen Kammern bei 60-120 V. Der Laufpuffer (1 x TBE)
wurde mit 5 pl/200 ml Ethidiumbromid-Stammlésung versetzt. Ethidiumbromid dient dem
Nachweis der Nukleinsduren. Es interkaliert in Nukleinsduren und kann auf dem Trans
illuminator (Gel Doc 1000, BioRad, MUnchen) bel 312 nm zur Fluoreszenz-Emission (590 nm)
angeregt werden. Die Gele wurden mit der Software "Molecular Analyst” (BioRad, Miinchen)
dokumentiert. Der Vergleich mit Marker-DNA, wie | -DNA (BstEll-verdaut) oder f X174-DNA
(Haelll-verdaut), erlaubte Rickschlisse auf Fragmentgrof3e. Wurden definierte Mengen der
Marker aufgetragen, so konnte anhand der Fluoreszenz auch die DNA- Menge in einer Bande
abgeschétzt werden.

Material:

10 x TBE-Puffer:

Endkonzentration Mol [g/mol] fur 1000 ml Ldsung
Tris 089 M 121,1 108 g
Borsaure 0,89 M 61,8 55 ¢
EDTA 20 mM 372,24 372 g

10 x DY E-L6sung:

Endkonzentration

Bromphenolblau 0,025 %
Xylencyanol 0,025 %
Glyzerin 50 %
EDTA 10 mM
Tris-HCI, pH 8 50 mM

Ethi diumbromid-Stamml 6sung (10ma/ml):

0,1 g Ethidiumbromid wurde auf dem Magnetrihrer in 10ml Aqua bidest gelost.
(Ethidiumbromid ist kanzerogen)

GroRenstandards | -DNA, BstEllI-verdaut (FragmentgrofRen [bp]:702, 1264, 1371, 1929,
2323, 3675, 4324, 4822, 5686, 6369, 7242, 8454 )
f X174-DNA, Haelll-verdaut (FragmentgrofRen [bp]: 72, 118, 194, 234,
271, 281, 310, 603, 872, 1078, 1353)

Agarose p.A.
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2.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmung Giber Absorptionsmessung

Die DNA-Menge wurde photometrisch in Quarzkivetten bei 260 nm, dem Absorptions-
maximum der Nukleinsauren, bestimmt (Shimadzu MPS 2000).

Umrechnungsfaktor: Extinktion 1 = 50 ug/ml (DNA, doppelstrangig)

Anhand eines Spektrums zwischen 320- und 190 nm wurde die Reinheit der Nuklein-
sdure-Ldsung Uberprift. Da die aromatischen Aminosauren der Proteine ebenfallsim UV-Licht
absorbieren und Tryptophan bei 280 nm das hochste Maximum aufweist, wird der Quotient
Eoeo / Ezgo @s Malk fur die Reinheit der Nukleinsaure-L6sung angegeben. Dabel sollte reine
DNA-LGsung einen Quotienten von mindestens 1,8 aufweisen.

2.1.7 Restriktion von DNA

Die DNA wurde in der Regel nach Vorschrift der Enzymhersteller (NEB, Schwalbach, bzw.
Pharmacia, Freiburg) behandelt. Pro pug DNA wurde ein Unit (U) Enzym eingesetzt. (1U =
Menge an Enzym, die bendtigt wird, um 1ug DNA in 1 h bei optimaler Temperatur vollstandig
zu verdauen.)

Enzym Hersteller Schnittstelle Puffer Temperatur
(5®3) [ °C]
Apal Pharmacia GGGCcUcC 1X OPA 25
BamHI NEB GOGATCC NEB BamH1 + 100 pg/ml BSA 37
Bcll Pharmacia TOGATCA 2x OPA 50
Bsml NEB GAATGCNO NEB 2 65
BstEll NEB GOGTNACC NEB 3 60
BstYl NEB PUOGATCPy NEB BstY + 100 pg/ml BSA 60
Eagl NEB CGGOCCG NEB 3 37
EcoRlI Pharmacia GOAATTC 2x OPA 37
Hindll| Pharmacia AOAGCTT NEB2 37
Ncol NEB COCATGG 2 x OPA/NEB 4 37
Pstl NEB CTGCAOG 1x OPA/NEB 3 37
Pwvull BRL CAGLOCTG NEB 2 37
Sacl Pharmacia GAGCTOC 1x OPA 37
Scal Pharmacia TTCOGAA 2x OPA 37
Smal Pharmacia CCCOGGG 1x OPA 30
Xbal Pharmacia TOCTAGA 1x OPA 37
Xhol Pharmacia COTCGAG 2x OPA 37
Xmal NEB COCCGGG NEB 1 37

Tabelle 2.1.7-1 Restriktionsenzyme und Verdaubedingungen N= A oder C oder G oder T; Pu=A
oder G; Py: Coder T
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1 x Puffer:

NEB 1 10 mM Bis-Tris-Propan-HCI (pH 7), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
NEB 2 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 MM MgCl,, 1 mM DTT
NEB 3 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
NEB 4 50 mM KAc, 20 mM Tris-Ac (pH 7,9), 10 mM MgAc, 1 mM DTT

NEB BamHI 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 mM MgCl,, ImM DTT
NEB BstYl 10 mM MgCl;,10 mM Tris-HCI (pH 7), 1 mM DTT
NEB Scal 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
OPA 10 mM Tris-Ac (pH 7.5), 10 mM MgAc, 50 mM KAc

(One-Phor-All Buffer Plus)

2.1.8 Agarose-Gel-Extraktion

Die restringierte DNA wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen und aufgetrennt. Aul3erdem
wurde ein GrolRenmarker (I -DNA, BstEll-verdaut oder f X174-DNA, Haelll-verdaut, siehe
Kapitel 1.1.1) aufgetragen mit dem die Fragmentgréfien der Probe bestimmt werden konnte.
Das gewilinschte Fragment wurde mit einem Skalpell unter der UV-Lampe ausgeschnitten. Die
Elution aus dem Gel erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Macherey —Nagel GmbH,
Duren bzw. Qiagen GmbH, Hilden). Die DNA wird unter Verwendung chaotropher Salze eine
Matrix gebunden und gewaschen. Die Elution kann mit Wasser oder einem Niedrigsalz-Puffer
(TE-Puffer oder 10 mM Tris-HCI pH 8) erfolgen.

Die Ausbeute der DNA nach der Gelelution wurde durch das Auftragen eines Aliquots auf ein
Agarose-Gel bestimmt.

Material:

1-2% Agarose-Gel
| -BstElI- bzw., f X174-Haelll-Grofdenstandard
Elutions-Kit (Qiagen, bzw. Macherey und Nagel)

2.1.9 Dephosphorylierung geschnittener Plasmide mit CIP

Calf Intestinal Phosphatase (CIP) entfernt Phosphatgruppen an DNA-5-Enden. Damit wird die
Religierung geschnittener Plasmide verhindert. 1-20 ug DNA (in NEB-Puffer 1/2/3/4, oder
OPA) wurden mit 0,1-0,2 Units Enzym in einem Volumen von 50 pl tber 60 min bei 37°C
inkubiert. Die Phosphatase wurde durch Phenol-Extraktion entfernt (siehe 2.1.2.1 ) und der
DNA-haltige Uberstand anschlief¥end geféllt (siehe 2.1.3).

Material:

Calf Intestinal Phosphatase (CIP), Pharmacia, Freiburg
NEB-Puffer-1,-2,-3,-4, oder One-Phor-All Buffer Plus
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2.1.10 Phosphorylierung von DNA-Enden mit Polynukleotidkinase

Synthetisch werden Oligonukleotiden von 5'- in 3'-Richtung hergestellt. Die 5' Enden werden
nach Abspaltung der Schutzgruppe in der Regel nicht phosphoryliert. Fir eine Ligation mit
dephosphorylierten Vektoren, mufden solche Oligonukleotide daher zundchst phosphoryliert
werden. Die DNA-Fragmente wurden dazu mit Polynukleotidkinase und ATP behandelt. In
10ul-Ansdtzen wurden 10 pmol DNA zusammen mit 1 nmol ATP und 2 Units PNK in
1 x PNK-Puffer 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Kinase wurde anschlief3end durch eine Inkubation
bei 65°C, 1h inaktiviert. Um die Hybridisierung komplementérer Oligonukleotide (die
gemeinsam phosphoryliert worden sind) zu begtinstigen, wurde die Probe langsam abgekihlt.

Material:
T4-Polynucleotidkinase (PNK), NEB, Schwalbach/Taunus

10 x PNK-Puffer

Tris-HCI, pH 7,6 700 mM
MgCl, 100 mM
DTT 50 mM

ATP-Stamml 6sung 10 mM

2.1.11 Ligation von Insertsund Vektoren

Bei manchen Vektoren liegt die Klonierungsstelle fir Fremd-DNA (Insert) in einem
codierenden, nicht essentiellen Gen. Der durch die eingefihrte DNA induzierte Ausfall des
Genproduktes kann dann phénotypisch nachgewiesen werden (z.B. der Ausfall der [3-
Galaktosidase mit dem Farbstoff X-gal).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Plasmiden gearbeitet, die das Fremdgen (Lhcb-Gen)
bereits enthielten. Da innerhalb des Gens nur einzelne Sequenzabschnitte durch veranderte
ersetzt wurden, mufdte der Nachweis der Ligation auf andere Weise erfolgen (Restriktions-
verhalten der DNA, siehe 2.1.7, Proteinchemischer Hexahistidyl-Nachweis siehe 2.2.6.2,
Sequenzierung durch ein Sequenzierlabor (Genterprise, Mainz).

Die Ligation von Oligonukleotiden mit Vektor-DNA erfolgte in 10 pl-Ansétzen, mit 50 - 200
ng Vektor-DNA. Die Oligos wurden jeweils in einem molaren Verhdtnis von 2:1
(Oligo:Vektor) eingesetzt. Bei Ligationen (bereits phosphorylierte Oligonuklectide) wurden die
Oligonukleotidpaare zuvor unter Hybridisierungsbedingungen inkubiert. Dazu wurden die
Oligonukleotide 5 Min in 1 x Ligationspuffer bei 70 °C inkubiert, dann sehr langsam wieder
abgekuhlt (innerhalb von ca 4h) und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. Die
Ligations-Ansdtze aus 1 x Ligase-Puffer, T4-DNA-Ligase (ca.1-2 Weiss Units), ATP und DNA
wurden gut gemischt, mindestens 2 h bei 14 °C bzw. UN bel 4 °C inkubiert und am néchsten
Morgen transformiert (siehe 2.1.12). Als Mal3 fur die Haufigkeit der Religation wurde neben
dem eigentlichen Ligations-Ansatz eine Kontrollprobe ohne Zugabe von Insert angesetzt. Die
Anzahl der transformierten Klone auf der Kontrollplatte konnte nach Ausplattieren der Zellen
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Auskunft Uber die Haufigkeit religierter Plasmide geben. Eine weitere Transformation von
ungeschnittenen Plasmiden bekannter Menge diente as Kontrolle fur die Transformations-
Effizienz (sieheauch 1.1.1.1).

Material:

T4 DNA Ligase, NEB, Schwalbach

10 x Ligations-Puffer (cohesive ends): 10 x Ligations-Puffer (blunt ends):
TrissHCI, pH 7,5 05 M Tris-HCI, pH 7,5 05 M
MqgCl, 01 M MgCl, 0,05 M
DTT 01 M DTT 0,05 M
Spermidin 10 mM Spermidin 5 mM
ATP 10 mM ATP 05 mM
BSA 1 mg/ml BSA 1 mg/ml

Da ATP instabil ist wurde die Stammldsung ohne ATP angesetzt und bei -20 °C aufbewahrt.
ATP wurde dem Ligations-Ansatz direkt zugegeben.

2.1.12 Transformation kompetenter E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Transformationskompetente E. coli-Zellen konnen aufgrund einer erhohten Membran-
Permeabilitét erleichtert Fremd-DNA aufnehmen. Eine gangige Methode Transformations-
kompetente Zellen herzustellen, besteht darin, Bakterien mit hohen Calzium-K onzentrationen
auf Eis zu inkubieren. Die Aufnahme der DNA soll durch einen Hitzeschock erleichtert
werden. (siehe Kapitel 2.1.12.1und 1.1.1.1).

2.1.12.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen nach Mike Scott

Der gewinschte Bakterienstamm wurde UN auf LB-Platten supplementiert mit 10 mM MgCl,
(siehe auch 2.1.1) angezogen. Am néchsten Tag wurden 5 ml TYM-Medium mit einem Klon
angeimpft und fur 2 h bel 37 °C bebritet (100 ml-Kolben, 300 rpm, Inkubationsschiittler,
Certomat, Braun, Melsungen). Die Zellen wurden dann in 100 ml frisches TYM-Medium
Uberfihrt und weitere 2-3 h geschiittelt (bis ODsgp ca. 0,9). Nachdem die Zellen schonend
pelletiert (ca. 3000 rpm, 10-12 min) und der Uberstand verworfen war, wurden die Bakterien in
kalter Tfbl-Losung (30-40 ml/100 ml Starterkultur) resuspendiert und auf Eis inkubiert
(IM101- bzw. SCS110-Z€llen fur 20 min). Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (ca.
3000 rpm, 8 min, 4 °C), wurden die Zellen vorsichtig in kalter Tfbll-Ldsung resuspendiert, in 1
ml-Portionen aliquotiert und in flissigen Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen
wurden bei -80 °C gelagert.
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Material:

TYM-Medium

Bacto-Trypton 2 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 01 M

MgCl, (oder MgSO,) 0,01 M

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt.

Tfbl-Lésung Tfbll-L8sung

K-Acetat 30 mM Na-MOPS, pH 7,0 10 mM
MnCl;, 50 mM CaCl, 75 mM
KCl 100 mM KCl 10 mM
CaCl, 10 mM Glyzerin 15% (wiv)
Glyzerin 15% (wiv)

2.1.12.2 Transformation

In der Regel tragen Vektoren fur die Selektion transformierter Klone sogenannte Markergene.
In vielen Fallen dient ein Antibiotika-Resistenzgen als Transformations-Kontrolle. Die hier
verwendeten pDS-Vektoren codieren ein Ampicillin-Resistenzgen ([3-Lactamase). Nur trans-
formierte Bakterien wachsen auf Ampicillin-haltigen Platten schnell zu Kolonien heran. Erst
nach langerer Bebritung tauchen auch sogenannte Satellitenkulturen auf. Dabei handelt es sich
um langsamer wachsende, nicht resistente Zellen, die erst nach einiger Zeit davon profitieren
kénnen, dal3 die Umgebung allméhlich von den resistenten Bakterien durch deren 3 —
Lactamase detoxifiziert wird. Um einen Anhaltspunkt fir die Transformations-Effizienz zu
erhalten (Kompetenz der Zellen), wurde ein ungeschnittenes Kontroll-Plasmid transformiert,
das im Durchschnitt etwa 10” Klone/pg transformierter DNA liefern sollte.

Kompetente Zellen (siehe 2.1.12.1) wurden etwa 30 min auf Eis aufgetaut, leicht gevortext und
in 50pl-Portionen aufgeteilt. Dann wurden etwa 50 bis 100 ng Vektor-DNA eines Ligations-
Ansatzes, bzw. 100 pg—10 ng Plasmid ungeschnittener Vektor (1n.1) zu den Zellen gegeben
und mit einer gelben Spitze vorsichtig gemischt. Bel der Transformation in JM 101-Zellen
wurden die Zellen 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen sollten dabei nicht mehr bewegt
werden. Die Zellen wurden dann einem Hitzeschock ausgesetzt (JM101-Zellen: 5 min, 22 °C)
Anschlief3end wurden 450 pl LB-Medium (siehe 2.1.1, auf 37 °C vorgewdrmt) zugegeben und
die Zellen wurden 1 h im Brutschrank inkubiert. Dabei sollten die Zellen eine Teilungsrunde
durchfihren, und regenerieren kénnen. Ein Aliquot, in der Regel 200 pl, wurde auf LB-Amp-
Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C bebriitet. Die Anzahl der Klone auf den
Kontroll- und Ligations-Platten wurde bestimmt. Nur wenn die Anzahl der Klone auf der
Ligations-Platte die Anzahl der Klone auf der Kontrollplatte um mindestens 10 % Ubertraf,
wurden Klone gepickt und auf LB-Amp-Platten ausgestrichen, um sie weiter zu
charakterisieren.
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Material:

Kompetente Bakterienzellen (JM 101 oder SCS 110, siehe 2.1.12.1)

LB-Medium (siehe 2.1.1)

LB-Amp-Platten (siehe 2.1.1)

DNA (50-100 ng Ligations-Ansatz oder 100 pg-10 ng ungeschnittener Vektor, siehe 2.1.11)

2.2 Proteinchemische Arbeiten

2.2.1 Isolation von EinschluRkérpern aus Bakterien

LHCP kann in Escherichia coli-Stdmmen (z.B. IM101) tUberexprimiert werden, die das cab-
Gen ABB80 oder Derivate davon in einem Expressionsvektor der pDS12-Reihe (Bujard et al.,
1987) tragen. Das Gen wird von einem starken Phagen-Promotor kontrolliert (Pn2s, T5-Phage),
der unter der Kontrolle des lac-Operons steht. Die Induktion der Genexpression erfolgt durch
Zugabe des nicht metabolisierbaren Galaktose-Analogons IPTG (Isopropyl-b-D-Thiogal akto-
pyranosid).

LHCP wird in tberexprimierenden Bakterien in Form von wasserunl 8slichen Einschluf3kdrpern
angereichert. Die Proteinpartikel sind gegeniiber schwachen Detergentien stabil. Das macht
man sich bel ihrer Isolierung zunutze: Man bricht die Bakterienzellen mit Hilfe von Lysozym
und schwachen Detergentien (Triton X-100, Desoxycholat) auf, zentrifugiert die
Proteinpartikel ab und wascht sie, indem man mit weiterem schwachen Detergens die
Membranreste herausl0st. Auf diese Weise erhdlt man stark gereinigtes LHCP. Die Reinheit
des isolierten LHCP wird in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel gepriift (siehe
Kapitel 2.2.3 und 2.2.4). Das Protein wurde photometrisch quantifiziert (Kapitel 2.2.2).

Je 5 ml LB-Amp-Medium wurden mit dem gewtnschten Klon angeimpft und UN inokkuliert
(37 °C). Am néchsten morgen wurden 3 ml dieser Vorkultur in 100 ml LB-Amp-Medium
Uberfuhrt. Die Bakterien wurden solange weiter bebritet (37 °C), bis die Kultur eine optischen
Dichte (ODssp) von 0,5 erreicht hatte (ca. 1h). Daraufhin wurde die Genexpression mit 0,1M
IPTG induziert. Die Kultur wurde weitere 4h bei 37 °C bebritet. Die Bakterien wurden
zentrifugiert (8000 x g, 5 min) und in 800 pl Lysis-Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von
200 pl Lysozym (Endkonzentration: 4mg/l; 20mg/ml-Stammldsung in Lysis-Puffer, frisch
ansetzen,), wurden die Bakterien 20 min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde die Bakterien-
DNA mit DNasel verdaut. Dazu wurden je 10 pl 1 M MgCls, (10 mM Endkonzentration),1 pl 1
M MnCl, (1 mM Endkonzentration) sowie 10 pl DNasel (10 pg/ml Endkonzentration; 1mg/ml-
Stammlosung in DNasel-Puffer) zur Bakteriensuspension gegeben und 15 min bei RT
inkubiert. Danach wurden die Einschluf3koérper wie folgt gewaschen:
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* 2 ml Detergens-Puffer zugeben, sehr gut mischen, bis die Suspension nicht mehr schleimig
ist.

* 5 min bei 8000 x g zentrifugieren (4°C), Uberstand verwerfen

* 2 ml Triton-Puffer zugeben, gut resuspendieren (Ultraschall)

* 5 min bei 8000 x g zentrifugieren (4°C), Uberstand verwerfen

* Triton-Schritt wiederholen, bis Pellet weil3 und resuspendierbar ist.

* 5 min bei 8000 x g zentrifugieren (4°C), Uberstand verwerfen

* Pellet in 2 ml Tris-Puffer resuspendieren

* 5 min bei 8000 x g zentrifugieren (4°C), Uberstand verwerfen

* Pellet in 500 pl Tris-Puffer resuspendieren.

Die Proteinldsung wurde bei -20 °C aufbewahrt.

Material:

LB-Medium, Ampicillin-Stamml 6sung; siehe auch Kapitel 2.1.1
1 M MgCl,, IM MnCl,, 1 mg/ml DNasel, in DNasel-Puffer, 1 M IPTG

DNasel-Puffer

Tris-HCl pH 8,0 20 mM

NaCl 50 mM .

DTEDTT 1 mM Triton-Puffer

BSA 0.1mg/mi Tris-HCI, pH 7,5 20 mM

Glyzerin 0 % Triton X-100 0,5%(W/v)
EDTA 1 mM),

Lvsis Puffer [3-Mercaptoethanol 10 mM

Tris-HCl, pH 8,0 50 mM .

Sucrose 25 % Tris-Puffer

EDTA (pH 8,0) 1 mM Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 1 mM

Detergens Puffer [3-Mercaptoethanol 10 mM

TrissHCI pH 7,5 20 mM

NaCl 2000 mM

Desoxycholséure 1 %

Nonidet P40 1 %

EDTA 2 mM

[3-Mercaptoethanol 10 mM
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2.2.2 Proteinbestimmung

Proteine mit aromatischen Aminosduren absorbieren im UV-Bereich um 280 nm. Mit einer
bereits erstellten Eichgerade (Hobe, 1995, Dissertation), konnte das Protein relativ genau
quantifiziert werden. Gemessen wurde in Axgo-Puffer mit den folgenden Umrechnungsfaktoren:
0,1 Ezs0nm, 1cm = 61 pg / ml pLHCP
0,1 Ezs0nm, 1em = 52,5ug / ml LHCP

Aus der Proteinsuspension wurden je dreimal 10 pl entnommen und in 990 pl Ajge-Puffer 5
min gekocht. Die Referenz (1 ml Ajgo-Puffer) wurde ebenfalls gekocht. Es wurde erst
gemessen, wenn Referenz und Proben abgektihlt waren.

Material:

Azso-Puffer

Tris-HCI pH 6,8 10 mM
SDS 2 %
[3-Mercaptoethanol 1 mM

2.2.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) beruht auf einer
Methode von Laemmli, 1970. Polyacrylamid-Gele eignen sich wegen ihrer Stabilitét sehr gut
dazu, Proteingemische aufzutrennen. Acrylamid und N,N'-Methylen-bisacrylamid
polymerisieren hierbei zu einem netzartigen Molekillsieb, wobel die Porengrdf3e durch die
Acrylamid-Mengen bestimmt wird. Ammoniumperoxodisulfat (APS, S,05%) bildet in walriger
Losung Sulfatradikale, die die radikalische Polymerisation des Gels starten. Bisacrylamid wirkt
als Quervernetzer der Acrylamidketten. TEMED (Tetramethylethylendiamin) stabilisiert freie
Radikale.

T=(XxX+y)x100/V ; C=yx 100/ (x +vy)

T = Totale Acrylamid-Konzentration [%]
C = Vernetzungsgrad [%0]

X = Masse Acrylamid [g]

y = Masse Methylenbisacrylamid [g]

V =Volumen [ml]

Das Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) [6st Proteine und verleiht ihnen gleichzeitig eine
stark negative Ladung. Damit wird die Eigenladung des Proteins effektiv Uberlagert. Die
Proteine wandern mit einer Wanderungsgeschwindigkeit, die sich linear zum reziproken
Logarithmus ihrer Grof3e verhélt, zur Anode. Ein Sammelgel, das einen pH-Wert von pH 6,8
aufweist, wird dem eigentlichen Trenngel vorgeschaltet, um die Proteine zunéchst zu
fokussieren. Im Trenngel, das einen pH-Wert von pH 8 aufweist werden die Proteine dann ihrer
Grofe nach getrennt. Bel einer denaturierenden Gelelektrophorese werden Inter- oder
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intramolekulare Disulfidbriicken durch reduzierende Agentien (DTT oder b-Mercaptoethanol)
gelost.

Die Proteine wurden durch 1 min Kochen in 1 x Sparmix denaturiert und nach dem Abkthlen
mit einer ausgezogenen Spitze in die Geltasche geflllt. Mit schwach denaturierenden Gelen
konnten ganze Pigment-Protein Komplexe aufgetrennt werden. Die Laufbedingungen wurden
hier etwas schonender gewahlt (4 °C, 60-100 V, 0,05 % Glyzerin im Gel, ohne Sparmix, evtl.
Glyzerin zum Beschweren, bei Membranen: Solubilisierungspuffer; Kapitel 2.5.3.2).Um
Proteine im Molekulargewichtsbereich um 20-30 kDa zu trennen, wurden 12 %- ige
Polyacrylamid-Gele verwendet. Wurden hoherprozentige Gele verwendet, so ist dies in der

Abbildungsbeschriftung angegeben (Kapitel 3).

Materia:
Midget- Gele: kleine Kammer (ca. 5 Stck.) (30%T; 1%C)
(% T)Trenngel Sammelgel

Stamml 6sungen 12 % 15 % 45 %
30 % Acrylamid 11,0 mi 13,7 ml 30 mi
1M Tris-HCI pH8,8 11,3 ml 11,3 ml
1M Tris-HCI pH6,8 -- -- -- -- 26 ml
Aquadest. 53 ml 26 ml 142 ml
Die Ldsung vor Zugabe von APS und TEMED zuné&chst entgasen
10 % APS 200 ul 200 I 100 i
TEMED 13l 13l 10

Midget-Glyzerin-Gele kleine Kammer (ca. 5 Stck.) (30%T; 19%C)

(% T) Trenngel Sammelgel
Stamml ésungen 12 % 15 % 45 %
30 %Acrylamid 11,0 ml 13,7 ml 30 ml
1M Tris-HCI pH8,8 11,3 ml 11,3 ml
1M Tris-HCI pH6,8 -- -- -- -- 26 ml
80% Glyzerin 1,7 ml 1,7 ml 25 ml
Aquadest. 36 ml 09 ml 11,7 ml
Die Ldsung vor Zugabe von APS und TEMED zuné&chst entgasen
10 % APS 200 ul 200 i 100 ul
TEMED 13l 13l 10

Tabelle 2.2.3-1 Zusammensetzung M idget-Gele Obere Tabelle: Gele fiir denaturierende
Elektrophorese; untere Tabelle: Gele fir schwach denaturierende Elektrophorese
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1 x SDS-L aufpuffer

Endkonzentration M [g/mol] fur 2| Puffer
Tris 25 mM 1211 4,84 g
Glyzin 192 mM 75,1 2253 ¢
SDS (10 %) 0,01% (w/v) 10 mi
EDTA (0,5M) 0,5 mM 372,24 1 ml

Fir schwach denaturierende Gele, die bei 4°C laufen, wurde das Lithiumsalz des
Dodecylsulfats verwendet. Dies hat ein anderes L 6slichkeitsprodukt, als das Natriumsal z.

armix
SDS 4 %
[3-Mercaptoethanol 14 M
Glyzerin 24 %
Tris-HCI, pH 6,8 100 mM
Bromphenolblau 20 mM

2.2.4 Coomassie-Farbung

Proteine lassen sich mit Coomassie-Farbstoff unspezifisch anfarben. Diese Farbemethode
zeichnet sich durch einen geringen Arbeitsaufwand aus. Allerdings ist die Sensitivitét relativ
gering (bis ca. 100 ng Protein bel hier verwendeter "schneller” Coomassie-Methode; vgl. auch
Kolloidal-Farbung bis ca. 30 ng, (Westermeier, 1990). Die Farbeintensitdt ist von der
Hydrophobizitdt des Proteins abhéngig. Daher kann die Féarbeintensitdt verschiedener Proteine,
diein gleicher Menge vorliegen unterschiedlich sein.

Zum Farben der Proteine wurde das Gel in einer Gerda-Box mit der Coomassie-L6sung
inkubiert (mind. 15 min). Das geféarbte Gel wurde danach fur 20 min in 1. Entférber, dann
solange in 2. Entfarber entfarbt, bis die Proteine als blaue Banden erkennbar und der Rest des
Gels wieder entfarbt waren. Vor dem Trocknen wurde das Gel grindlich mit Wasser gesplilt.
Die Gele wurden in der Regel zwischen zwei Cellophan-Folien im Geltrockner getrocknet.

Material:

Farbel 6sung (ad H,0 1000 ml)

Coomassie-Brilliant-Blue 1,75 g
Ethanol 50 % 500 ml
Eisessig 7 % 70 ml

Wasser 430 ml
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1. Entfarber  (ad H,0 1000 ml)

Ethanol 20 % 200 ml
Eisessig 7 % 7 mi

2. Entférber (ad H,0 1000 ml)

Eisessig 10 % 100 ml

2.2.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung beruht auf einer Methode von Merril et al.(1981). Vor der eigentlichen
Farbung missen die Proteine zunachst fixiert, die Pufferionen entfernt und die Proteine
sensibilisiert werden. Dies geschieht durch verschiedene Fixier- und Waschschritte. Die
ablaufenden chemischen Prozesse sind mit den aus der Fotografie bekannten zu vergleichen.
Die Silberionen binden komplex an Proteine und werden im akalischen Milieu durch Form-
adehyd zu Silber reduziert. Das Abstoppen geschieht durch ein saures Milieu oder einen
Komplexbildner wie EDTA (Hader und Hader, 1993). Die relativ zeitaufwendige Methode ist
je nach Farbemethode und Proteintyp 10-20 mal empfindlicher, as die Coomassie-
Blau-Farbemethode (Scopes, 1994).

Folgende Schritte wurden allesamt auf einem Schiittler ausgefuhrt:

Das Gel wurde zundchst mindestens fur drei Stunden, besser aber Gber Nacht, in Fixierlésung I,
dann fur mindestens zwei Stunden in Fixierlésung Il inkubiert. Danach wurde das Gel mit
Aqua bidest abgespllt und 3 x 20 Minuten in 200-300 ml Aqua bidest gewassert. Das Gel
wurde daraufhin fir eine Stunde in der Férbel 6sung gefarbt. Dann wurde zundchst eine geringe
Menge Entwickler auf das Gel gegeben, worauf sich sofort ein grauer Niederschlag bildete, der
gleich abgesaugt werden mufdte. Erst jetzt wurde das Gel vollstandig im Entwickler inkubiert.
Die Entwicklung selbst dauerte hdchstens eine Minute und muféte durch Abstopplésung
beendet werden. Anschlief3end wurde das Gel auf dem Geltrockner getrocknet.

Endkonzentration fr 400 ml Lésung

Fixierer I:

Ethanol (technisch) 30 % (viv) 120 ml
Eisessig 10 % (viv) 40 ml
Fixierer |1:

Ethanol (technisch) 30 % (viv) 120 ml
Glutardialdehyd (25 %ig) 0,5 % (v/v) 8 ml
Natriumacetat 05 M 164 ¢

Natriumthiosulfat 12 mM 1,26 g
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Farbel 6sung:

Silbernitrat 0,1 % (w/v) 04 ¢
Formaldehyd (37 %ig) 0,01 % (v/v) 108
Entwickler:

Natriumcarbonat 25 % (wiv) 10 g
Formaldehyd (37 %iQ) 0,01 % (viv) 108 ul
Abstoppl 6sung:

EDTA 0,05 M 7,45 ¢

Die Losungen wurden mit Aqua bidest auf ein Endvolumen von 400 ml aufgefillt.

2.2.6 Western-Blot und Nachweis Hiss-mar kierter Proteine

Die in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine, lassen sich elektrophoretisch auf
die Oberflache von immobiliserenden Tragermembranen, wie Nitrocellulose, oder
Polyvinylidenfluorid-Memranen (PVDF) Ubertragen. Auf der Membran-Oberflache sind die
Proteine besser fir grol3molekulare Liganden (z.B. Antikorper) zuganglich, alsin einem Gel. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine mit einem Tankblotsystem transferiert.

Material:

Western-Blot Puffer (kontinuierliches System)

Endkonzentration M [g/mol] fur 2| Puffer

Tris 20 mM 1211 4,84 g
Glyzin 150 mM 75,1 2253 g
SDS (10 %) 0,05% (w/v) 10 ml
Methanol 20% (v/v) 400 ml

Schaumstoff, Filterpapier und Transfermembran wurden in Western-Blot-Puffer aguilibriert
und dann in unten genannter Reihenfolge L uftblasen-frei zusammengebauit.

* schwarze Gitterseite (unten, Kathode, -)

* Schaumstofflage

* Filterpapier (ca. 9 x 9 cm, GB002, Schleicher und Schuell, Dassel)
* Gel

* Nitrocellulose (Porengrofie 0,2 um)

* Filterpapier (ca. 9 x 9 cm, GB002, Schleicher und Schuell, Dassel)
* Schaumstofflage

* weil3e Gitterseite (oben, Anode, +)
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Die Transfereinheit wurde mit der weif3en Gitterseite nach vorne (Pluspol, rot) in die Blot-
Kammer (Tankblot-Kammer, LKB 2051, Pharmacia, Freiburg) eingesetzt. Die Kammer wurde
mit kaltem Blot-Puffer geflillt, so dal3 die Elektroden bedeckt waren. Der bereits vorgekihlte
Puffer wurde wahrend des Blottens weiter gekihlt und standig mit einem RUhrmagneten
durchmischt. (Blot-Dauer: 60-90 min, 160 mA)

2.2.6.1 Ponceau SFarbung

Mit dieser reversible und nicht sehr sensitive Farbemethode konnte der Proteintransfers grob
Uberpruft werden. Die geblottete Membran wurde einige Minuten in der Farbel6sung inkubiert
und danach mit Aqua dest. gespilt. Die Proteinbanden traten rot hervor, sobald sich der
Hintergrund entfarbte. Die Proteinstandards wurden markiert. Die Farbung verschwand
wéhrend der weiteren Membran-Behandlung wieder.

Material:

Ponceau S 02 % (w/) 02 g
Trichloressigsaure 3 % (W/v) 3 g
Aqua bidest ad100 ml

2.2.6.2 Nachweis Hexahistidyl-markierter Proteine

Proteine, die eine Hexahistidyl-Markierung tragen lassen sich auf biochemischem oder
immunologischem Weg nachweisen. Die Methoden werden im Folgenden (Kapitel 2.2.6.2.1
und 2.2.6.2.2 ) einzeln beschrieben.

Vor dem spezifischen Nachwels der Proteine wurden die unbesetzten Bindungsstellen der
Membran noch mit Proteinen blockiert, die an der Nachweisreaktion nicht teilnehmen (3%
BSA in1x TBS, 1 h, RT)

Zur Inkubation mit dem priméren Antikdrper wurde der Blocking-Puffer mit 1~ TBS-Puffer
auf 1,5% BSA verdunnt.

Material:

Blocking-Puffer

Endkonzentration far 100 ml Lésung

Rinderserumalbumin (BSA) 3 % (w/v) 3 g
1 x TBS-Puffer pH 7,5 ad 100 ml
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2.2.6.2.1 Ni-NTA-AP-Konjugat-Reaktion

Der biochemische Nachwels von Hexahistidyl-Seitenketten beruht darauf, dal? Ni-NTA-
Konjugate im leicht basischen pH-Bereich mit hoher Affinitét an alternierende Histidin-Reste
binden. Die Methode beruht also auf der "Immobilized Metal Affinity Adsorption” (IMA,
Porath und Ohlin, 1983). Ni * hat 6 Bindungsstellen. Vier davon werden durch den
Chelatbildner Nitrilotriacetsaure (NTA). Damit bleiben zwei Bindungsstellen des Nickels fur
die reversible Bindung an einen Liganden (Hochuli etal., 1987, siehe Abbildung 2.2.6-1).
Deprotonierte Histidin-Reste eignen sich als Liganden; da das fele Elektronenpaar von Histidin
als Elektronendonator firr das Zentralatom (Ni%*) fungieren kann. Nickel behalt durch die
Immobilisierung an NTA enerseits seine Affinitdt zu Histidin, andererseits verhindert die
Kopplung an NTA, dal3 Proteine aggregieren: Freie Nickelionen kodnnen mit mehreren
Proteinen kreuzverknipfen, was zu einer Aggregation bzw. Protein-Préazipitation fuhren wiirde.
NTA ist in diesem Falle noch mit dem Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt. Da das
Enzym direkt mit dem NTA gekoppelt ist, kdnnen markierte Proteine schnell nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 2.2.6-2). Nickel-NTA hat alerdings den Nachtell, dal? es ebenso mit
anderen Metall-bindenden Proteinen reagieren kann (z.B. Proteinstandard: bovine carbonic
anhydrase; bindet Zn").

Die Detektion erfolgte colorimetrisch mit BCIP/NBT (siehe Kapitel 2.2.6.3).

O/ Cco ~— CH- Spacer

//CO ?I_%
Q N

\
\ CH,

Ni /
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H,O o—
OH,

mogliche Ligandenbindung

Abbildung 2.2.6-1 Schematische Dar stellung der Nickel-Chelatisierung mit NTA
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NH,
Llchtsammelproteln

Hexahistidyl-Rest

Abbildung 2.2.6-2 Prinzip des Ni-NT A-Nachweises NTA = Nitrilotriessigsiure, AP = Alkaische
Phosphatase

Ni-NTA-Konjugat

Nickel-Nitrilotriaceti cacid-Alkaline-Phosphatase-Conjugate (Qiagen, Hilden)
Arbeitskonzentration 1: 1000
Sensitivitét (W.-Blot) 2-5ng (It. Hersteller)

Nach dem Blocken des Blots wurden folgende Wasch- und Inkubationsschritte durchgefihrt
(Schittler, RT).

* Blot mit 1 x TBS abspuilen

* 1 hin Blocking-L6sung inkubieren

* 3x 10 minin1x TBS-Tween waschen (TBST)

* 1 h Ni-NTA-AP-Konjugat inkubieren (1:1000 in TBS)

* 3x 10 minin 1 x TBS-Tween waschen (TBST)

Detektion: BCIP/NBT (s.0.) in AP-Puffer

2.2.6.2.2 Anti-*°3HIS-Antikér per-Reaktion

Beim immunologischen Nachweis mit Anti-***HIS-Antikorpern (Maus Ig G,, Qiagen, Hilden)
bilden die Histidin-Reste einen Tel des Epitops (Arg-Gly-Ser-His-His-His-His). Ein
sekundarer Antikorper dient der Detektion des Proteins. Dieser ist gegen den priméren
Antikoérper gerichtet (Anti-Maus) und zudem an ein Enzym (Alkalische Phosphatase) gekoppelt
(sehe Abbildung 2.2.6-3). Vorteil der immunologischen Methode ist, dal3 keine
Kreuzreaktionen des Antikorpers mit anderen Proteinen gibt, da das Epitop mit sechs
aufeinanderfolgenden Histidin-Resten, in der Natur wohl nicht vorkommt. Der Nachtell
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gegentber der biochemischen Methode ist der mit primérer und sekundarer Antikorper-
Inkubation verbundene grol3ere Zeitaufwand.

In der Arbeit wurde ein Anti-Maus/Alkalische Phosphatase-K onjugat verwendet. Die Detektion
erfolgte colorimetrisch mit BCIP/NBT (siehe Kapitel 2.2.6.3).

NH

Lichtsammelprotein

primérer Antik&rper
(Maus-IgG)

| Anti-Maus-IgG-AP-Konjugat)

Abbildung 2.2.6-3 Prinzip der Antikorperreaktion AP = Alkalische Phosphatase

RGSHis-Antikor per:

RGSHis Antibody ,(Qiagen, Hilden)
Arbeitskonzentration 0,1 pg/ ml, 1: 1500
Sensitivitét (W.-Blot) 1 ng (It. Hersteller)

Nach dem Blocken des Blots wurden folgende Wasch- und Inkubationsschritte durchgefihrt
(Schttler, RT).

* Blot mit 1 x TBS abspuilen

* 1 hin Blocking-L6sung inkubieren

*2x10minin1x TBS-Tween/Triton waschen (TBSTT)

*1x 10minin1x TBSwaschen

* 1 h Anti-"®*HIS-Antikorper inkubieren (1:1500 in ¥Blocking-Puffer)
*2x 10minin 1 x TBS-Tween/Triton waschen (TBSTT)

*1x 10minin 1 x TBSwaschen

* 1 h Anti-Maus-Antikorper inkubieren (1: 30000 in Blocking-Puffer)
*4x 10 minin 1 x TBS-Tween/Triton waschen (TBSTT)

Detektion: BCIP/INBT
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Material:
10 x TBS-Puffer

Endkonzentration M [g/mol] ad 1000 ml
NaCl 15 M 58,44 8,7769
TrissHCI pH 7,5 100 mMm 1211 1211 ¢

5 x TBS-Tween/Triton-Puffer (TBSTT)

Endkonzentration M [g/mol] ad 1000 ml

NaCl 25 M 58,44 146,1 ¢
Tween 20 0,25% (v/v) 25 ml
Tris-HCl pH 7,5 100 mM 121,1 1211 g
Triton X-100 1% (v/v) 10 ml

5 x TBS-Tween —Puffer (TBST)

Endkonzentration M [g/mol] ad 1000 ml

NaCl 25 M 58,44 146,1 ¢
Tween 20 0,25% (Vv/v) 2,5 mi
TrissHCl pH 7,5 100 mM 121,1 1211 g

Die Puffer wurden vor Gebrauch mit Aqua dest. auf 1 x Puffer verdinnt.

2.2.6.3 BCIP/NBT-Reaktion

Die Phoshatase-Konjugate (Ni-NTA-AP bzw. Anti-Maus-AP) sollten relativ spezifisch an
markierte Proteine binden. Die Alkalische Phosphatase spaltet im basischen Milieu (um pH 9)
die Phosphat-Gruppe von BCIP, das dabei oxidiert wird und einen blauen Niederschlag bildet.
BCIP wird in Kombination mit NBT verwendet, das im Zuge der Reaktion reduziert wird und
ebenfalls einen blauen Niederschlag bildet.

Die Membran (ca. 30 cm?) wurde in 5 ml AP-Puffer, 33 pl NBT und 16,5 ul BCIP einge-
schweildt und entwickelt, bis violettblaue Banden sichtbar wurden. Dann wurde die
Farbreaktion durch kurzes Waschen der Nitrocellulose in Aqua dest. unterbrochen und die
Membran getrocknet.
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Material:

Alkalische Phosphatase-Farbepuffer (AP-Puffer)

Endkonzentration M [g/mol] ad 1000 ml

NaCl 100 mM 58,44 584 ¢g
MgCl, (1M) 5 mM 203,3 5 ml
TrissHCl pH 9,5 100 mM 1211 121 ¢
BCIP Endkonzentration ad.2ml
5-Bromo-4-Cloro-3-1dolylphoshat 5 % (w/v) 01 g

BCIPwird in Aquadest. gel6st und in 0,5 ml Aliquots bel -20 °C aufbewahrt.

NBT Endkonzentration ad. 5ml
Nitroblautetrazoliumchlorid 5 % 025 ¢

NBT wird in 70 % (v/v) Dimethylformamid gel6st und bel -20 °C aufbewahrt.

2.2.7 Rekonstitution von LHCI I

Bel einer Rekonstitution werden im Prinzip Proteine und Pigmente aus SDS-Mizellen tber
SDS-Octylglucosid-Mischmizellen in Octylglucosid-Mizellen gezwungen (siehe auch Paulsen
et al., 1993). Die Umgebung des Proteins verandert sich, dadurch wird die Faltung des
Proteins induziert. Gleichzeitig werden die Pigmente gebunden. Die Rekonstitution bietet damit
die Moglichkeit relativ schnell zu Uberprifen, ob verdnderte Lichtsammlerproteine noch die
Fahigkeit besitzen, in-vitro stabile Pigment-Protein Komplexe auszubilden, d.h., ob sie ihre
strukturelle Integritét trotz Hexahistidyl-Markierung aufrecht erhalten haben. Dazu wurde
denaturiertes Protein in Gegenwart von 2 % LDS mit einer Pigmentmischung gemischt (ca. 3-
5-facher stochiometrischer UberschulR der Pigmente). Dann wurde mit 1 % Octylglucosid ein
nicht-ionisches Detergens zugesetzt. Dodecylsulfat wurde als in der Kélte schwerlésliches
Kalium-Salz ausgeféllt.

Rekonstitutionen von LHCII sind definiert durch die Konzentration der einzelnen
Komponenten:

Standard-Rekonstitution:

0.4 pg/ul  Apoprotein
1.0 pg/ul  Chlorophyll (Chla/Chlb = 1)
0.15 pg/ul  Xanthophyll

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Rekonstitutionen unter den angegebenen Standard-
bedingungen durchgefihrt. Von einer (p)LHCP-Suspension wurden 20 pug gewaschenes und
zentrifugiertes Protein eingesetzt und mit 50 pl Solubilisierungspuffer versetzt.
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Rekonstitution:

* 1 min, 100°C

*+5ul 10 mM DTT (nach Abkihlen der Probel)

* Proteinlésung zu 5 pl Pigmentmischung in Ethanol (s.0.) pipettieren

* Sofort kréftig mischen (30 sec auf dem V ortexer)

* + 7.5 ul 10% OG [=1%0G Endkonzentration]

* gut mischen

*5minbe RT

*+7.5u 2M KCI [=0.2 M KCI Endkonzentration]

* gut mischen

* 5 min auf Eis

* Zentrifugieren: 1 min, 12000 rpm, 4°C

* Uberstand abheben (enthélt die Komplexe und ungebundenes Pigment in 1% OG; kann kurz
auf Eis, ansonsten bei -20°C gelagert werden.

Unter bestimmten Laufbedingungen konnen rekonstituierte LHCII von freiem (p)LHCP
abgetrennt werden. Rekonstituierte Proteine erscheinen als griine Banden im Gel. Sie haben
aulerdem ein anderes Laufverhalten, als die schneller im Gel migrierenden freilen Pigmente.

Ein 15pl-Aliquot des Uberstands (ca. 6 g Protein) wurde auf ein schwach denaturierendes Gel
aufgetragen (siehe auch Kapited 2.2.3) . In einer Versuchsvariante wurde der Solubili-
sierungspuffer mit verschiedenen Nickelmengen versetzt, so dal sich im Rekonstitutionsansatz
folgende Endkonzentrationen ergaben: [10uM], [100uM], [1 mM]. Dieser Versuch wurde
durchgefihrt, um zu Udberprifen, ob frele Maetallionen, die Rekonstitution der
Lichtsammlerproteine beeinflussen.

2.3 Radioaktive Markierung von EinschluRRkér pern mit [*S]M ethionin

2.3.1 Kulturbedingungen

Je 3 ml Minimamedium wurden mit 3 ul Ampicillin-Stammlésung versetzt und mit dem zu
markierenden Stamm angeimpft. Diese Vorkultur wurde dann GN bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am néachsten morgen wurden je Vorkultur 1,5 ml abzentrifugiert (15800 x g, 30 sec),
der Uberstand verworfen und das Bakterien-Pellet in 1ml S-Medium gewaschen, um Sulfat aus
dem Medium zu entfernen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15800 x g, 30 sec)
wurde das Bakterien-Pellet erneut in 1 ml S-Medium aufgenommen und in en 14 ml
Kunststoff-Reagenzgefal? mit Kulturréhrchen-Deckel Uberfihrt. Danach erfolgte die Zugabe
von 0,1-02 mCi L-[*S]-Methionin, bzw. einem Gemisch aus radioaktiv markiertem
Methionin und Cystein. Schliefdlich wurden 3 pl 1M IPTG zugegeben (Endkonzentration 3
mM), um die Expression von LHCP zu induzieren. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei
37 °C im Schittelwasserbad (Kottermann), wurden 2,5 pl Thiamin (1 mg/ml) zugegeben und
weitere 3 h bel 37 °C im Schittelwasserbad inkubiert.
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Material: Alle Lésungen wurden sterilisiert (Autoklav, Sterilfilter)

Stamml 8sungen zur Bakterienanzucht
Endkonzentration

Glucose 40 %

Endkonzentration

CaCl 2 1M
Endkonzentration
Thiamin 100 mg/ml
Endkonzentration
MgSO, 1 M
Endkonzentration
Mg-Acetat 500 mg/ml

| sopropylthiogal aktosid Endkonzentration
1 M

Endkonzentration
100 mg/ml

Ampicillin

Zum Losen des Na-Salzes wurde die Losung mit NaOH titriert, auf 10 ml aufgeftllt und

sterilfiltriert.

10 X Minimalmedium |
Endkonzentration

NapHPO, 6 %
KH2PO4 3 %
NaCl 05 %
NH,CI 1 %

Die Losung wurde auf pH 7,4 eingestellt, auf 100 ml mit Aqua dest. aufgefullt und

anschliefend autoklaviert.

1 X Minimamedium
Endkonzentration

10 x Minimamedium | 1 X

H,O (steril)

MgSO, (1M) 2 mM

Glucose (40 %) 02 %

CaCl, (1M steril) 0,1 mM

Thiamin (100 mg/ml) 2,5 pg/mi

Ampicillin (100 mg/ml) 0,1mg/ml

fur 100 ml Lésung
40 g

M [g/mol] fir 10 ml Lésung
147,02 147 g

fur 1 ml Lésung
0,1 g
M [g/mol] fir 10 ml Lésung
346,48 24,6 g

far 1 ml Lésung
0,5 g

M [g/mol] far 10 ml Lésung
238 238 g

far 10 ml Lésung

1 g

fir 100 ml Lésung

6 g
3 g
05 ¢
1 g

fur 100 ml 1 x Minimamedium

10 ml
89,3 ml
0,2 ml
0,5 ml
10
2,5 ul
100

pl - vor Gebrauch zugeben
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Salze
Endkonzentration far 1000 ml Losung
KH,PO, 03 % 3 g
K2HPO, 1,12 % 112 g
NaCl 0,05 % 05 ¢
NH4CI 01 % 1 g

Die Losung wurde mit Aquadest. auf 1 | aufgeflllt und anschlief3end autoklaviert.

Mikrosalze

Endkonzentration far 100 ml Lésung
CaCl, 02 dll 0,02 g
FeCl; x 6 H,O 06 gl 0,06 g

Die Losung wurde mit Aquadest. auf 100 ml aufgefillt und anschlief3end autoklaviert.

Aminosauren (Schwefel-frei)

Fur 1 ml Aminoséure-Ldsung wurde von allen proteinogenen Aminosauren, mit Ausnahme von
Cystein und Methionin 1 mg eingewogen, auf 1 ml aufgefillt, sterilfiltriert und bei -20 °C
aufbewahrt.

Basen

Endkonzentration fur 1 ml Lésung
Thymin 1 o/l 1 mg
Adenin 1 ol 1 mg
Uracil 1 gl 1 mg

Die Basen wurden in sterilem Aqua dest. gelst und in 1 ml Aliquots bei -20 °C

SMedium fir 1,5 ml Bakterienkultur x 20

Salze 2 ml 40 ml
Mikrosalze 20 pl 400 i
Glucose (40 %) 40 pl 800 ul
Basen (Img/ml) 10 pl 200 i
Aminosauren (Img/ml) 80 pl 1,6 ml
Mg-Acetat (500 mg/ml) 0,2 ul 4
Ampicillin (100 mg/ml) 2 pl 40

[*S]-Methionin
Redivue™, AG1094, oder Redivue™ Promix, AGQO0080, Amersham
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2.3.1.1 Isolation der EinschluRkér per

Die Isolation der Einschlul3korper erfolgte wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben. Sie erfolgte
lediglich im kleineren Mal3stab, so dal3 die Menge der eingesetzten Losungen entsprechend
reduziert wurde (s.u.). Die gereinigten Proteine wurden in 100 ul Tris-Puffer aufgenommen
und bel -20 °C aufbewahrt. Die Proteinmenge wurde bestimmt, indem ein 3 pl-Aliquot der
Proteinsuspension auf einem 12%-igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt wurde.
Eine quantifizierte Menge nicht markiertes Protein, sowie ein kommerziell erhéltlicher Protein-
Marker (SDS7-Marker, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) wurden als Referenz aufgetragen und die
Farbeintensitéten miteinander verglichen. Nach dem Entférben wurde das Gel kurz in Wasser
gewaschen, auf Whatman-Papier gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und auf dem Geltrockner
getrocknet. Das getrocknete Gel wurde anschlief3end autoradiographisch oder fluorometrisch
ausgewertet, um zu Uberprifen, ob die Proteine der einzelnen Klone etwa gleich stark markiert
worden sind (siehe 2.3.1.2 und 2.3.1.3 ). Die Bandenintensitdten wurden rein visuell
miteinander verglichen. Die genaue Bestimmung der Probenaktivitdt wurde mit dem
Szintillationszéhler vorgenommen (2.3.1.4).

Material: (Rezeptangaben siehe Kapitel 2.2.1)

Eingesetzte Mengen pro 1 ml Bakterienkultur:

Lysis-Puffer 160 pl; Lysozym (10 mg/ml in Lysis-Puffer) 40 ul; 1 M MgCl; 4ul; 1 M MnCl,
0,4 pl; DNasel (1 mg/ml in DNasel-Puffer) 5pul; Detergens-Puffer 500 ul; Triton-Puffer
2 x 500pl; Tris-Puffer 500ul + 100ul zur Aufbewahrung

2.3.1.2 Autoradiographie

Wurde das Gel autoradiographisch ausgewertet, so wurde das Gel nach dem Anférben in einer
Verstarker-Losung (Amplify™, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg)
inkubiert. Durch die Konversion schwacher b-Emission in blaue Lichtquanten wird die
Detektions-Effizienz mit [*S] um etwa das 15-fache erhoht. Das Gel wurde nach der
Inkubation in Entférber-Lésung ca. 15 min in Aqua dest. gewaschen, anschlief3end fur 20 min
in der Verstérker-Losung inkubiert und dann getrocknet. Die Filmexposition erfolgte in einer
Autoradiographiekassette.

2.3.1.3 Fluorometrie

Bel der fluorometrischen Auswertung wird eine wiederverwendbare Bildplatte auf dem Film
exponiert. Die Platte ist mit photostimulierbaren Phosphorkristallen  beschichtet
((BaF(Br,):Eu?"), die den Sensor fiir ionisierbare Strahlungsenergie bilden. Die Energie der
Probe wird auf die Phosphorkristalle transferiert und in einer Elektronenfalle stabilisiert. Durch
das Scannen der Platte mit einem He-Ne-Laser bei 633 nm (Fujifilm, BAS-1800, Raytest,
Straubenhardt), erfolgt eine zweite Anregung der Kristalle und die Elektronen werden wieder
freigesetzt. Gleichzeitig werden Photonen um 400 nm emittiert. Diese photostimulierbare
Blaulicht-Lumineszenz wird detektiert und in ein digitalisiertes Bild umgerechnet. Der Vorteil
dieser Detektionsmethode gegeniiber der Rontgenfilm-Autoradiographie ist die hohere
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Sensitivitdt (um ca. Faktor 102, laut Hersteller) und die Linearitét Uber einen groferen
Dosisbereich (ca. 10%-10* dpm/mm?, laut Hersteller). Weiterhin muR das Gel nicht in
Verstérker-L 6sung vorinkubiert werden. Diese Methode ist damit nicht nur sensitiver, sondern
auch kirzer, as die Autoradiographie.

Das Gel wurde nach der Inkubation in Entférber-L6sung kurz in Aqua dest. inkubiert und dann
getrocknet. Die Exposition mit der Bildplatte erfolgte in einer Autoradiographiekassette bei
Raumtemperatur. Beim Offnen der Kassette wurde in gedampften Licht gearbeitet, da eine
langere Exposition in Weifdlicht die Regeneration der lichtempfindlichen Kristalle bewirkt.

2.3.1.4 Aktivitatsbestimmungim Szintillationszahler

3 ul der Proteinsuspension wurden in 3 ml Szintillations-FlUssigkeit (Aquasafe 300) gegeben
und gut gemischt. Dann wurde die Probe im Szintillationszéhler gemessen. Bel einer
Proteinausbeute von ca. 5 ug bis 35 ug pro 1,5ml SSMedium ergab sich eine Aktivitat von
etwa 10° bis 5x10° cpm/pg Protein. Dies erwies sich firr die anschlieRenden Insertions-
experimente als ausreichend. Fir einen Insertionsansatz wurden 5x10° cpm eingesetzt, d.h.
zwischen 100 und 500 ng Protein (min 30 NM bis max. 200 nM Protein im Ansatz bei
Molekulargewichten der Proteine zwischen 25-30 kDa).

2.4 |solation von Chloroplasten, Stroma und Thylakoiden ausjungen Erbsen-Bléttern
2.4.1 Pflanzenanzucht

Ausgangsmaterial zur Isolation von Thylakoiden und Stroma waren 7-9 Tage alte Erbsen. Die
Erbsensamen (ca. 0,8 kg TG) wurden mindestens 6 h unter Luftzufuhr eingequollen und in
Schalen auf Vermiculit (Harte K4, Klein Dammstoffe, Zellertal) ausgesét. Die Anzucht erfolgte
in Klimakonstantrdumen oder im Gewachshaus unter zusétzlicher Beleuchtung (16:8 h Licht-
:Dunkephase, bei ca. 150 pmol €~ m?” s ). Geerntet wurden Pflanzen, die ca. 5-7 cm hoch
und deren Blétter noch nicht vollstandig entfaltet waren. Je Versuchstag wurden 2 Schalen
geerntet.

2.4.2 Chloroplasten-Isolation

Es wurde darauf geachtet, moglichst viel Blattmaterial und wenig Sprold zu ernten. Das
Blattmaterial wurde sofort in 1000 ml eiskaltes Isolationsmedium gegeben und mit einer Schere
zerschnitten. Mit dem Ultraturrax wurden die Bléatter auf wenige Quadratmillimeter zerkleinert
(kleinste Stufe). Das Homogenat wurde durch 2 Lagen Baumwollmull und eine Lage
Nylongaze (22um) filtriert und anschlief3end zentrifugiert. (Beckmann JS Zentrifuge, Rotor
JLA 10.500, 4500 U/min, 3800 x g, 1 min, 4 °C)

Das Pellet wurde sofort in 10-15 ml Isolationsmedium mit einem feinen Pinsel vollstandig
resuspendiert. Die Suspension wurde dann auf einen Percoll-Gradienten aufgetragen (10 ml
85 % Percoll unterschichtet mit 15 ml 40 % Percoll) und zentrifugiert (7,5 min, Beckmann JS
Zentrifuge, Rotor JS 13.11 5100 U/min, 4079 x g, 4 °C. Der Chloroplasten-Bruch der oberen
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Interphase (Puffer/45 % Percoll) wurde verworfen. Die untere Interphase mit den intakten
Chloroplasten (45 %/85 % Percoll) wurde abgezogen, mit Insertionspuffer 1:4 verdinnt,
vorsichtig geschwenkt und erneut zentrifugiert (Beckmann JS Zentrifuge, Rotor JS 13.11, 4000
U/min, 2200 x g, 4 °C, 1,5 min). Der Uberstand wurde dekantiert, und das Zentrifugenréhrchen
mit einem Haushaltstuch trockengewischt. Schliefdich wurden die Chloroplasten in wenig
Insertionspuffer (1-2 ml) aufgenommen.

Materia:
EDTA pH 8, 0,2M
Hepes-KOH pH 8, 1M
Percoll-L 6sung
Endkonzentration M [g/mol] ad 100 ml
Sorbitol 0,33 M 182,2 6,01 g
HepessKOH pH 8/IM 50 mM 238,3 5 ml
EDTA pH 8 (0,2M) 1 mMm 372,3 0,5 ml
Percoll 40 % 40 ml
oder
Percoll 85 % 8 ml

Die LOsung wurde mit sterilem Aqua dest. in einem sterilen Gefa? auf das Endvolumen
aufgefllt.

| solationsmedium

Endkonzentration M [g/mol] ad 2000 ml

Sorbitol 0,33 M 1822 120,25 g
HepesKOHpPHS8 50 mM 238,3 23,83 g
MgCl2x 6 H,0 (IM) 1,5 mM 203,3 3 ml

Nach Einstellen des pH Wertes auf pH 8 wird die Losung auf das Endvolumen aufgefillt
autoklaviert.

I nsertionspuffer:

Endkonzentration M [g/mol] ad 1000 ml
Sorbitol 0,33 M 182,2 60,12 g
Hepes-KOH pH 8 5 mM 238,3 11,92 g

Nach Einstellen des pH Wertes auf pH 8 wird die Lésung auf das Endvolumen aufgefillt und
anschlief3end autoklaviert.
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2.4.3 Isolation von Stromaprotein und Thylakoiden

Das Volumen der Chloroplastensuspension aus Kapitel 2.4.2 wurde bestimmt und die Chloro-
plasten wurden mit Insertionspuffer (siehe Kapitel 2.4.2) auf 3mg Chl/ml eingestellt. Nach
einem Zentrifugationsschritt (Eppifuge, 2600x g, 3min, 4 °C) wurde der Uberstand
abgenommen und dessen Volumen bestimmt. Danach wurde das gleiche Volumen Lysispuffer
(10 mM HepesKOH pH8) zugegeben. Die Chloroplasten wurden mit einer blauen
Pipettenspitze sorgfétig gemischt und far 10 Minuten auf Eis lysiert. Schliefdlich wurden
Thylakoide und Stroma durch Zentrifugation (Eppifuge, 8000 x g, 4 °C, 10 min) voneinander
getrennt. Der Proteingehalt des Stromas wurde wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben bestimmt. Das
Thylakoidpellet wurde in Insertionspuffer aufgenommen und mit diesem Puffer auf
2 mg Chl/ml eingestellt. Anfanglich wurde hier Insertionspuffer mit 10 mM MgCl, verwendet,
um die Membranintegritét ("Stacking") zu stabilisieren (Williams, et al., 1987; Cline, 1988).
Fir Insertionsexperimente mit Histidin-markierten Proteinen erwies sich jedoch eine erhdhte
Metallionen-Konzentration als unginstig (siehe z.B. Kapitel 3.4, Ergebnisteil). Es war
andererseits mdglich ohne die Supplementation des Insertionspuffers mit MgCl,, ausreichende
Mengen an (p)LHCP in Thylakoide zu inserieren, so dal3 an dieser Stelle auf die Zugabe von
MgCl, verzichtet wurde und Mg nur noch firr die Insertionsreaktion selbst, in Form von Mg-
ATP, zugegeben wurde (siehe auch Kapitel 2.5.2).. Bis zum eigentlichen Insertionsexperiment
wurde die Thylakoid-Suspension dunkel und auf Eis gehalten Die Stroma-Fraktion wurde in
flissigem Stickstoff eingefroren. Sie konnte so auch Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt
werden. Um die Insertionskompetenz nicht zu verringern, wurden eingefrorene Stroma-
Aliquots nur einmal aufgetaut.

2.4.4 Bestimmung von Stromaprotein

Da die Proteine in der Stroma-Fraktion as Gemisch vorliegen, konnte die Menge nur
annaherungswei se bestimmt werden. Eine Eichgerade, die mit dem Biorad Mikroassay (Biorad-
Reagenz, Biorad, Munchen) und Rinderserumalbumin als Eichprotein erstellt wurde diente als
Referenz. Zur Berechnung der Proteinkonzentration in der Probe wurde folgende Formel
ermittelt:

Protein [ug/pl] = (E595-0,0034) / 0,048

Die Probe wurde 1: 1000 verdunnt (3 x (1ul Probe + 800 ul H,O + 200 pl unverdinnte Biorad-
Losung)) und sofort gemischt. Nach 10 Minuten wurde die Extinktion bel einer Wellenlénge
von 595 nm bestimmit.
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2.4.5 Bestimmung des Chlorophyllgehalts von Chloroplasten und Thylakoiden

Der Chlorophyllgehalt wurde photometrisch in 80 %Aceton bestimmt. Es wurde mit den
Umrechnungsfaktoren von Porra et al., 1989 gerechnet:

[ug/ml] Chlorophyll a= (12,25 X Egsz ) — (2,55 X Ess66)
[ug/ml] Chlorophyll b = (20,31 X Eg66) — (4,91 X Egs36)

2.5 Insertion von Uberexprimiertem (p)LHCP in isolierte Thylakoide

2.5.1 Proteinvorbereitung

Direkt vor der Insertion wurden pro 100 pl-Ansatz 5x 10° cpm (ca 0,1-0,5 pg) radioaktiv
markiertes Protein (siehe Kapitel 2.3) zentrifugiert (15800 x g, 5 min). Der Uberstand wurde
mit einer ausgezogenen Spitze vorsichtig abgenommen und verworfen. Das getrocknete Pellet
wurde in 2 pl 8 M Harnstoff/ 8 mM DTT gelost und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Direkt
vor der Insertionsreaktion wurde die Probe zentrifugiert (15800 x g 1 min), um nicht gel 6stes
Protein zu pelletieren.

2.5.2 Insertion

Fur die Insertionsreaktion der Lichtsammelproteine in isolierte Thylakoide wurden folgende
Komponenten in der angegebenen Reihenfolge in einem 2-ml  Reaktionsgefal?
Zusammengegeben:

I nsertionsmedium 194l 237 mM Sorbitol, 67 mM Hepes-KOH pH8, 51 mM DTT
H>O 14,6 pul
2 x Thylakoide 17 ul 34 pg Chl in 0,33M Sorbitol, 50mM Hepes-KOH, pH 8

3 x Stroma 5l mindestens 10 pg Stromaprotein/pl in 10 mM
Hepes-KOH, pH 8

Mg-ATP 2ul 0,5M ATP, 0,5-1,5M Mg*, (je nach Herstellercharge)

Proteinin Urea 2ul 500.000 cpm (0,1-0,5 pg)

Die Endkonzentrationen der einzelnen Komponenten entsprach: 1,16 mM DTT, 10 mM ATP,
5-15 mM Mg, 102 mM Sorbitol, 26 mM Hepes-KOH pH 8, mind. 450 ug Stromaprotein und
ca 32 —200 nM Lichtsammelprotein.

Die Reaktion fand unter Beleuchtung (ca. 50 PE/m?s) in einem auf 25°C temperierten
Schittelwasserbad statt. Nach 30 min wurde die Reaktion abgestoppt. Die Reaktionsgefalle
wurden sofort auf Eis gestellt, mit 200 pl Puffer versetzt (1/3 Insertpuffer 2/3 10 mM Hepes-
KOH pH 8) und anschlieffend zentrifugiert (8000 x g, 10000 rpm Eppifuge 4 °C, 5 min)
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Material:
1 x Insertionsmedium:

far 1,94 ml
Sorbitol (1M) 460 pl

Hepes-KOH pH 8 (IM)120
MgCl, x 6 H0 (0,1 M)260 I
10-10 HM 1000
DTT (0,1M) 100

2.5.2.1 Proteaseverdau nach Insertion

1 x Insertionsmedium ohne Mg?*:

far 1,94 ml
Sorbitol (1M) 460 pl
Hepes-KOH pH 8 (1M)130 pl
H,O 1250 pl
DTT (0,1M) 100 pl

Das Thylakoidpellet eines 100-pul-Ansatzes wurde in 100 pl 10-0,5 HC aufgeschlemmt und mit
50 pl Thermolysin (1 mg/ml in 10-0,5 HC) versetzt. Anschlief3end wurden weitere 350 pl 10-
0,5 HC zugegeben. Die Inkubation erfolgte fur 25 min bei 25 °C im Schittelwasserbad. Die
Thermolysin-Behandlung wurde abgestoppt, indem 10 mM EDTA und weitere 500 ul 10-5 HE

zugegeben wurden.

Material:

10-0,5HC

Endkonzentration

Hepes-KOH pH 8 (1 M)10 mM
CaCl;x2H,O0(1M) 05 mM

10-5HE

Endkonzentration

Hepes-KOH pH 8 (1 M)10 mM
EDTA (0,5M) 5 mM

2.5.3 Gelelektrophoresen

fur 50 ml

0,5 ml
25

fur 50 ml

05 ml
05 ml

In der Regel wurden die Insertionsansétze nach der Insertionsreaktion so geteilt, dal3 sowohl ein
unverdautes, als auch ein Protease-behandeltes Aliquot fur die Gelelektrophoresen zur
Verfligung stand. Neben der standardméafdig durchgefiihrten denaturierenden Gelelektrophorese
(siehe Kapitel 2.5.3.1) wurde ein Aliquot der Probe (8,5-17 g Chlorophyll entsprechend 1/4-
1/2 Insertionsansatz) auf einem schwach denaturierenden Gel (siehe Kapitel 2.5.3.2)

aufgetrennt. Hierzu wurden die Membran-Pellets in Solubilisierungspuffer solubilisiert.
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2.5.3.1 DenaturierendesLaemmli-Gd

Die Membran-Proteine wurden zundchst gefdlt, um stérende Pigmente und Membran-Lipide
von der Probe abzutrennen. Dies sollte ein mdglichst gleichméldiges und reproduzierbares
Laufverhalten der Proben zu beglnstigen. Die unbehandelten Membranen aus Kapitel 2.5.2
bzw. Protease-behandelte Membranen aus Kapitel 1.1.1.1 wurden zentrifugiert (Eppifuge, 8000
rpm, 4°C, 5 min). Pro 34 ug Chlorophyll wurde mit 80 ul 10-5 He-Puffer und 320ul 100%
Aceton (Endkonzentration 80 %A ceton) fur mindestens 1 h bei -20 °C geféllt. Die Probe wurde
zentrifugiert (15 min, max. g, Eppifuge 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet mit 95%
Aceton gewaschen. Das Protein-Pellet wurde nach dem Trocknen in Sparmix aufgenommen
(30 pl 1 x Sparmix pro 100 ul Insertionsansatz) und vor dem Gelauftrag 1 min gekocht. Es
wurden 10 - 15 pl (1/3 — 1/2 Insertionsansatz, entsprechend 11,3 —17 g Chlorophyll) auf ein
denaturierendes Gel aufgetragen (siehe auch 2.2.3.).

Die Proben liefen bel einer Spannung von etwa 100-150 V fir ca. 1 ¥, Danach wurden die
Gele mit Coomassie angefarbt (siehe Kapitel 2.2.4), getrocknet und autoradiographisch bzw.
fluorometrisch ausgewertet (siehe 2.3.1.2. und 2.3.1.3).

2.5.3.2 Schwach denaturierendes Laemmli-Gd

Fir die Auftrennung von Chlorophyll-Proteinkomplexen in schwach denaturierenden Gelen
(siehe auch 2.2.3), wurden die Membran-Pellets nach der Insertion 1:1 in 2 x Solubili-
sierungspuffer (Verandert nach Allen und Staehelin, 1994) 10-5 HE resuspendiert und bei 60 —
100 V auf einem schwach denaturierendem Gel aufgetrennt. Nach dem Trocknen wurden die
Gele autoradiographisch bzw. fluorometrisch ausgewertet.

Erfolgte die Gelelektrophorese nicht am gleichen Tag, wurden die Membran-Pellets mit 10 pl
10-5 HE Uberschichtet ohne sie zu resuspendieren und bei -20 °C aufbewahrt. Die Proben
wurden dann auf Eis aufgetaut, kurz zentrifugiert und der Puffer-Uberstand wurde vor der
Solubilisierung abgenommen.

Material:
2 x Solubilisierungspuffer (nach Allen und Staehelin, 1991; leicht verandert)

Endkonzentration 10 ml
TrissHCI pH7 2 mM 20 pl
Glyzerin 80% 10 % 1,25 ml
OG 10% 045 % 450 pl
DM 10% 045 % 450 pl

LDS 10% 01 % 100 ul
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2.6 Bindungrekombinanter (His)e-Lichtsammler proteine an M agnetpartikel

V erschiedene paramagnetische Partikel mit unterschiedlichen chelatisierenden Gruppen sollten
auf die Féhigkeit getestet werden, Hexahistidyl-markierte (p)LHCP-Derivate Uber einen
Metallkomplex spezifisch, jedoch reversibel zu binden. Im Prinzip handelt es sich hier, wie bel
der Bindung Hexahistidyl-haltiger Proteine an Nickel-Nitrilotriacetsdure (Kapitel 2.2.6.2.1),
um eine AffinitdtsMethode ("Immobilized Metal Affinity Adsorption”, IMA). Die
chelatisierende Gruppe ist in diesem Falle zusétzlich an magnetische Partikel gebunden. Das
Protein wird im Batch-Verfahren an die Partikel gebunden. Wird das Reaktionsgefal3 in einen
Magnetsténder gestellt, werden die Partikel mitsamt dem gebundenen Protein an die Wand des
Geféales gezogen. Das Protein [&3t sich konzentrieren, indem der verbleibende Uberstand
abgenommen wird. Durch Waschen der Partikel werden Verunreinigungen abgetrennt. Die
Elution der Proteine kann auf zweierlel Arten erfolgen: Durch eine pH-Erniedrigung wird die
Bindungsaffinitdt aufgehoben; Histidin  fungiert in diesem Fale nicht mehr als
Elektronendonator. Oder aber man benutzt Eluenten, die dhnliche Eigenschaften wie der
Ligand besitzen. Diese verdrangen, im Uberschul? eingesetzt, als Gegen-Liganden die
Metallionen kompetitiv (Imidazol / Histidin).

Partikel Nanomag-D LOP

AE[um] 0,25 1,0

Matrix Dextranpartikel Latexpartikel
Oberflache DTPA Co™-NTA

(Diethylentriaminpentaessigsaure);
—COOH; HEDTA; NTA

Besonderheiten | Nicht komplexiert Mit Kobalt beladen

Hersteller microcaps  GmbH,  Rostock- | Xenopore, USA / Dunn Labortechnik,
Warnemiinde Asbach

Bindekapazitat Standardreihe AAS-Messung: Herstellerangaben
Fir DTPA und Nickel 3 nmol Co** /mg (16,6 pmol/cm?)
ca. 68 nmol Niz*/mg 0,9 nmol/mg 22-mer Hg-markiertes

Oligopeptid
Konzentration 25 mg/mi 10 mg/ml

Metall-geséttigt: 10 mg/ml

Tabelle 2.5.3-1 Paramagnetische Par tikel
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2.6.1 Elementanalyse mit dem Atom-Absor ptions-Spektrometer (AAS)

Die Nickel-Bindekapazitét fur nanomag DTPA-Partikel wurde mit einem Atom-Absorptions-
Spektrometer (AAS, FMDS3, Zeiss) bestimmt. Dem Prinzip liegt zugrunde, dal? ein durch ein
angeregtes Atom emittiertes Lichtquant von einem nicht angeregten Atom des gleichen
Elements absorbiert werden kann. Die durch die Absorption um den Betrag X verringerte
Intensitét des Primérlichtes wird vom Detektor registriert. Sie folgt dem Gesetz von Lambert
Beer. Die Anregungsquelle ist hier eine Hohlkathodenlampe, in die ist das zu untersuchende
Element eingegossen ist (hier: Nickel /Neongas). Durch Anlegen einer hohen Spannung wird
das Gas in der Lampe ionisiert und schldgt Atome aus der Kathode heraus. Das Element wird
in elnen angeregten atomaren Zustand Uberfihrt. Fallen die Atome in den Grundzustand
zurlick, emittieren sie ein fur das Element charakteristisches Atomemissionsspektrum
(Linienspektrum) mit definierten Energiebetragen. In einem Atomizer werden die in ener
Flamme (hier: Luft-Acetylen) zerstaubten, gasformigen Proben-Atome (im Grundzustand!) mit
dem Licht des Atomemissionsspektrums durchstrahlt. Sind dort Atome der zu untersuchenden
Substanz vorhanden, absorbieren sie dieses eingestrahlte Licht (Linienabsorption). Die
spektroskopische Untersuchung der Absorptionslinie wird durch eine nachgeschaltete optische
Einheit , dem Monochromator, eingeleitet. Nachdem das Licht zerlegt wurde (meist durch ein
Gitter), wird die Resonanzlinie selektiert, bei der die Extinktion des Lampenspektrums am
storungsfreiesten feststellbar ist (justierbarer Spalt). Die Intensitédt der Resonanzlinie wird
gemessen und als Schreiberwert angegeben.

Die Nachweisgrenze fur Nickel liegt laut Herstellerangaben bel 9 pg/l Ni (in wélriger
Losung).Die Messung erfolgte nach Angaben des Herstellers bel der Resonanzwellenldnge von
232 nm und einer Spaltbreite von 0,2 nm.

Es wurde eine Eichreihe fir eine NiCl,-Ldsung erstellt. Dazu wurde eine NiCl,-Stamml ésung
(1g/l Ni?*) in mehreren Schritten (bis 0,05 mg/l Ni?*) verdiinnt und die Extinktion der einzelnen
Verdinnungsstufen mit dem AAS bestimmt. Aus der durch vortexen homogenisierten
Nanomag-D-DTPA-Partikelsuspension wurden 2mg (80 pl Partikel) entnommen. Der
Uberstand der Suspension konnte abgenommen werden, nachdem das Reaktionsgefal? in den
Magnetsténder eingesetzt und die Partikel an der Geféldwand angelagert waren. Die Partikel
wurden dann 1 in 100pl 10 mM Tris-HCI, pH 8 gewaschen und mit Nickelionen geséttigt
(99ul 1 M NiCl;, + 1ul 1 M Tris-HCI pH 8). Nach einer 20 min Inkubation der Partikel, wurden
diese zunachst mit 10mM TrissHCl pH 8 gewaschen. Hier wurden drei unterschiedlich
stringente Waschungen vorgenommen:

2 x mit 200 pl 1 x 500 pl 10 mM Tris-HCI pH 8 =P1
2 x mit 200 pl 10 mM Tris-HCI pH 8 =P2
2 x mit 100 pl 10 mM Tris-HCI pH 8 =P3

Anschlief3end wurden die Nickelionen mit 0,5 M EDTA (2 x 100ul) eluiert. Das Eluat wurde
1:10, 1:40 und 1:160 verdunnt, im AAS vermessen und mit der Eichgerade verglichen.
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Weiterhin wurde eine reine 0,5 M EDTA-LGsung vermessen, um auszuschlief3en, dal EDTA
die Messung der Probe stort. Als Auswertekriterium diente die Extinktion (mittlerer
Schreiberauschlag) Gber die Mef3dauer.

2.6.2 Bindungund Elution Hexahistidyl-markierter Lhcbl-Derivate

Mit Metallionen (Co®* bzw. Ni%") geséttigte Magnetpartikel (300 g Partikel, siehe Kapitel 2.6,
sowie Tabelle 2.5.3-1) wurden zun&chst mit 3 x 500 pl Waschpufferl gewaschen Dann wurden
die Partikel bis zum Versuchsanfang im gleichen Puffer aufgenommen (10 mg/ml Metall-
geséttigte Partikel).Das zu bindende Protein wurde in Harnstoff-haltigem Bindepuffer geldst
(ca. 100-150 ng/pl). Der Puffer-Uberstand der Partikel wurde abgehoben und durch die
Proteinldsung ersetzt. Die Inkubation der Partikel mit der Proteinlosung erfolgte fir 10-30 min
bel RT, bzw. 37 °C. Die Partikel wurden anschlief3end in Waschpuffer gewaschen. Schliefdlich
wurden die Partikel fur ca. 15-20 min bel RT, bzw. 37 °C in Elutions-Puffer inkubiert, mit dem
das an die Partikel gebundene Protein eluiert werden sollte. Die (Binde-, Wasch-, und Elutions-
) Uberstande wurden in vergleichbaren Aliquots auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
Das Gel wurde mit Coomassie-Férbeldsung angefarbt (2.2.4) und getrocknet. Die einzelnen
Fraktionen wurden auf auftretende Proteinbanden untersucht. Als Referenz diente ein Aliquot
von in Bindepuffer geldstem Protein, das nicht an Partikel gebunden, sondern direkt auf das
Gel aufgetragen wurde.

Bei Versuchen zur Bindespezifitdt der Magnetpartikel, die mit Stroma bzw. Thylakoid-
Proteinen durchgefihrt wurden, wurden 4 pg Hexahistidyl-Lhcbl mit 150 pg Partikeln
inkubiert. Das Protein im Uberstand wurde mit der eingesetzten Proteinmenge verglichen. Von
beiden Proben wurde jeweils ein Aliquot auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Um eine
bessere Auftrennung der Stroma- bzw. Thylakoidproteine zu erzielen wurden zum Teil grofiere
Polyacrylamid-Gele gegossen (Proteanl 1 Xi, Biorad).
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Material:
Waschpuffer 1 Elutionspuffer 1
TrissHCI, pH 7,5 10 mM TrissHCI, pH 7,5 10 mMm
Urea 8 M
Imidazol 300 mM
_ SDS 03 %
Bindepuffer
TI’iS—HC|, pH 8 10 mM Elutionspuffer 2
Urea 8 M
TrissHCI, pH 7,5 10 mMm
Waschpuffer ! '
NaCl 03 M
Tris-HCI, pH 7,5 10 mM NaH2PO4 01 M
Urea 8 M Imidazol 300 mM
SDS 1 %

Anfénglich wurden ale Puffer mit 5mM DTT supplementiert. Da aber die Gefahr bestand, die
Metallionen zu reduzieren, wurde bel den Versuchen (siehe Ergebnisteil) darauf verzichtet.
Auch wurde dem Elutions-Puffer in spateren Versuchen SDS zugegeben und der pH-Wert von
6,3 auf 7,5 erhoht. Bel Versuchen mit Thylakoiden oder Stroma wurde Hepes-Puffer
verwendet. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden wurde fr die in Kapitel 3.3.3 und 3.3.4
auch der Waschpuffer mit 2100 mM NaCl und 50 mM NaH,PO, versetzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Konstruktion Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivate

Das Lichtsammelprotein Lhcbl ist ein kerncodiertes Protein, das posttranglational in den
Chloroplasten importiert und via SRP-Weg in die Thylakoidmembran eingebaut wird. Der
Einbaumechanismus fur das Protein ist nicht bekannt. Um die Topographie der Membran-
insertion zu untersuchen, wurden Lhcbl-Derivate hergestellt, die in bestimmten Protein-
domanen einen Hexahistidyl-Rest ("His-Tag") tragen. Der "His-Tag" sollte dazu dienen, den
Einbau des rekombinanten Proteins in isolierte Erbsenthylakoide unter bestimmten
Bedingungen zu hemmen (Insertionsreaktion siehe Kapitel 2.5). Mit den in Kapitel 2.1
beschriebenen Klonierungsschritten wurden ale gewtinschten Lhcbl-Derivate hergestellt. Die
in der Arbeit verwendeten Lhcbl-Derivate sind in Abbildung 3.1-1 dargestellt.

) Stroma
Helix: 1 2 3 4

—c—— Lhcbl 2
——+ C3.2h 3
——+ D7AH2
D7PH11
——+ WY16,17AV
——— pLhcbl
——— 44C.3 1 3

——+1 C2.4h
4 R
Lumen k/./coo

A B

S R A s R A

TTTws11
ITTTTITITII

Abbildung 3.1-1 Skizzen der Lhcb1-Konstrukte A: Ubersicht tiber die Lhch1-Derivate, diein dieser
Arbeit verwendet wurden. Die schwarzen Balken zeigen die Position des "His-Tags' im jeweiligen Lhcb1-Derivat.
Gestreifte Balken représentieren das Signal peptid des Lhch1-Precursor-Proteins. X markiert die Position der
Punktmutation der Trimerisierungs-Mutante WY 16,17AV. B: Relative Orientierung der Protein-Doménen in der
Thylakoidmembran. Fett gedruckte Linien markieren die a-Helices von Lhcbl

Die Klonierungsschritte, die der Erstellung der Lhcbl-Konstrukte dienten, wurden mit Hilfe
unterschiedlicher Nachweismethoden kontrolliert. Neue Restriktionsschnittstellen wurden mit
den entsprechenden Restriktionsenzymen nachgewiesen. Ob die Position der Restriktionsstelle
im gewlnschten DNA-Abschnitt lag, wurde mittels Mehrfach-Restriktionsverdau Uberpruft.
Die Verdaue lieferten DNA-Fragmente, deren Léange die Postionen der
Restriktionsschnittstellen erkennen liel3. Der Nachwels der "His-Tags' erfolgte meist erst auf
Proteinebene, mit fur diese Peptidsequenz spezifischen Antikorpern. Schliefdlich wurde die
korrekte DNA-Sequenz eines ausgewdhlten, laut Voruntersuchungen positiven Klons durch
Sequenzierung bestéatigt.

Die folgenden Abbildungen (3.1-2 bis 3.1-4) dokumentieren die Nachweisschritte, die bei der
Herstellung der Lhcb1l-Mutante C2.4h durchgefiihrt wurden. Die Konstruktion dieses Klons
soll hier als Beispiel fur die Herstellung aller anderen Klone stehen.
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Die Fragmente in Abbildung 3.1-2 wiesen die Lange auf, die durch die Amplifikation des,
zwischen den beiden eingesetzten Primern gelegenen, DNA-Stiickes zu erwarten war: Spur 2 =
466 bp, Spur 3 = 262 bp und Spur 4, ebenfalls 466 bp. Das Produkt der zweiten PCR-Runde
hatte die gleiche Léange wie das Produkt der Kontroll-PCR (Spur 1), die mit den beiden
Randprimern durchgefiihrt worden war. Da das Fragment aus der zweiten PCR-Runde die
richtige Grof3e zu haben schien, wurden Vektor-DNA (Klon 1n.1 aus SCS 110-Zellen) und das
PCR-Fragment mit den beiden Restriktionsenzymen Pstl und Bcll verdaut, ligiert und
anschlief3end in E.coli transformiert (ohne Abbildung).

bp

1353 —
1078 —
872—

603 —

310—

Abbildung 3.1-2 Uber priifung der PCR-Produkte aus der ortsgerichteten M utagenese.
(siehe dazu auch Kapitel 2.1.4) In einem 100 pl PCR-Ansatz wurden 10 ng pLhcb1-DNA, je 50 pmol Primer-
DNA, 200 pM dNTPs und 2,5 U pfu-Polymerase in 1 x pfu-Puffer in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Die PCR-
Reaktion lief Gber 25 Zyklen mit 30 sec bei 95 °C (Denaturieren), 30 sec bei 45 °C (Primer-Annealing) und 45 sec
bei 72 °C (Polymerisieren). Dasisolierte DNA-Fragment aus der ersten PCR-Runde wurde als Primer in Form von
doppelstréngiger DNA in der zweiten PCR Runde eingesetzt (10% aus der ersten Runde, die DNA wurde zundchst
denaturiert). Die zweite PCR-Runde lief Gber 30 Zyklen mit 1 Min, 30 sec 95 °C (Denaturieren), 55 sec 55 °C
(Primer-Annealing) und 45 sec 72 °C (Polymerisieren). Aus den 100 pl PCR-Reaktionen wurden je 5 pl auf ein
1,7 % Agarose-Gel aufgetragen. Die Fragmentlange wurde mit Hilfe eines aufgetragenen DNA-Markers (f X174-
DNA, Haelll-verdaut) bestimmt. Spurl = f X174-Marker-DNA, Spur 2 = PCR-Produkt einer Kontroll-PCR-
Runde mit den Randprimern (780" und S1). Spur 3 = PCR-Produkt der ersten PCR-Runde mit den Primern 984+
und S1. Spur 4 = PCR-Produkt der zweiten PCR-Runde mit 780" und dem ersten PCR-Produkt als Primer. bp =
Basenpaare; Das Gel wurde mit dem Biorad Transilluminator Gel Doc 1000 und der zugehdrigen Software
dokumentiert.

Einzelne koloniebildende Klone wurden ausgewahlt, auf Agar-Platten vereinzelt und in einer
Flussigkultur vermehrt. Aus den Zellen wurde Plasmid-DNA nach He isoliert (siehe Kapitel
2.1.2.1). Die Einfihrung der neuen Restriktionsschnittstelle wurde Uberprift, indem die DNA
mit dem Restriktionsenzym Xmal verdaut und auf ein 1%-iges Agarose-Gel aufgetragen wurde
(Abbildung 3.1-3). Zur Kontrolle wurde ein weiteres DNA-Aliquot des gleichen Klons mit
BamHI verdaut. Beide Verdaue sollten linearisierte Plasmid DNA liefern. Im Gel lauft
linearisierte DNA as ein Fragment, dessen Lénge der des Plasmids entsprechen muf3. Die
Abbildung zeigt, dal3 es sich bei den verdauten Proben in den Spuren 3;4 und 5;6 je um einen
positiven Klon mit einer erwarteten Plasmid-Lange von 4367 bp handelte. Die DNA des ersten
Zwischenklons Cl1.1Xma wurde mit Xmal verdaut und anschliefend mit dem
Oligonukleotidpaar ligiert, welches fir die sechs zusétzlichen Histidin-Reste codiert. Auch hier
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wurden nach der Transformation einige Klone gepickt und einzeln vermehrt. Der Einbau des
Hexahistidyl-Restes wurde dann auf Proteinebene tiberpriift (Abbildung 3.1-4).

1n.1 Cl.1Xma Cl.2Xma

Abbildung 3.1-3 Uber priifung einer eingefiihrten Restriktionsschnittstelle. (siehe dazu auch
Kapitel 2.1.7) Ausje 1,5 ml Flussigkultur wurde Plasmid DNA nach He isoliert. Die DNA wurdein 30 pl TE-
Puffer aufgenommen. Je 5l DNA wurden mit den Enzymen BamHI (Spuren 4 + 6), bzw. Xmal (Spuren 3 + 5)
verdaut und auf einem 1%-igen Agarose-Gel aufgetrennt. Als GroRenmarker diente BstEIl-verdaute | -DNA (Spur
1). Spur 2 = unverdaute Plasmid-DNA (Klon 1n.1), Spur 3+4 = Klon C1.1Xma; Spur 5+6 = Klon C1.2 Xma; Das
Gel wurde mit dem Biorad Transilluminator ,Gel Doc 1000 und der zugehdrigen Software dokumentiert.

Zum Nachweis des "His-Tags' wurden Protein-Einschluf3kdrper der einzelnen Klone isoliert
(siehe Kapitel 2.2.1). Diese wurden in einem denaturierenden 12%-igem SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt. Ein Gel wurde Coomassie geférbt, ein identisches, zweites wurde geblottet.
Klone mit "His-Tag" zeigten nach der colorimetrischen Detektion mit BCIP/NBT einen
violetten Niederschlag auf der Nitrocellulosemembran. Abbildung 3.1-4zeigt, dal3 einige Klone
schon im Coomassie gefarbten Gel nicht die richtige Proteinlange zu haben schienen (Spuren 4,
6 und 7). Auf dem spezifisch gefarbten Western-Blot stellte sich dann heraus, das von zehn
untersuchten Klonen vier ein positives Signal lieferten. Die korrekte DNA-Sequenz des Klons
C2.4h (Spur 5) wurde durch Sequenzierung bestéatigt.



Ergebnisse 60

$0\
>
kDa ~Y 2 3 45 6 7 89 10 11
66 —> T - g 1
43]-2_’ - i _— =
54— |- ' '
C2.4h
\
44C.3—>| = » B

Abbildung 3.1-4 Uber prtfung Histidin-markierter Klone auf Proteinebene. (siehe dazu auch
Kapitel 2.2) Ausje 1,5 ml Fssigkultur wurden Protein-Einschlul3korper isoliert und in 50 pl Tris-Puffer
resuspendiert. Je 1 pl Suspension (ca. 1ug) wurde auf einem 12%-igen denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt. Ein Gel wurde mit Coomassie Blau angeféarbt (A), ein zweites Gel wurde geblottet (B). Die Detektion
Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivate erfolgte nach immunologischer Antikorperreaktion colorimetrisch mit
BCIP/NBT. Klon 44C.3 diente als Marker fur den Western-Blot.

3.2 Rekonstitution Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivate

Diein vitro Rekonstitution von LHCII in Detergens-Mizellen ist eine schnelle Methode, um die
Fahigkeit von Lhcbl-Derivaten zu testen, Pigmente zu binden und somit gefaltete, Pigment-
Protein Komplexe auszubilden. Solche rekonstituierten Komplexe sind dem nativen LHCII
sehr &hnlich. Da mit den Higtidin-markierten Lhcbl-Derivaten Untersuchungen zum
Thylakoid-Einbau gemacht werden sollten, war zunéchst wichtig zu erfahren, ob schon die
Veranderung im Protein aleine zu einem Verlust der Faltungskompetenz fihren wirde, denn
die Bildung von Pigment-Protein Komplexen ist eine Voraussetzung fUr einen stabilen Einbau
des Proteins (Kuttkat et al., 1997).

Alle untersuchten Proteine falteten sich unter in vitro-Bedingungen zu Pigment-Protein
Komplexen (LHCII). Auf dem ungeférbten, schwach denaturierenden Polyacrylamid-Gel
(Abbildung 3.2-1, A) sind diese Pigment-Protein Komplexe als griine Banden erkennbar. Freie
Pigmente wanderten mit der Lauffront, sie zeigten also ein anderes Laufverhalten, als die im
Komplex eingebauten. Bei den pLHCP-Derivaten hatte sich wédhrend des Gellaufs nicht
rekonstituiertes Protein von rekonstituiertem Protein getrennt (Abbildung 3.2-1 B, Spuren 2-4).
Rekonstituiertes LHCII wanderte schneller as die entsprechenden, nicht mit Pigmenten
komplexierten Apoproteine. Die Komplexbande konnte daran identifiziert werden, daf3 die
pigmentierten Proteine trotz Coomassie-Farbung immer noch deutlich grin geféarbt blieben.
Komplexe und freie Proteine LHCP-Klone geringeren Molekulargewichts konnten mit diesem
Gelsystem nicht voneinander getrennt werden.

Die hochste LHCII-Ausbeute lieferte der mature Wildtyp-Klon D7f.3 (Lhcbl). Dieser Klon
bildete eine deutliche LHCII-Bande, obwohl vergleichbar weniger Protein in der
Rekonstitution eingesetzt wurde (siehe Coomassie geféarbtes Gel, B in Abbildung 3.2-2).
D7AH2, mit einer Hexahistidyl-Verlangerung in der stromalen Schleife, war das einzige
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Lhcbl-Derivat, das as Pigment-Protein Komplex wahrend des Gellaufs deutlich Pigmente
verlor. Diese verteilten sich as Schmier Uber die gesamte Gelspur. Die Veranderung der
stromalen Schleife durch die zusétzliche Hexahistidyl-Verlangerung scheint aso eine
destabilisierende Wirkung auf die Pigment-bindenden Eigenschaften von Lhcbl zu haben.

Im geférbten Gel wurde eine weitere Proteinbande in der Nahe der Lauffront sichtbar. Hierbel
handelt es sich um Lysozym, das bel der Isolation der Lhcbl-Einschlul3korper eingesetzt
wurde, um die Uberexprimierenden Bakterien zu lysieren. Lysozym konnte im Verlauf der
weiteren Protein-Aufreinigung nicht wieder vollstandig entfernt werden.

Da der Protein-Marker unter denaturierenden Bedingungen (Zugabe von Sparmix) aufgetragen
worden war, wanderten die Markerproteine nicht exakt mit den freien Apoproteinen der
entsprechenden Rekonstitutions-Ansétze.

> R
D75 X X I
o
Y OA AT AR,V P
VIS
|<—LHCII
A
EL L Y [«FP
N A
_— [ — |<—Lthl
B |+<Lysozym

Abbildung 3.2-1 Histidin-markierte Proteine falten sich in vitro zu Pigment-Protein

K omplexen. Eswurden je ca. 10 ug Histidin-markiertes Protein (Klone siehe Kapitel 2.1, und 3.1), sowie
pLhcbl (Klon 429.1) und Lhcbl (Klon D7f.3) als Kontroll-Proteine in einem 25 pl Standard-Ansatz rekonstituiert
(siehe Kapitel 2.2.7). Aus den Ansétzen wurden je 10 pl (ca. 3 pg Protein) in einem schwach denaturierenden, 12
%-igen Gel aufgetrennt (A und B). Gel B entspricht Gel A, die Proteine sind hier nur mit Coomassie Blau geférbt.
Als Léngenmarker (M) wurde ein Proteingemisch aus je ca. 1ug pLHCP (pLhcbl, Klon 42g.1) und LHCP (Lhcbl,
Klon D7f.3) aufgetragen. LHCII = Lichtsammelkomplex Il (Pigment-Protein Komplex); Lhcbl =
Lichtsammelprotein; FP = freies Pigment.

Wie bereits in Kapitel 3.1, Abbildung 3.2-1 gezeigt, hatte eine Hexahistidyl-Verléangerung im
Lhcbl kaum Auswirkungen auf die Faltungskompetenz der Proteine. Ob die Fahigkeit der

Proteine, zur in vitro-Faltung eingeschrénkt werden wirde, wenn sie mit Metallionen
komplexiert werden, sollte in folgendem Versuch getestet werden (Abbildung 3.3-2).
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Abbildung 3.2-2 Histidin-markierte Proteine rekonstituieren in Anwesenheit von Ni* zu

LHCII. Eswurden je 10 pg Histidin-markiertes Protein, sowie pLhcbl (Klon 42g.1) und Lhcbl (Klon D7f.3) als
Kontroll-Proteine in einem 25 pl Ansatz rekonstituiert. Die Konzentrationen der eingesetzten Komponenten
waren: 0,4 pg/ul Apoprotein; Pigment-Totalextrakt aus Erbse mit 0,8 pug/pl Chlorophyll (Chla/Chib = 3,13:1) und
0,072 pg/pl Xanthophyll (siehe auch Kapitel 2.2.7). Im Gegensatz zum Standardansatz wurde hier kein
Dithiothreitol (DTT) zur Proteinldsung gegeben, um eine Reduktion der Nickelionen zu unterbinden. Aus den
Ansétzen wurden je 20ul (ca. 6 g Protein) auf ein schwach denaturierendes 12 %-iges Polyacrylamid-Gel
aufgetragen. Die Gele wurden gescannt (obere griine Gele) und anschlief3end weiter mit Coomassie geférbt (untere
blaue Gele). LHCII = Lichtsammelkomplex |1 (Pigment-Protein Komplex); Lhch1= Lichtsammelprotein; FP =
freies Pigment. Das molare Verhaltnis Ni®*: Protein in einem 1000 uM Nickelansatz lag bei 2,7 x 10%1.

Alle untersuchten Klone konnten unter den jeweiligen Versuchsbedingungen Pigment-Protein
Komplexe ausbilden. Die insgesamt schlechteste Ausbeute an rekonstituierten Komplexen
lieferte der Klon D7AH2. Schon die Rekonstitution ohne Ni?* hatte zu einem Pigmentverlust
wéahrend der Gelelektrophorese gefiihrt (siehe auch Abbildung 3.2-1). Daher mufdte davon
ausgegangen werden, dal3 die Position des "His-Tags' selbst die Ursache fir die geringere
Stabilitat der Komplexe war und nicht die Komplexierung des Proteins mit Ni**. Geringe
Schwankungen in der Komplexausbeute waren darauf zurtickzufiihren, dald zum Teil zu wenig
oder zu viel Protein auf das Gel aufgetragen worden war. Dies ist an den korrespondierenden
Coomassie gefarbten Gelen zu erkennen: Zeigte sich im grinen Gel weniger oder mehr
Ausbeute an Komplexen, so wies auch das geféarbte Gel in dieser Spur, entsprechend weniger
oder mehr Protein auf, als in den anderen Spuren des gleichen Klons (weniger Protein z.B. bei
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den Klonen: pLhcbl und Lhcbl, jewells Probe O; mehr Protein bei den Klon: 44C.3 Probe 0).
Bezieht man diese leichten Schwankungen in die Betrachtung mit ein, so konnten keine
gravierenden Unterschiede in der Ausbeute der Komplexe mit unterschiedlichen Nickel-
konzentrationen beobachtet werden. Eine geringe Abnahme in der Rekonstitutions-Ausbeute
war nur bei den Histidin-markierten Klonen unter Zugabe von jeweils 1000 uM Ni?* zu
beobachten (Klone: C3.2h, D7AH2, D7PH11 und 44C.3 je bei 1000pM Ni?"). Bei den nicht
markierten Proteinen Lhcbl und pLhcbl wurde diese Abnahme nicht festgestellt.

3.3 Bindung Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivate an M agnetpartikel

Der "His-Tag" ist eine Markierung im Lhcb1-Protein, die zum einen dazu dient, das Protein zu
detektieren. Der Nachweis des "His-Tags' kann immunologisch tber eine Antikorperreaktion
oder biochemisch tber die Bindung an Metallchelate erfolgen (siehe Kapitel 2.2.6, Material
und Methoden). Zum andern kann der "His-Tag" aufgrund seiner Affinitdt zu zwelwertigen
Metallen als Affinitétssmarkierung benutzt werden, um das Protein aus einer Proteinmischung
isolieren kann. Dazu dienen festen Tragersubstanzen (Agarose, Dextran, Latex), an die
Metallchelate als Hiss-affine, immobile Gruppen gebunden sind (z.B. Nickel-Nitrilotriacetacid,
Ni-NTA). Das "His-Tag"-Protein bindet unter "Binde-Bedingungen" (u.a. abhangig von pH-
Wert, siehe Material und Methoden, Kapitel 2.2.6) im Gegensatz zum Ubrigen Protein-Gemisch
an das Metallchelat. Mit darauf folgenden Wasch- und Elutionsschritten sollte das Protein unter
"Elutionsbedingungen™ wieder vom Trager abldsbar sein und in reiner Form vorliegen. Werden
die Trégersubstanzen zusétzlich an paramagnetische Partikel gekoppelt, ist es moglich, daran
gebundenes Protein mit Hilfe eines Magneten an die Wand des Reaktionsgefal3es zu ziehen.
Uberschiissige Lésung mitsamt stérenden Substanzen wird entfernt. Vorteilhaft gegentiber
einer Saule ist, dal’3 die Lésung schnell abgenommen werden kann und das Protein sehr
konzentriert bleibt.

In den folgenden Unter-Kapiteln (3.3.1-3.3.4) wird die Arbeit mit paramagnetischen Partikeln
vorgestellt. Ziel war es zunéchst, Bedingungen zu finden unter denen Hexahistidyl-markiertes
Lhcbl an die Magnetpartikel binden kann (Kapitel 3.3.2), um das Protein dann auch vor,
wéahrend oder nach einer Thylakoid-Insertionsreaktion (Kapitel 3.3.3 und 3.3.4) an solche
Partikel binden zu konnen. Mit dieser Methode sollten Wechselwirkungen des gebundenen
Lichtsasmmelproteins mit stromalen oder thylakoidalen Faktoren aufgeklart werden. Das
Konzept bestand darin, Thylakoid-Vesikel Uber die Wechselwirkung mit Lhcbl anzureichern,
und zwar nur solche Veskel, die wichtige Komponenten (Rezeptor?) fur den Lhcbl-
Membraneinbau enthalten. Dazu wurde Lhcbl mit "His-Tag" an Magnetpartikel gebunden.
Verwendet wurde C-, sowie N-terminal markiertes Protein (C3.2h und 44C.3). Im folgenden
Kapitel (3.31) wurden mit Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA)  gekoppelte
paramagnetische Dextranpartikel (Nanomag-D, micro-cap, Rostock) mit Ni%* beladen und die
Bindekapazitdt fur Nickel bestimmt (Kapitel 3.3.1). Diese Partikel wurden speziell fur die
Arbeitsgruppe hergestellt, daher lagen noch keine Daten Uber die Metall-bindenden
Eigenschaften vor.
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3.3.1 Bestimmungder Ni?*-Bindekapazitat fiir paramagnetische Dextranpartikel

Mittels dem Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS, FMD3, Zeiss) wurde die Extinktion einer
NiCl,-Stammldsung und weiterer Verdiinnungsstufen gemessen. Ziel war es, Uber die Eichreihe
die Bindekapazitdt paramagnetischer Dextranpartikel fur Ni%* zu ermitteln. Die Messung
erfolgte bel der Resonanzwellenléange von 232 nm und einer Spaltbreite von 0,2 nm. Bei 232
nm wurde die Anderung der Extinktion mit Hilfe eines Schreibers aufgezeichnet. Als
Berechnungswert diente der mittlere Schreiberauschlag wahrend der Messung. Bel den Proben
(P1-P3) handelte es sich um die Eluate der zu untersuchenden paramagnetischen
Dextranpartikel Nanomag-D (micro-cap). Die Partikel waren vor der eigentlichen Elution der
Nickelionen mit unterschiedlicher Stringenz gewaschen worden:

2xmit200pl,1x 500 ul 10 mM Tris-HCI, pH 8 = P1
2 X mit 200 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8 = P2
2 X mit 100 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8 = P3

Die Nickelionen wurden mit 2x 100ul 0,5 M EDTA von den Partikeln eluiert. Auch reine
EDTA-LOsung wurde vermessen, um eine Absorption dieses Elutionsmittels bei 232 nm aus-
zuschlief3en. Die Proben wurden vor der Messung jeweils 1:10, 1:40 und 1:160 verdinnt. Der
Nickelgehalt der Proben wurde mit Hilfe der Eichreihe bestimmt (siehe auch Kapitel 2.6).
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Abbildung 3.3-1 Eichreihe einer Nickelchlorid L dsung. Die Datenpunkte der Eichreihe entsprechen dem
mittleren Schreiberausschlag (Skalenteile) der NiCl,-Verdinnungsreihe
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i“" [mg enteile
NiZ [mg/l] Skalentell
10,0 72,0
50 36,0
2.0 14,0
1,0 48
05 13

Tabelle3.3-1 Mittlerer Schreiberausschlag des AAS mit der Ni?*-Verdinnungsreihe

Verdunnungs- | 10 40 160 Mittel- Standard- Gebundenes

faktor wert abweichung NiZ*
[nmol/mg]
Skalenteile P1 | 28,5 7,2 1,7
Ni [mg/l] 40,16 | 40,60 | 38,33 | 39,69 1,20 67,61
Skalenteile P2 | 32,0 8,5 2,0
Ni [mg/l] 45,09 | 47,91 | 45,09 | 46,03 1,63 78,41
Skalenteile P3 | 33,5 8,7 2,0
Ni [mg/1] 47,20 | 49,04 | 45,09 | 47,11 1,97 80,25

Tabelle 3.3-2 Bestimmung der Ni?*-Bindekapazitat von Nanomag-D M agnetpartikeln. Als
Probe diente das Eluat von 2 mg Partikeln (eluiert mit 200ul 0,5 M EDTA). Diese wurde zunéchst verdinnt und
dann vermessen. Die Anderung des Schreiberausschlags iiber die Mefizeit diente als Datenpunkt, der mit der
Eichreihe verglichen wurde. Die Nickelkonzentration der Probe und die damit verbundene Bindekapazitét der
Partikel wurde mit folgenden Formeln ermittelt.

Ni?*-K onzentration der Probe[mg/1] = (Skalenteile Probe/ 7,1436) x Verdinnungsfaktor
Ni?*-Bindekapazitét der Partikel [nmol/mg] = (Ni% pg x 12000 nmol) / (1000 ul x 2 mg x 58,7 pg)

Je stringenter die Partikel gewaschen wurden, desto weniger Ni** wurde im Eluat gefunden.
Fiir die am stringentesten gewaschene Probe (P1) ergab sich damit eine Ni?*-Bindekapazitét der
Nanomag-D Dextranpartikel von 67,61 nmol/ mg. Die Nickelbindung lag hoher, als die ge-
schétzten Angaben des Herstellers von ca. 25 nmol geladene Gruppen pro mg Partikel.

3.3.2 Bindung Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivate an paramagnetische Partikel

Es sollten Bedingungen getestet werden, unter denen Histidin-markiertes Protein an
unterschiedliche Magnetpartikel binden kann. Weiterhin sollte die Spezifitét der Bindung an
den Hexahistidyl-Rest tiberpriift werden. Ni**-DTPA-Partikel (microcaps) eigneten sich nicht
zum Binden der Hexahistidyl-markierten Proteine (Gele nicht gezeigt). Wahrscheinlich hatte
DTPA adle 6 Vaenzen des Nickels gebunden und somit waren keine freien
Koordinationsstellen fir das Histidin tbrig. Dafir sprach auch die mit dem AAS ermittelte
relativ hohe Immobilisierung von Ni%*. Diese lag mit etwa 68 nmol/mg Partikel iber den vom
Hersteller geschéatzten Angaben (25 nmol/mg). Daraufhin wurden der Arbeitsgruppe NTA-
gekoppelte Partikel zur Verfligung gestellt (mit Vierfach-Koordination).
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Die Ni?*-Bindekapazitat wurde nicht erneut bestimmt, da NTA bereits al's guter Chelatbildner
fur Nickel etabliert ist.
Die Bindkonstanten betragen:

Ni2/NTA 3,162 x 10"/M* His/Ni** 7,94 x 10°/M™.

In einem Vorversuch wurde zundchst getestet, wieviel Hexahistidin-markiertes Protein an die
bereits mit Co®* beladenen Xenopore NTA-Magnetpartikeln gebunden werden kann (ohne
Abbildung). Es wurden 20-, 40-, 80- und 150 pg Magnetpartikel mit 6 pg Protein (Klon C3.2h)
inkubiert, gewaschen und eluiert. Die Uberstande der Losungen wurden aufbewahrt und in
einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Der Verbleib des Proteins wurde
durch eine Coomassie Blau-Farbung des Gels tberprift. Wurden 20- und 40 pg Partikel
verwendet, verblieb jeweils der gréite Teil des Proteins im Uberstand. Mit 80 pg Partikeln
konnte man eine Abnahme des Proteins aus dem Uberstand um etwa 1/3 der eingesetzten
Proteinmenge beobachten. 150 g Partikel hatten bereits etwa 3/4 der eingesetzten
Proteinmenge gebunden. Die Wiederholung des Versuchsansatzes mit 150 ug Magnetpartikeln
und 6 g Protein lieferte das gleiche Ergebnis (siehe Abbildung 3.3-3).

0 N <«

c32h —»

Lysozym—»

Abbildung 3.3-3 Bindekapazitat Hexahistidin-markierter Proteine an M etall-geséttigte

par amagnetische Partikel. 150 pg (15 ul) gewaschene, paramagnetische Co-beladene NTA-LOP-Partikel
(Xenopore) wurden mit 6 pg Protein (100 ng/ul, Klon C3.2h) fur 30 Min bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand
wurde abgehoben und die Partikel mit Waschpuffer (60 pl) gewaschen. Die Partikel wurden mit Elutionspuffer
(60 pl) versetzt und 20 Min bei 37 °C inkubiert. Pufferzsammensetzung, siehe Material und Methoden Kapitel
2.6). Von alen Uberstanden wurden 20 pl auf ein denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
anschliefend mit Coomassie Blau gefarbt (siehe auch Kapitel 2.2.4) . U = Uberstand; E = Eluat; W =
Waschfraktion; K = Kontrollprotein (20 pl-Aliquot des eingesetzten Proteins in Bindepuffer).

Aus dem Versuch (Abbildung 3.3-3) ergab sich eine Bindekapazitdt von 30 ug Hexahistidin-
markiertem Lichtsammelprotein pro 1 mg Partikel oder entsprechend 1,1 nmol/mg Partikel (fir
Mpoein = 27000). Die Waschfraktionen enthielten kein Protein. Fir die Beurtellung der
Bindespezifitét ist es von Bedeutung zu erwdhnen, dal Lysozym unspezifisch an die Partikel
gebunden wurde. In diesem Versuch tauchte das Lysozym im Eluat nicht wieder auf. Dies ist
sehr erstaunlich, da das markierte Protein eigentlich spezifischer gebunden und eluiert werden
sollte a's Lysozym.

Aus Abbildung 3.3-4 wird ersichtlich, daR sowohl die Co*-beladenen Latexpartikel LOP
(Xenopore), as auch die Ni?*-beladenen Dextranpartikel Nanomag-D (micro-cap) das Histidin-
markierte Protein vollsténdig gebunden hatten (0,617 nmol Protein/mg Partikel). Dies war fir
die Latexpartikel (Xenopore) zu erwarten, da im Vorversuch bereits eine Bindekapazitét von
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1,1 nmol/mg fir das Histidin-markieres Protein bestimmt worden war. In diesem Fall konnte
erneut beobachtet werden, dal3 die Xenopore-Partikel unspezifisch Lysozym aus der
Proteinsuspension gebunden hatten. Bei den Nanomag-Partikeln verblieb das Lysozym im
Uberstand. Das Waschen der Partikel fiihrte bei beiden Partikel-Arten nicht zu einem Verlust
an gebundenem Protein. Allerdings ergaben sich Probleme bei dem Versuch, das Protein
Uberhaupt wieder von den Partikeln abzul6sen. Mit dem hier verwendeten Elutionspuffer (siehe
Kapitel 2.6.2) konnte das Protein von den Nanomag-Partikeln nicht wieder entfernt werden.
Dagegen lief3 sich von den Xenopore-Partikeln ca. die Hélfte der eingesetzten und gebundenen
Proteinmenge wieder eluieren (ca. 1,2 pg von 2,5 pg Kontrollprotein). Im Eluat tauchte in
diesem Fall auch Lysozym wieder auf, wasin Abbildung 3.3-3 nicht zu erkennen war.

Die Nanomag-D-Partikel wurden im Anschlul3 an den Versuch noch einmal mit einem
verénderten Puffer (300 mM NaCl, 100 mM NaH,PO,, 300 mM Imidazol, 1% SDS; 10mM
Tris-HCI, pH 7,5; 2 x 15 ul) behandelt, um zu testen, ob das gebundene Protein auf diese Weise
eluiert werden kann. Unter den modifizierten Versuchsbedingungen und einer Inkubation bei
45° C war eine Abtrennung des Proteins von den Partikeln erfolgreich. Die Proteinmenge
wurde jedoch nicht weiter quantifiziert, da die Eluate zur rein qualitativen Analyse auf einem
Silber geférbten Gel aufgetragen worden waren. Diese Gele eignen sich nicht fir eine
Proteinquantifizierung.

C3.2h

44C.3

U C3.2h
E C3.2h
U 44C.3
E 44C.3
U C3.2h
E C3.2h
/U 44C.3
E 44C.3
W C3.2h
W 44C.3
W C3.2h
W 44C.3

—_ <« 44C.3
- < C3.2h

Lysozym—»

K nanomag xenopore nn XX

Abbildung 3.3-4 Vergleich verschiedener paramagnetischer Partikel in Bezug auf

Bindung und Elution Hexahistidin-markierter Proteine. Je 300 pg (30 ul) Metall-beladene und
gewaschene paramagnetische Partikel (Nanomag-D Dextranpartikel, Ni-NTA-beladen; Xenopore NTA-LOP-
Partikel, Co**-NTA beladen) wurden mit 5 g Protein (166 ng/pl, Klone C3.2h bzw. 44C.3) fiir 20 Min bei 37 °C
inkubiert. Der Uberstand wurde abgehoben und die Partikel in Waschpuffer (30 ul) gewaschen. Die Partikel
wurden mit Elutionspuffer versetzt (30pl) und weitere 20 Min bei 37 °C inkubiert (2 x 15 pl). Von alen
Uberstanden wurden 15 pl Lésung in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (siehe auch
Kapitel 2.2.3) U = Uberstand; E = Eluat; W = Waschfraktion; n = Nanomag-D Partikel; x = Xenopore LOP
Partikel; K = Kontrollprotein (15 pl-Aliquot der eingesetzten Proteinmenge in Bindepuffer)
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3.3.3 Bindespezifitdt von Magnetpartikeln in Stromaextr akt

Die Ergebnisse aus den vorausgegangenen Versuchen hatten gezeigt, da3 Lysozym
unspezifisch an Latex-Magnetpartikel (LOP, Xenopore) gebunden wurde. Die Isolation
bestimmter Thylakoid-Vesikel, also solcher Vesikel die mit Hexahistidyl-Lhcbl assoziiert sind,
wiurde nicht funktionieren, wenn verschiedene Chloroplasten-Proteine (vor alem Thylakoid-
assoziierte) unspezifisch an die Partikel binden. Daher wurde zun&chst untersucht, ob die
Magnetpartikel spezifisch Hexahistidyl-markiertes Lhcbl binden kénnen, ohne dabei
unspezifisch Proteine aus einem Proteingemisch (in diesem Fall Stromaextrakt) zu binden.
Weiterhin sollte mit diesem Experiment spezifische Wechselwirkungen zwischen Partikel-
gebundenem Lhcbl und stromalen Faktoren untersucht werden. Fir eine Detektion sind daher
stabile und ausreichend starke Wechselwirkungen winschenswert. Die Versuche aus
Abbildung 3.3-4, wurden mit beiden Partikel-Arten durchgefiihrt. Gezeigt sind jedoch nur die
Ergebnisse aus der Arbeit mit den Ni-NTA-beladenen Nanomag Dextranpartikeln, da beide
Versuchsreihen vergleichbare Ergebnisse lieferten. C-, sowie N-terminal markiertes "His-Tag"-
Lhcbl (C3.2h und 44C.3) wurde an Magnetpartikel gebunden und fir den Versuch verwendet.

Abbildung 3.3-5 zeigt, dal’ Hiss-Lhcbl fast vollsténdig an die Partikel gebunden wurde. Dies
zeigt der Vergleich der eingesetzten Proteinmenge (K, 44C.3 und C3.2h wurden zusammen
aufgetragen) mit den Proteinuberstanden (U1-1 und U1-2). Nach der Inkubation der Partikel
mit Stromaextrakt war in den Uberstanden Stroma-Protein verblieben. Das Partikel-gebundene
Lhcbl wurde durch die Inkubation mit Stroma nicht abgewaschen. Obwohl von den
Waschfraktionen (W4) vergleichbar mehr Probe aufgetragen wurde, erschien weniger Protein
in den Gelspuren. Mit Elutionspufferl wurde weniger Protein eluiert als mit Elutionspuffer2;
letzterer war mit den Salzen NaCl und NaH,PO, versetzt (Zur Zusammensetzung siehe
Material und Methoden Kapitel 2.6.2). Hier wurden vergleichbare Aliquots auf das Gel
aufgetragen. Mit dem zweiten Elutionspuffer wurde auch Lhcbl eluiert (Bahn E2-1: 44C.3 und
Bahn E2-3: C3.2h.). Die Bandenintensitdten der eluierten Lhcbl-Proteine verglichen mit den
Intensititen, der gebundenen Proteine (K, sowie U1-1 und U1-2), deuteten darauf hin, dai
weniger Protein von den Partikeln eluiert wurde, als zuvor gebunden worden war. Trotz des
Waschschrittes, der nach der Inkubation der Partikel mit Stroma erfolgt war, traten in den
Eluaten eine ganze Reihe verschiedener Proteine auf. Bis auf wenige Ausnahmen spiegelte sich
fast das komplette Spektrum der gefarbten Banden aus der Stroma-Kontrolle in den Eluaten
wieder. Dies deutet auf eine unspezifische Bindung der Proteine an die Partikel. In der
Zusammensetzung der Proteinmischungen, die von den Hiss-gebundenen oder Protein-freien
Partikeln eluiert wurden, konnte kein qualitativer Unterschied festgestellt werden. Es konnte
kein Protein detektiert werden, das nur im Eluat der Hiss-Lhcbl-beladenen Partikel aufgetreten
war. Ein Hinweis auf eine spezifische Wechselwirkung zwischen Lhcbl und bestimmten
Proteinen der StromaFraktion konnte damit nicht erbracht werden. Das aus der
Einschlul3korper-1solation stammende Lysozym verblieb, wie bel diesen Partikeln bereits
festgestellt wurde (Abbildung 3.3-4), im Proteinuberstand. Ganz &hnliche Ergebnisse lieferte
das Experiment mit den Xenopore Latex-LOP-Partikeln, die Co®* tiber NTA gebunden hatten.
Auch hier wurde eine ganze Reihe an Proteinen unspezifisch an die Partikel gebunden (ohne
Abbildung).
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Abbildung 3.3-5 Proteine aus dem Chloroplastenstroma binden unspezifisch an Ni-NTA-

beladene Nanomag-D Dextranpartikel. Je 150pg Nanomag-D Dextranpartikel, Ni-NTA-beladen
wurden mit je 4 ug 44C.3 (jeweils Probe —1), C3.2h (jeweils Probe —3); und ohne Protein (jeweils Probe —2) in
30ul Bindepuffer fiir 10 Min bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen (U1), und 1/3 wurde auf das
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Partikel wurden mit 10 pl Stroma (100 g Protein) abgespllt, der
Uberstand (U2) 1:10 verdiinnt und 2ul (1/50) auf das Gel aufgetragen. Dieser Vorgang wurde wiederholt, mit der
Ausnahme, daf3 die Proben 10 Min inkubiert wurden (U3). Anschlieffend wurden die Partikel mit 20 pl
Insertionspuffer gewaschen und 1/16 der Probe auf das Gel aufgetragen (W4). Die Partikel wurden schliefdich mit
20 pl Elutionspufferl (10 Min, RT; E1) und Elutionspuffer2 (10 Min, 37 °C; E2) behandelt. Es wurde weiterhin
1/50 der eingesetzten Stromamenge als Kontrolle aufgetragen (Stroma). Von den Eluaten wurde 1/3 auf das Gel
aufgetragen. Das Gel wurde nach der Elektrophorese mit Silber gefarbt. U = Uberstand; E = Eluat; W =
Waschfraktion; K = Kontrolle (1/3 des eingesetzten Proteins). Zu Puffer-Zusammensetzungen und Silber-Farbung
siehe Material und Methoden, Kapitel 2.6.2 und 2.2.5.

3.34 Magnetpartikel-gebundenes Hiss-L hcb1 unter I nsertionsbedingungen

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.3 zeigen, dal3 stromale Proteine unspezifisch an Nanomag-D
Partikel gebunden wurden. Trotzdem sollte weiter getestet werden, ob unter Bedingungen, bei
denen rekombinantes Lhcbl in isolierte Thylakoide inseriert wird, eine Anreicherung Lhcbl-
assoziierter Thylakoid-Vesikel erzielt werden kann. Dazu wurde Lhcbl mit "His-Tag" an
Magnetpartikel gebunden. Verwendet wurde C-, sowie N-terminal markiertes Protein (C3.2h
und 44C.3). Zur Kontrolle wurden die Partikel eines Reaktionsansatzes zuvor mit L-Histidin
geséttigt, ein weiterer Ansatz wurde ohne Protein inkubiert.

Ahnlich wiein Versuch 3.3.3 wurde fast das gesamte Histidin-markierte Protein an die Partikel
gebunden (Abbildung 3.3-5). Vom Lysozym verblieb der gréfte Teil im Uberstand. In den
Uberstanden aler Waschfraktionen (U4-U6) wurde sowohl Thylakoid-, as auch Stroma-
Protein sichtbar (vergleiche die Banden der Thylakoid-, bzw. StromaKontrolle). Mit
Elutionspuffer 1 verdnderte sich das Proteinmuster des Uberstands zunéchst etwas. Das meiste
Protein wurde jedoch durch Zugabe von Elutionspuffer 2 von den Partikeln gewaschen. Auch
nach einer zweiten Behandlung der Partikel mit diesem Puffer wurden weitere Proteine eluiert.
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Abbildung 3.3-6 Thylakoidkomponenten binden unspezifisch an Ni-NTA-beladene

Nanomag-D Dextranpartikel. Je 150ug Nanomag-D Dextranpartikel, Ni-NTA-beladen wurden mit je 4 ug
44C.3 (jeweils Probe —1), 4 pg C3.2h (jeweils Probe —2); 166mM L-Histidin (jeweils Probe —3), oder ganz ohne
Zugabe von Protein/Histidin (jeweils Probe —4) in 30ul Bindepuffer fiir 10 Min bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen (U1), und 1/3 wurde auf das SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Partikel wurden dann
mit 10 ul Stroma (100 pg Protein) abgespiilt, der Uberstand (U2) wurde 1:10 verdiinnt und 2yl (1/50) auf das Gel
aufgetragen. Dann wurden sdmtliche Komponenten eines Insertionsansatzes (Stroma, Mg-ATP, Puffer,
Thylakoide; siehe Material und Methoden, Kapitel 2.5.2) zugegeben, und fir 30 Min unter Beleuchtung inkubiert.
Der Ansatz wurde 1:2 mit I nsertionspuffer verdiinnt, und 1/1000 der Probe auf das Gel aufgetragen (U3).
Anschlieffend wurden die Partikel 3 x mit Insertionspuffer gewaschen und 1/60 (U4 + U5) und 1/8 (U6) der Probe
auf das Gel aufgetragen. Die Partikel wurden schliefdlich mit 20 pl Elutionspuffer 1 (10 Min, RT; E1) und 2 x mit
Elutionspuffer 2 (10 Min, 37 °C; E2) behandelt. VVon den Eluaten wurde 1/4 auf das Gel aufgetragen. Zur

Kontrolle wurde weiterhin 1/50 der eingesetzten Stromamenge (Stroma) und 1/85 der eingesetzten Thylakoide
aufgetragen. Das Gel wurde mit Silber gefarbt. U = Uberstand; E = Eluat; K = Kontrolle (1/3 des eingesetzten
Proteins, 44C.3 und C3.2h wurden in einer Tasche aufgetragen). Zu Pufferzusammensetzungen und Silber-
Férbung siehe Material und Methoden, Kapitel 2.6.2 und 2.2.5.
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Im Gegensatz zu Versuch 3.3.3, bei dem keine Thylakoide im Ansatz verwendet wurden,
konnte hier weder 44C.3 noch C3.2h in den Eluaten detektiert werden. Wahrscheinlich ist hier
das Protein durch eine Thylakoid-gebundene Protease abgebaut worden, denn mit
Elutionspuffer 2 war in Versuch 3.3.3 rekombinantes Protein von den Partikeln abgelOst
worden. Dies deutet auch darauf hin, das weder C-terminal noch N-terminal Hexahistidyl-
markiertes Protein in die Thylakoide eingebaut wurde. Vergleichbar mit Versuch 3.3.3 war, dal3
keine spezifischen Protein-Bindungen an die Partikel erfolgt waren. Das Bandenmuster der
einzelnen Wasch- und Elutions-Fraktionen war bei den verschiedenen Proben stets sehr
dhnlich. Kein Protein trat nur in den Eluaten der mit Lhcbl-Protein inkubierten Proben auf, so
dald eine Wechselwirkung von Lhcbl mit einem bestimmten Protein nicht nachgewiesen
werden konnte. Daher wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

3.4 Insertion Hexahistidyl-markierter Lhcb1-Derivatein isolierte Erbsenthylakoide

Mit den Rekonstitutionsexperimenten aus Kapitel 3.2 konnte gezeigt werden, dal} eine
Verlangerung von Lhcbl mit einem Hexahistidyl-Rest die Faltung der Proteine zum LHCII
nicht beeinflufl}t. Dabei spielte es auch keine Rolle, an welcher Position des Proteins dieser
"His-Tag" eingebracht worden war. Nur Klon D7AH2 zeigte eine leichte Komplex-Instabilitét
im schwach denaturierenden Gel. Nun stellte sich die Frage, ob ein solcher "His-Tag" auch die
Wechselwirkungen von Lhcbl mit den Zielsteuerungs- und Assemblierungs-Apparaten des
Chloroplasten nicht storten. Die folgenden Insertionsexperimente sollten dartiber Aufschluf?
geben. Zunéchst wurden die Proteine auf ihre Fahigkeit getestet, stabil in isolierte Thylakoide
zu inserieren (Abbildung 3.4-1). Die Methode der Lhcbl-Insertion ist in Kapite 2.5
beschrieben.

Werden Pigment-Protein  Komplexe solubilisierter Erbsenthylakoide in einem schwach
denaturierenden Gel aufgetrennt, so findet man in der Regel zwel Oligomerisierungszustande
des LHCII: schneller wandernde LHCII-Monomere und langsamer wandernde LHCII-Trimere.
Aufgrund der Instabilitét des Photosystems Il (PSI1) findet man in einem solchen Gelsystem
keine PSII-Superkomplexe. Die entsprechenden Apoproteine stabil inserierter trimerer und
monomerer Pigment-Protein Komplexe des LHCII lassen sich aufgrund ihrer differentiellen
Protease-Sensitivitét in einem voll denaturierenden Gel voneinander unterscheiden. Durch die
Protease-Behandlung werden die Lichtsammel proteine um ein Protease-sensitives Fragment am
N-Terminus verkirzt. Je nach Oligomerisierungszustand sind stabil eingebaute Komplexe
unterschiedlich vor dem Verdau durch die Protease geschiitzt.
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Die Abbau-, oder Degradationsprodukte (DP und DP*) wurden dabei als stabil inserierte
Lichtsammel proteine identifiziert: DP, mit etwa 24 kDa, korrespondiert mit dem Abbauprodukt
trimerer Lichtsammelproteine; LHCII-Monomere, die weniger Protease-geschitzt sind werden
zu DP* mit etwa 20 kDa abgebaut (Kuttkat et al., 1995) (siehe auch Abbildung 3.4-1, Gele A
und B jeweils Spuren 1 und 6, Lhcbl1 und pLhcbl).

Vergleicht man die Insertionsprodukte der Histidin-markierten Lichtsammelproteine aus
Abbildung 3.4-1, so konnte zunachst festgestellt werden, dal3 alle markierten Proteine in
isolierte Erbsenthylakoide inserierten. Die Proteine zeigten jedoch ein unterschiedliches
Insertions- und Oligomerisierungs-Verhaten, je nach Position des eingefiihrten "His-Tags'.
Klon 44C.3, mit dem "His-Tag" am aul3eren N-Terminus des Signalpeptids, zeigte eine mit
dem nicht veranderten pLhcbl-Kontrollprotein, 42.g1, vergleichbar starke Insertionseffizienz
(Spuren 5 und 6). Auch die Trimerisierungskompetenz blieb bel diesem Klon vollstandig
erhalten. In manchen Experimenten tauchte bei diesem Histidin-markierten Klon nicht
verdautes Protein in der Gelspur auf. Dies deutete darauf hin, dal3 das markierte Protein dazu
neigte, Aggregate zu bilden, die fir einen Verdau durch die Protease unzuganglich waren. Die
verdauten Insertionsprodukte des Klons C3.2h, einem Lhcbl-Klon mit sechs Histidin-Resten
am C-Terminus, wanderten sowohl mit Lhcbl Monomeren, als auch mit Lhcbl Trimeren (Gel
A, Spur 3). Auch die Abbauprodukte DP und DP* traten auf, wenn auch im Vergleich zu den
Wildtypproteinen, mit etwas geringerer Mobilitéat. Die langsamere Wanderungsgeschwindigkeit
ist wahrscheinlich darauf zurtickzufthren, dal3 die Histidin-Verlangerung auch nach dem
Protease-Verdau der Thylakoide noch am Protein verblieb. Die Signale der Insertionsprodukte
waren stets sehr schwach, verglichen mit den Insertionsprodukten des Wildtyp Lhcbl. Die
Einflhrung des Hexahistidyl-Restes verursachte eine Abnahme in der Insertions-Effizienz.
Zum Teil wurde auf der Gelspur des Klons C3.2h neben den Insertionsprodukten DP und DP*
(Gel B) auch unverdautes Protein gefunden. Auch tauchten gelegentlich zusétzliche Abbau-
produkte auf, die jedoch, wie das unverdaute Protein auch, hdchstwahrscheinlich auf
aggregiertes, nicht stabil inseriertes Protein zurtickzufiihren waren (siehe Abbildung 3.4-4 und
3.4-2 Insertion ohne Stromaextrakt). Unverdautes Volllangenprotein wurde durch den
Vergleich mit einem Marker nachgewiesen (Einschlukérper der verwendeten Klone). Die
Insertionsprodukte des Klons C2.4h, der pLHCP-Variante des Klons C3.2h sind mit diesem
vergleichbar. Auch hier war die Menge des eingebauten Proteins stets geringer, als die des
nicht Histidin-markierten Kontrollproteins. Ein Teil des eingebauten Proteins war ebenfalls
noch in der Lage, Trimere zu bilden.
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D7AH2, mit einer Hexahistidyl-Verlangerung in der stromaen Schleife zwischen der zweiten
und dritten Transmembran-Helix (Position Prolin**’), wanderte sowohl im schwach
denaturierenden als auch im denaturierenden Gel immer hohermolekular als der entsprechende
unmarkierte Lhcb1-Klon und auch etwas hohermolekular, as alle anderen LHCP-Klone mit
Hexahistidyl-Verlangerung. Die Sequenzierung dieses Klons hatte jedoch gezeigt, dal3 das
DNA-Stiick, wie gewtnscht, nur einmal integriert worden war. Somit ist das Laufverhalten
lediglich mit einem Positionseffekt der Hexahistidyl-Verlangerung erkléarbar. Die Stérke des
radioaktiven Signals, das mit der Insertion von D7AH2 erreicht werden konnte, wies auf eine
weniger gute Insertionsrate dieses Proteins im Vergleich mit den nicht markierten Proteinen
pLhcbl und Lhcbl hin. Eine Trimerisierung des Proteins konnte bei diesem Klon in diesem
Versuch beobachtet werden (Spur 2, Gel A). Nicht immer konnten jedoch nach der
Gelelektrophorese stabil inserierte Trimere nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 3.4-4). Der
Klon zeigte schon in den Rekonstitutionsexperimenten eine Instabilitdt in Bezug auf die
Pigment-bindenden Eigenschaften (Kapitel 3.2). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dal3 dies
auch die Fahigkeit des Proteins stabile Trimere auszubilden beeinflud haben kénnte. Diese
Annahme wird dadurch gestiitzt, dal3 am gleichen Versuchstag eine sehr schwache Trimer-
Bande auch bei der Trimerisierungs-Mutante, WY 16,17AV auftrat. Bei dieser Mutante ist das
Trimerisierungs-Motiv WY XXXR an Position 16-21 veradndert: Die Aminosauren Tryptophan
(W) und Tyrosin (Y) an den Positionen 16 und 17 wurden durch die Aminoséuren Alanin (A)
und Valin (V) ersetzt (Hobeet al., 1995). Nur unter besonders milden Insertionsbedingungen
konnte man bei dieser Lhcbl-Mutante eine Trimerisierung beobachten.

D7PH11 tragt sechs Histidin-Reste an Position Ala®®. Diese Position liegt im LHCII N-
proximal auf der stromalen Seite, nahe der ersten Transmembran-Helix. Diese Mutante bildete
in keinem Insertionsexperiment Trimere. Das Protein konnte jedoch stets mit einer hohen
Effizienz, vergleichbar mit der des nativen Proteins inseriert werden. Zum Teil trat DP* als
Doppelbande auf. Das schneller wandernde Abbauprodukt représentiert dabel  sehr
wahrscheinlich das stabil inserierte Protein. Die obere, langsamer wandernde Bande trat immer
dann verstérkt auf, wenn die Insertion in gestort war (Abbildung 3.4-2, 3.4-3 und 3.4-4).

Die Effizienz der Insertion bai den C-termina markierten Klonen war also am stérksten
herabgesetzt. Die Fahigkeit, Trimere auszubilden, blieb bei allen Derivaten, mit der Ausnahme
des Klons D7PH11, erhalten.
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Abbildung 3.4-1 Die Position der Histidin-Mar kier ung beeinfluf3t sowohl die

I nsertionseffizienz, als auch die Oligomerisierung inserierter Lichtsammelproteine. JeKlon
(Bezeichnungen, siehe Abbildung 3.1-1) wurden 5 x 10° cpm radioaktiv markiertes Protein in eéinem Standard-
Insertionsansatz inseriert. Pro Insertion wurden 1,3 mg Stromaprotein eingesetzt. A: Membranen von 1/4
Insertionsansatz (8,5 pig Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der Thylakoidein einem
schwach denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert. B: Die Proteine von 1/3 Insertions-
ansatz (11,3 pg Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der Thylakoide geféllt, in eéinem
denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert. Expositionsdauer: 2,5 d; FP = freies Pigment;
L = freies, unkomplexiertes Protein; M = monomere Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-
Behandlung nicht oder nur bedingt zuganglich waren; dieses Protein war nicht stabil inseriert worden; T = trimere
Komplexe; DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer Komplexe.

Histidin-markiertes Protein neigte stets zur Aggregation. In Harnstoff lésten sich Histidin-
markierte Proteine schlechter als nicht Histidin-markierte Proteine (Lhcbl ca. 0,35 mg/ml 8 M
Urea / z.B. Klon D7AH2 0,2mg/ml 8 M Urea, ohne Abbildung). Die Ursache fir die
schlechtere Lodichkeit Histidin-markierter Proteine konnte darin begriindet liegen, dal3 sie
wegen der eingefihrten Histidin-Reste Komplexe mit freien Metalionen bilden und damit
schneller aggregieren. Vorstellbar ware auch, dal3 mehrere Proteine Kreuzverkntipfungen Uber
die Metalionen eingehen. Mit freiem L-Histidin, dasim Vergleich zum Lichtsammel protein im
50-fachen Uberschuf? zum Insertionsansatz gegeben wurde (5mM L-Histidin : 100 nM Protein),
sollten solche Aggregationen verhindert werden koénnen (Abbildung 3.4-2). Die
Kontrollinsertion mit Wildtyp pLhcbl sollte zeigen, ob freies L-Histidin schon Auswirkungen
auf die Insertionsreaktion hat. Im Gel ist zu sehen, dal3 bei dieser Kontrollinsertion der
radioaktive Hintergrund im Gel verstérkt wurde, das jedoch die Insertionsrate des Proteins nur
wenig beeintrachtigt war (Spuren 1 und 2). Der N-proxima markierte (His)s-Klon D7PH11
aggregierte dagegen mit 5 mM L-Histidin im Insertionsansatz stark (Spur 6). Im Fluorogramm
traten keine Signale auf, die charakteristisch fur stabil inseriertes Protein wéren. Diese
Beobachtung fuhrt zu der Vermutung, dal3 nach der Zugabe von freiem L-Histidin noch
Kreuzverknipfungen zwischen Protein-gebundenen Histidin-Resten méglich sind.
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Dal es sich bei den Signalen des Klons D7PH11 (unverdautes Protein, sowie Abbauprodukte
um 27-, 23- und 20 kDa) nicht um stabil inseriertes Protein handeln kann, konnte mit weiteren
Versuchsvarianten gezeigt werden: In einem Ansatz wurde die Insertion ohne Zugabe von
Stromaextrakt durchgefthrt (Spur 3 und 7). Stromaextrakt enthdlt Faktoren die zur Lhcbl-
Insertion notwendig sind (Cline, 1986; Payan und Cline, 1991; Lietal., 1995;
Schuenemann et al., 1998; Kogataet al., 1999). Lhcbl kann ohne Stromaextrakt nicht in
isolierte Thylakoide eingebaut werden. Auch NTPs sind fur den stabilen Einbau von Lhcbl
essentiell (Hoffman und Franklin, 1994; Cline 1988; Cline,1986). In einem weiteren Ansatz
wurden deshalb keine Nukleosidtriphosphate (NTPs) zugegeben (Spuren 4 und 8), das ATP-
hydrolysierende Enzym Apyrase wurde ebenfalls zugegeben, um Plastiden-eigenes ATP zu
hydrolysieren. Einem dritten Kontrollansatz (Spuren 9 undl10) fehlten die
Thylakoidmembranen. Die Proben nach der Reaktion kurz zentrifugiert und das Pellet wurde
mit Thermolysin behandelt.

Im Gegensatz zur Insertion unter Standardbedingungen, bildete D7PH11 ohne Stroma- bzw.
Thylakoid-Zugabe kein DP*. Dagegen traten nur unverdautes Protein und die bereits erwadhnten
Abbauprodukte auf (Spuren 7 und 9; vgl. auch Insertion mit Ni?*, Abbildung 3.4-4). Diese
Produkte traten ebenfalls, wenn auch mit etwas schwécheren Signalintensitéten, bei der
Negativkontrolle ohne ATP auf (Spur 8). Mit den gleichen experimentellen Ansdtzen konnten
bei Wildtyp-pLhcbl ebenfalls keine Insertionsprodukte mehr detektiert werden. Im Ansatz
ohne Thylakoide (Spur 10) ist bei pLhcbl eine Spur von unverdautem Vollldngenprotein zu
erkennen. Es ist anzumerken, dald3 die etwas unterschiedliche Verteilung der PA-Banden
wahrscheinlich darauf zuriickzufthren ist, daf3 die Auftrennung der Probe in einem anderen Gel
erfolgt war. Auch bel den anderen Hexahistidyl-verlangerten Klonen tauchte das Bandenmuster
zuweilen auf (unverdautes Protein und Doppelbanden bei etwa 23 und 20 kDa). Da zumindest
der Negativansatz ohne ATP/ mit Apyrase (ATP-Hydrolyse, siehe oben) eine Insertion
eindeutig verhindern konnte, muf3 davon ausgegangen werden, dal3, wann immer dieses
Bandenmuster in einem Gel auftrat, die Signale nicht von stabil inseriertem Protein stammen
konnten.
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Abbildung 3.4-2 Char akterisierung stabil inserierter Histidin-markierter Proteine. Pro
Insertionsansatz wurden 1 x 107 cpm radioaktiv markiertes Protein eingesetzt (entspricht 300 ng). K: Standard-
Insertionsansatz mit 1,2 mg Stromaprotein (Kontrolle); His: Standard-Insertionsansatz mit 1,2 mg Stromaprotein
und 5 mM Histidin; DStroma: Insertion ohne Stromaproteine; Apyrase/DATP: Insertionsansatz + 2U Apyrase ohne
ATP-Zugabe im Dunkeln; DThylakoide: Insertionsansatz ohne Thylakoidmembranen. Die Proteine von 1/4
Insertionsansatz (Spuren 1-8, 8,5 pug Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der Thylakoid-
membranen gefallt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert. Die DT hylakoid-
Proben (Spuren 9-10) wurden zentrifugiert, erneut in 10-0,5HC (Material und Methoden 2.5.2.1) aufgenommen
und ebenfalls Thermolysin-behandelt . Hier wurde je “4nsertionsansatz auf das Gel aufgetragen.

Expositionsdauer: 4d; DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer
Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-Behandlung nicht oder nur bedingt zugénglich sind. Es
handelt sich hierbei nicht um stabil inseriertes Protein.

Um die Lodichkeit markierter Proteine zu verbessern, wurde Detergens im Insertionsansatz
zugegeben. Ob dies zu einer Steigerung der Insertionseffizienz fihren konnte, sollte mit der
Anayse der Insertions-Produkte erfolgen (Abbildung 3.4-3). Verwendet wurde das nicht
ionische Detergens Octylglycosid (OG).

Auf dem Gel war folgendes zu erkennen: Lhcbl bildete nach Thermolysin-Verdau in beiden
Versuchsansétzen die stabilen Einbauprodukte DP und DP*. Die Signalstéarke der mit 0,02 %
OG inserierten Wildtyp-Proteine war jedoch wesentlich schwécher. Der Histidin-markierte
Klon D7PH11, mit "His-Tag" N-proximal der ersten Transmembran-Helix, trimerisierte nie
(vgl. auch Abbildung 3.4-1). Im denaturierenden Gel trat daher nur das DP* und die bereits
erwéhnte, etwas langsamer wandernde Aggregatbande auf (Abbildung 3.4-1). Mit 0,02 % OG
im Insertionsansatz hatte bei D7PH11 sowohl der radioaktive Hintergrund im Gel as auch die
Starke des Aggregatsignal s zugenommen. Octylglycosid hemmte also die Insertion an sich.
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Abbildung 3.4-3 Die Insertion wird durch das Deter gens Octylglycosid (OG) gehemmt. Je
Klon wurden 250 ng (4 x 10° cpm, Lhcb1; bzw. 5 x 10° D7PH11) radioaktiv markiertes Protein in einer
Standardinsertion inseriert (K), bzw. wurde die Proteinlésung (8M Urea) zusétzlich mit 1% OG versetzt
(Endkonzentration im Insertionsansatz = 0,02 %). Pro Insertion wurden 0,9 mg Stromaprotein eingesetzt. Die
Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 pg Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der
Thylakoide gefdlt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert.
Expositionsdauer: 6 d; DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer
Komplexe; K = Kontrollansatz; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-Behandlung nicht oder nur bedingt
zuganglich sind. Es handelt sich hierbei nicht um stabil inseriertes Protein.

Metallionen, wie Ni**, Cu** und Zn** haben im leicht basischen Milieu eine hohe Affinitét zu
Histidin-Resten, besonders, wenn sie in einem Peptid in direkter Nachbarschaft vorliegen.
Allgemein gilt fir die Bindeaffinitat der Ubergangsmetalle die Irving-Williams-Reihe: Mn < Fe
< Co < Ni < Cu > Zn. Die absolute (vom pH-Wert unabhangige) Bindekonstante von
Ni?*/Histidin mit M = Metall; L = Ligand und der Reaktion

M+L = ® ML; Ky =[ML]/[M][L] betragt: Ky = 4, x 10 M

Fur die Reaktion des Metalls mit mehr zwei Liganden ML +L = ® ML, gilt:

R =3,3x 10®° Mt und K, = [ML,]/ [ML] [L] und %, = K1 Ko

(Dawson, Data for Biochemical Research, 1986)

Die Bindekonstante fir Ni** mit Hiss liegt bei 1x 10" M™. Das molare Verhdtnis von
Metallion zu Protein im Ansatz betrug bel 250 pug eingesetztem Lhcbl (0,1 uM) und 10 puM
Ni%" ca. 100:1.

Mit dem in Abbildung 3.4-4 gezeigten Versuch sollte untersucht werden, ob die Insertion
Histidin-markierter Proteine in die Thylakoidmembran durch eine Zugabe von bis zu 1 mM
Ni?* gestort werden kann. Zur Kontrolle wurde nicht Histidin-markiertes, matures Lhcbl unter
den gleichen Bedingungen inseriert.

Wie auf der Abbildung zu erkennen ist, beeintrachtigte die Zugabe der Nickelionen die Einbau-
effizienz des maturen Wildtyp-Proteins nur geringfiigig. Eine leichte Abnahme von 0 bis 1000
UM Ni?* war erkennbar. Véllig unverdautes Protein, oder weitere Proteinfragmente wurden
nicht gefunden. Bei dem N-terminal markierten pLhcbl-Klon 44C.3 war die Abnahme in der
Insertionseffizienz bei 1000 uM Ni** im Vergleich zum Wildtyp-Protein (Lhcbl) etwas
deutlicher. Der N-proximal markierte Klon D7PH11, welcher nie trimerisierte, zeigte eine
stetige Abnahme des monomeren Degradationsprodukts DP*  mit  steigender
Nickelkonzentration. DP* war noch bis 100 uM Ni?* eindeutig nachweisbar. Die Signale
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unverdauten bzw. aggregierten Proteins verstérkten sich ab 100 pM Ni?* im Insertionsansatz.
Bei 1000uM Ni%* war DP* nicht mehr eindeutig identifizierbar. Klon D7AH2, der sich im
allgemeinen etwas schlechter inserieren lief3 , bildete hier monomere Komplexe bis 1000 pM
Ni?* im Insertionsansatz (DP*). Das Signal, das von vollig unverdautem Protein stammen
muRte, verstarkte sich zunachst ab 10uM Nickel?*. Mit 2000 uM Ni?* nahm die Signalintensitat
des unverdauten Proteins wieder ab. Weiterhin war mit 2000 pM Ni®* eine generelle Abnahme
in der Signalintensitét feststellbar. Das Verhaltnis von monomeren Komplexen zu unverdauten
Aggregaten nahm von 0-1000 pM Ni?* stetig ab. Der C-terminal Hisg-markierte Klon C3.2h
reagierte am starksten auf die Nickelzugabe. Das schwache Insertionssignal DP, das bei der
Kontrollinsertion noch gerade zu erkennen war, fehlte schon bei 10 uM Ni?* im Ansatz. DP*
war ebenfalls ab 10 pM Ni®* nicht mehr identifizierbar, da bereits hier das typische
Bandenmuster auftrat, das nicht stabil inserierte Hiss-Klone charakterisierte.

NiZ* [uM] 0 10 100 1000 0 10 100 1000 0 10 100 1000
PA -
N T T | -
DP*—> | oot e | | | | s ——
g A
Lhcbl D7PH11 44C.3
NiZ*[uM] 0 10 100 1000 0 10 100 1000

PA = i i .

DP*—» -llllﬂﬂl-

D7AH2 C3.2h

Abbildung 3.4-4 Der Einflul von Nickelionen auf die Insertion Histidin-markierter

Proteine. Eswurden 5 x 10° cpm radioaktiv markiertes Protein und 1 mg Stromaprotein pro I nsertionsansatz
eingesetzt. Dem Insertionspuffer wurde NiCl, zugegeben, so daf3 sich folgende Ni?*-Endkonzentrationen in den
Insertionsansétzen ergaben: Spur 1: Kontrolle (O pM Ni?*); Spur 2: 10 uM Ni?"; Spur 3: 100 uM Ni?"; Spur 4:
1000 uM Ni?*. Die Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 ug Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-
Behandlung der Thylakoidmembranen gefédllt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch
dokumentiert. Expositionsdauer: D7AH2: 3d; Lhcbl: 4d, C3.2h: 5d; D7PH11 und 44C.3: 6d; Lhcbl wurde auf
einem hochprozentigen Gel aufgetrennt; daher ist die Laufweite von DP und DP* nicht mit der Laufweite der
anderen Klone vergleichbar. (16,5% T, 6% C ; Kapitel 2.2.3); -S: Insertion ohne Stromaproteine; -S: Insertion
ohne Stromaproteine; -ATP: Insertionsansatz + 2U Apyrase ohne ATP-Zugabe im Dunkeln. ATP: Insertionsansatz
+ 2U Apyrase ohne ATP-Zugabe im Dunkeln. DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP =
Degradationsprodukt trimerer Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-Behandlung nicht oder nur
bedingt zugénglich sind. Es handelt sich hierbei nicht um stabil inseriertes Protein.
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Die Insertion des C-terminal markierten Klons wurde durch Ni?* am starksten gestort.
Beeintrachtigt wurden auch die Klone D7AH2 und D7PH11, deren Hiss-Positionen auf der
stromalen Seite des inserierten Komplexes liegen. Zu D7AH2 ist anzumerken, dal3 der
Komplex sich bereits in den in vitro Experimenten (Kapitel 3.2) als relativ instabil erwiesen
hatte, was sich auch auf die Insertionseffizienz auswirken kdnnte. Am wenigsten wurde die
Insertion bel Lhcbl-Derivaten gestort, die entweder keine Histidin-Verlangerung trugen
(Lhcbl) oder am aufReren N-Terminus markiert waren.

Wenn die Insertion Histidin-markierter Proteine durch die Komplexierung mit Nickelionen
hemmbar ist (Abbildung 3.4-4), so sollte die Zugabe eines Ni**-bindenden Agens, wie EDTA,
einen antagonistischen Effekt zeigen und die Hemmung der Insertion zumindest teilweise
wieder aufheben konnen. Wie in Abbildung 3.4-4 bereits gezeigt, hemmte 1 mM Ni?* die
Insertion des Wildtyp Proteins Lhcbl (D7f.3) nur wenig, wogegen die beiden hier eingesetzten
Histidin-Klone mit 1 mM Nickelionen nicht mehr inseriert werden konnten.

Die Bindekonstante fiir EDTA/Ni?* liegt bei 3,6 10" M, also hoher als firr freies L-Histidin
(4,6 x 108 M™). Freies L-Histidin aleine hatte schon eine Insertions-hemmende Wirkung
(Abbildung 3.4-2). In diesem Fall sollte daher EDTA as alternativer Komplexbildner
untersucht werden.

Die Zugabe von 0,2 mM EDTA zum Insertionsansatz bewirkte keine Aufhebung des
hemmenden Effekts von Ni%*. In keinem Fall konnten stabil inserierte Proteine detektiert
werden. Allerdings hatte, wie auch L-Histidin, schon EDTA alleine eéine hemmende Wirkung
auf die Insertion aller Proteine. In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dal3 sowohl das Lhcbl,
als auch die beiden Histidin-markierten Klone mit EDTA im Ansatz nicht mehr in die
Thylakoide inseriert werden konnten. Wahrend Wildtyp Lhcbl mit Ni?* aleine noch stabil
eingebaut werden konnte, wurde es mit Ni%* und gleichzeitiger EDTA-Zugabe nicht mehr
inseriert. Die Markierung von Proteinbanden mit dem Symbol # zeigt aggregiertes Protein. Ein
Vergleich der Insertionen, die unter "unginstigen” Bedingungen durchgefihrt wurden, deutete
darauf hin, dal3 es sich bel den mit # gekennzeichneten Banden tatsachlich um aggregiertes,
unverdautes bzw. teilweise verdautes Protein handelte (vgl. z.B. Abbildung 3.4-2 und 3.4-4).
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Abbildung 3.4-5 EDTA hemmt die Insertion von Lhcbl in Thylakoide. Je Klon wurden 5 x 10°
cpm radioaktiv markiertes Protein und 1 mg Stromaprotein fir eine Insertion eingesetzt. Als Kontrolle (K) dienten
I nsertionsansétze, die unter Standardbedingungen durchgefihrt wurden. EDTA = Zugabe von 10 mM EDTA zur
Proteinlésung (in 8M Urea; Endkonzentration im Ansatz 0,2 mM) Ni?* = Zugabe von 1 mM Ni?" zum
Insertionsansatz. A: Membranen von 1/4 Insertionsansatz (8,5 pg Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-
Behandlung der Thylakoide auf ein schwach denaturierendes Gel aufgetragen und fluorographisch dokumentiert.
B: Die Proteine von 1/4 Insertionsansatz (8,5 g Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der
Thylakoide gefdlt, in einem denaturierenden Gel aufgetragen und fluorographisch dokumentiert.
Expositionsdauer: 4 d; L = freies, unkomplexiertes Protein; M = monomere Komplexe; T = trimere Komplexe;
DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer Komplexe, Ma = Marker-
Protein 27- und 25 kDa; # = Proteinaggregate.

Klon C3.2 h (Hexahistidyl-Verlangerung am C-Terminus) inserierte im Vergleich zu
unmarkiertem, bzw. Stroma-seitig markiertem Protein wesentlich schlechter (siehe Abbildung
3.4-1, 3.4-4 und 3.4-5). Um zu Uberprifen, ob eine Verlangerung der Insertions-1nkubationszeit
die Menge an inseriertem Protein erhthen kénnte, wurde die Dauer der Reaktion von 30 Min
auf 60 Min erhoht (Abbildung 3.4-6). Da eine Standardinsertion nur unter Belichtung stattfand,
mufdte davon ausgegangen werden, dal3 Elektronen transportiert werden. Da in diesem
isolierten System Elektronen nicht abtransportierbar sind, kénnten Konsequenzen fir den
Proteintransport entstehen, d.h. das System konnte an ener ganz anderen Stelle
zusammenbrechen. Mit dem Versuch, das Insertionssystem dahingehend etwas zu stabilisieren,
wurde in einem weiteren Ansatz das Dipyridyliumsalz Methylviologen a's Elektronenakzeptor
von Photosysteml (PSI) eingesetzt.

Lhcbl (Spuren 1-4) zeigte nach 60 Min keine weitere Steigerung der Signalintensitdt. Die
Signalstérke schien vielmehr nach 60 Min, zumindest bei der DP*-Bande, wieder etwas
geringer zu werden. Mit 100 pM Methylviologen im Insertionsansatiz wurde die
Insertionseffizienz stark herabgesetzt. Auch hier lies die Signalintensitét nach 60 Min nach. Die
unter den gleichen Bedingungen durchgefthrten Versuchsansétze mit Klon C3.2h (Spuren5-8)
lieferten &hnliche Ergebnisse, mit der Einschrankung, dal3 dieser Klon von vornherein weniger
gut in die Membran inseriert. Weder die Verlangerung der Insertionsdauer, noch die
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Verwendung des kinstlichen Elektronenakzeptors Methylviologen konnte also den Einbau von
Lhcbl in die Thylakoide beglnstigen.

Abbildung 3.4-6 Der Einflul3 eines Elektronenakzeptorsauf die I nsertion. Pro Insertionsansatz
wurden 250 ng radioaktiv markiertes Protein eingesetzt (Lhcbl: 4 x 10° cpm; Spur 1-4; C3.2h: 2,1 x 10° cpm; Spur
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5-8). K: Standard-Insertionsansatz mit 1,2 mg Stromaprotein (Kontrolle; Spur: 1,2,5,6); MV: Insertionsansatz mit
1,2 mg Stromaprotein und 100 uM Methylviologen (MV; Bahnen 3,4,7,8). Die I nsertionszeit betrug 30 Min
(Standardbedingungen), Spur 1,3,5,7; bzw. 60 Min, Spur 2,4,6,8. Die Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 g
Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der Thylakoidmembranen geféllt, in einem
denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert. Expositionsdauer: 14 d; DP* =
Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer Komplexe

Insertionsexperimente mit dem Precursor-Lhcbl konnten beweisen, dal? das Protein mitsamt
der Signalsequenz in die Thylakoide inserierte (Cline 1986, Clineetal., 1989,
Yuanet al., 1993). Ein Teil des Proteins wurde jedoch schon wéhrend der Insertion von der
Stroma-Peptidase (SPP, Richter und Lamppa, 1998) maturiert. Das Nachweiskriterium stabil
inserierter Proteine ist mit einem proteolytischen Abbau (Thermolysin) am N-Terminus von
LHCII bis mindestens zur Aminosaure Lys® (DP) bzw. Gly® (DP*) verbunden. Daher kann
nach einer Protease-Behandlung nicht mehr beurteilt werden, ob DP und DP* urspriinglich aus
dem Einbau des prozessierten oder des nicht prozessierten Proteins hervorgegangen sind. Ein
weiterer Nachweis fir einen stabilen Einbau von Lhcbl ist das Auftreten von Trimeren im
schwach denaturierenden Gel. Wenn es moglich ist, N-terminal veranderte Lhcbl-Derivate
aufgrund von Migrationsunterschieden ihrer Trimere im Gel voneinander zu trennen, wére dies
der Bewels dafir, dal3 die Proteine nicht bereits vor dem Einbau in die Thylakoide zu maturem
Protein prozessiert worden sind. Damit lief3e sich kléren, ob die vergleichbar hohe Insertions-
kompetenz des Klons 44C.3, einem Lhcbl-Precursorprotein mit einem "His-Tag" am N-
Terminus, eine Folge der Proteolyse des Signalpeptids ist, oder ob die Position der Markierung
(N-Terminus) die Insertion per se nicht stort.
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Die Klone D7f.3 (Lhcbl), 42g9.1 (pLhcbl) und 44C.3 wurden inseriert und nebeneinander in
einem nicht denaturierenden und einem denaturierenden Gel aufgetrennt (Abbildung 3.4-7).
Fluorogramm A zeigt die unverdauten Insertionsprodukte nach schwach denaturierender
Gelelektrophorese. Die Trimere der unterschiedlichen Klone weisen einen schwachen
Migrationsunterschied auf. Am schnellsten wandern die Trimere von Lhcbl, am langsamsten
die des Klons 44C.3. Der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit der Trimere deutet
darauf hin, dal3 das Signapeptid der beiden pLhcbl-Klone auch nach der Insertion in die
Thylakoide noch erhalten geblieben ist. Bis auf den N-Terminus unterscheiden sich die
Proteine ansonsten nicht voneinander.

In Fluorogramm A tauchen neben den inserierten Proteinen auch nicht inserierte Proteine auf.
Freie Lhcbl Monomere (M) wanderten mit den freien Apoproteinen (L). Bei beiden pLhcbl-
Klonen wanderte freies Apoprotein langsamer als die Monomere (siehe auch Abbildung3.2-1).
Bei pLhcbl tritt im Gel eine dritte Proteinbande auf, bei 44C.3 sind mindestens zwel weitere
Banden neben dem freien Protein zu erkennen. Dies ist ein Hinwels darauf, dal3 zumindest ein
Tell des Proteins bereits vor der Insertion maturiert wurde. Eine Zuordnung der einzelnen
Banden zu Monomeren, freiem Apoprotein und verkirzten Monomeren bzw. verkirztem
frelem Apoprotein ist daher nicht moglich. Der Vergleich der Insertionsprodukte erfolgt daher
lediglich auf Trimer-Ebene. Trimer-Banden stellen in jedem Fall komplexiertes Protein dar.

In Fluorogramm B, das die Thermolysin-verdauten Insertionsansétze zeigt, kann kein Unter-
schied in der Laufweite der verdauten Trimere festgestellt werden. Die Proteine wurden durch
den Thermolysin-Verdau auf die gleiche Lange verkirzt. Fluorogramm C zeigt die
aufgetrennten Apoproteine DP und DP* nach Protease-Verdau. Ein Vergleich der Signal-
intensitdten in diesem Fluorogramm erlaubt eine Beurteilung der relativen Insertionseffizienz
dieser Proteine. Die Signdintensititen nehmen in folgender Rehenfolge ab:
Lhcb1>pLhch1>44C.3, obwohl die gleiche Menge *[S]-markiertes Protein eingesetzt wurde
(vgl. auch Signalstarke des Fluorogramms A, da3 die Gesamtaktivitédt aufweist). Das
Trimer:Monomer-Verhdltnis der einzelnen Klone hat sich nicht verandert (ca. 3:1).
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Abbildung 3.4-7 I nsertion von maturem und Precur sor-L hcb1. Je Klon wurden 5 x 10° cpm
radioaktiv markiertes Protein in einem Standard-Insertionsansatz inseriert. Pro Insertion wurden 1,26 mg
Stromaprotein eingesetzt. A: Membranen von 1/5 Insertionsansatz (6,8 1g Chlorophyll) wurden nach der Insertion
in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert.

B: Membranen von 1/5 Insertionsansatz (6,8 ug Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der
Thylakoide auf ein schwach denaturierendes Gel aufgetragen und fluorographisch dokumentiert.

C: Die Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 pg Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung der
Thylakoide gefdlt, in einem denaturierenden Gel aufgetragen und fluorographisch dokumentiert.
Expositionsdauer: 7 d; FP = freies Pigment; L = freies, unkomplexiertes Protein; M = monomere Komplexe; T =
trimere Komplexe; DP* = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP = Degradationsprodukt trimerer
Komplexe.

3.5 Insertion von Lhcal inisolierte Erbsenthylakoide

Mit Hilfe rekombinanter Lhcbl Apoproteine werden Untersuchungen zu Struktur-Funktions-
Beziehungen der PSII-Antenne (LHCII) durchgefuhrt. Dazu dienen in vitro Rekonstitutions-
und Trimerisierungsexperimente. Zur Untersuchung der LHCII-Biogenese eignet sich das
Insertionssystem fir rekombinantes Lhcbl aus Erbse mit isolierten Erbsenthylakoiden (Y uan et
al. 1993, Kuttkat et al., 1995) Mit diesem System konnen ebenfals Untersuchungen zu
Struktur-Funktions-Beziehungen  durchgefihrt, bzw.  Ergebnisse aus in  vitro
Faltungsexperimenten unterstiitzt werden (z.B. Analyse der Lhcbl-Derivate aus Kapitel 3.6,
Abbildung 3.6-1). Daneben gibt es analoge Untersuchungen zur Lichtsammel-Antenne (LHCI)
von PSI LHCI liegt in der Pflanze als dimerer Komplex vor. Man unterscheidet die Sub-
Komplexe: LHCI-730, ein Heterodimer aus den Apoproteinen Lhcal und Lhcad und LHCI-
680, ein Homodimer, das entweder aus Lhca2 oder Lhca3 besteht (Jansson et al., 1996,
Schmid et al., 1997).
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Bisher wurden mit einem in vitro Insertionssystem keine Untersuchungen zur LHCI-Biogenese
durchgefiihrt. Aufgrund der engen Verwandtschaft der Lichtsammelproteine ist es sehr
wahrscheinlich, dal? die Biogenese der PSI-Antennen (Lhca) zumindest in den friihen Schritten
mit Hilfe der gleichen Translokationsapparat abléuft (cpSRP-abhangiger Transport), tber den
auch die mgjoren PSII Antennen (Lhcbl,2) transportiert werden. Falls dies zutrifft, sollte es
maglich sein, tberexprimiertes, [*°>S]Methionin-markiertes Lhcal aus Tomate unter Standard-
Insertionsbedingungen in isolierte Erbsenthylakoide zu inserieren und Protease-resistente
Insertionsprodukte nachzuweisen. Es stellte sich dabel die Frage, ob die Insertion eines der
beiden Proteine (Lhcal oder Lhcad) alleine ausreicht, um eine Assemblierung dimerer
Komplexe zu erreichen.

Fir die Lichtsammelproteine des PSII konnte bereits gezeigt werden, dal3 stabil inserierte
Trimere und Monomere unterschiedlich sensitiv. gegenuber  Thermolysin  sind
(Kuttkat et al., 1995, sowie Kapitel 3.4) Ein solcher Nachweis wére auch fur Experimente zum
Einbau von Lichtsammelproteinen des PSI nitzlich. Da Uber die Protease-Empfindlichkeit
dieser Proteine bisher nichts bekannt war, wurden in enem Vorversuch isolierte
Erbsenthylakoide mit den Proteasen Trypsin bzw. Thermolysin behandelt und auf einem
denaturierenden Gel aufgetrennt. Ein Gel wurde mit Coomassie Blau angefarbt, ein zweites Gel
wurde auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und die Lhca-Proteine mit Hilfe eines LHCI-
Antikdrpers nachgewiesen (Abbildung 3.5-1).

Die in Thylakoiden dominierenden Lhcb-Apoproteine wurden in den unverdauten
Kontrollproben (K) des Coomassie-gefarbten Gels deutlich angeféarbt (Abbildung 3.5-1, Gel
A). Die Kontrollansétze wurden jeweils unter den gleichen Bedingungen (Temperatur/Dauer)
inkubiert, wie die entsprechenden Verdaue, mit der Ausnahme, dal3 die Kontrollen keine
Protease enthielten. Bereits nach 30 Min war das Vollangen-Lhcb1,2 in allen Verdauansitzen
abgebaut. In den Gelspuren traten entsprechend kiirzere Proteinfragmente auf. Im Coomassie-
gefarbten Gel, das ale im Thylakoiden vorkommende Proteine farbt, konnten die Fragmente
dlerdings nicht eindeutig zugeordnet werden. Daher sollte mittels Western-Blot und
anschliefiender Antikorper-Reaktion LHCI spezifisch nachgewiesen werden. Hier mul3
alerdings angemerkt werden, dal3 die verwendeten LHCI-730-Antikorper (gegen Lhcal und
Lhcad gerichtet) auch mit den Apoproteinen des LHCII kreuzreagieren. Daher wurden auf der
Membran auch unverdautes Lhcbl, sowie DP gefarbt. Lhcb1-DP* konnte nicht nachgewiesen
werden, da dieses Produkt mit etwa 20 kDa genau mit Lhcal wandern wirde. In den
Thylakoiden assembliertes LHCI schien vollkommen Protease-resistent zu sein. Es wurden
keine Abbaufragmente, oder eine Abnahme in der Signalintensitét der Proteinbanden detektiert.
Schliefdlich ist anzumerken, dal3 obwohl die Thylakoide jeder Probe die gleichen Mengen an
Chlorophyll aufweisen sollten, ein Unterschied in der Coomassie-Féarbung auftrat: Auf dem Gel
wiesen die ersten vier Spuren (Trp und deren Kontrollen) im hochmolekularen Bereich eine
einzelne stérker geféarbte Bande auf, wahrend an dieser Position bei den letzten funf Proben (TL
und deren Kontrollen) eine schwécher geférbte Doppelbande auftrat. Die Ursache kénnte in
den Thylakoid-Préparationen gelegen haben. Der Trypsin-Verdau (und Kontrollen) fand in
frisch isolierten Thylakoiden statt, wogegen eingefrorene und gewaschene Thylakoide fir den
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Thermolysinverdau verwendet wurden. Entweder wurde durch das Auftauen und Abzentri-
fugieren der Thylakoide die Proteinzusammensetzung verandert (L6slichkeit), oder die Zugabe
von Kalziumionen war die Ursache fir das differentielle Bandenmuster im
Molekulargewichtsbereich um 50 kDa (AssoziationsUnterschiede der Proteine). Dies hatte
jedoch keine Auswirkungen auf die Protease-Sensitivitdt von Lhcbl,2 und Lhcal bzw. Lhcad.
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Abbildung 3.5-1 Differentielle Protease-Sensitivitdt von LHCI und LHCII. Isolierte
Erbsenthylakoide (12 pg Chlorophyll) wurden in 0,03% Dodecylmaltosid (LM); 7,5 mM Tricine, pH 7,8; 0,14
mM EDTA und 14 % Glyzerin aufgenommen. Die Proben (Spuren Trp bzw. TL) wurden mit 0,1 mg/ml Protease-
Lsung versetzt. Den Thermolysin-Proben wurde zusétzlich 0,5 mM Ca?* zugegeben. Die Proben (TL, Trp und K)
wurden fur 30 Min bei 25 °C oder 60 Min bei 37 °C inkubiert. Eine weitere Probe (K, vorletzte Spur, ebenfalls mit
Ca*) wurde 60 Min auf Eis aufbewahrt. Die Protease-Verdaue der Trypsin-versetzten Proben wurden mit 10 mM
Phenylmethansulfonsdurefluorid (PM SF), Thermolysinproben mit 25 mM EDTA abgestoppt. Die Proben wurden
mit Sparmix versetzt, 3 Min gekocht und je 15ul (1,2 ug Chlorophyll) wurden in einem 15%-igem
denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Ein Gel wurde mit Coomassie angeférbt (A). Ein entsprechendes
zweites Gel wurde auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (B). Die Antikorper-Inkubation mit Anti-LHCI-730
(Lhcal und Lhcad) fand mit einer Verdinnung von 1:750, 1h in 1/2 Blocking-L 6sung statt. Der sekundére
Antikorper, Anti-Rabbit-Alkalische Phosphatase Konjugat wurde mit einer Verdiinnung von 1:2000, 1hin TBS-
TTinkubiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit BCIP/NBT (siehe auch Kapitel 2.2.6.3). Thermolysin=TL,
Trypsin = Trp, K = Kontrollprobe ohne Protease, Lhchb = Lichtsammelprotein des Photosystems 11, Lhca = Licht-
sammelprotein des Photosystems |, DP = Degradationsprodukt. M = Marker (3ul Serva-Marker 4+5, sowieje 0,5
pg D7f.3 (Lhebl, ca. 25 kDa) und cab 6 (Lhcal, ca. 22 kDa).
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Die Fluorogramme A und B der Abbildung 3.5-2 zeigen die radioaktiven Signale einer Lhcbl
und Lhcal-Insertion nach Thermolysin-Verdau. Gel A zeigt die Trennung von Pigment-Protein
Komplexen unter schwach denaturierenden Bedingungen. Die jewells rechte Spur (Lhcbl-
ATP/Lhcal-ATP) zeigt ein Insertionsexperiment, bei dem die Insertion des Proteins durch die
Zugabe von Apyrase und das Fehlen von ATP verhindert wurde (vgl. auch Abbildung 3.4-2
und 3.4-4). Hier traten weder bei Lhcbl, noch bei Lhcal stabil inserierte Produkte auf.
Dagegen wanderte nach der Lhcbl Standardinsertion (Lhcbl) das radioaktive Signal wie
erwartet mit trimerem und monomerem LHCII, bzw. im denaturierenden Gel mit den
entsprechenden Degradationsprodukten DP und DP*. Die radioaktiven Signale der Lhcal-
Proteine (Lhcal) ergaben folgendes Laufverhalten: Die inserierten Proteine wanderten mit
LHCI-Monomeren, LHCI-Dimeren und mit PSI. Ein weiteres radioaktives Signal, oberhalb der
LHCI-Dimere war zu beobachten. Dieses Signal kdnnte von PSI-Abbauprodukten stammen.
Die Zuordnung der einzelnen Banden zu den Komplexen, erfolgte durch einen Vergleich der
schwach denaturierenden Gele mit solchen aus der Literatur (Peter und Thornber, 1991;
Schmid und Schéfer, 1994).

Wéhrend der Thermolysin-Verdau bel Lhcbl-Proteinen zu einer differentiellen Degradation
von Monomeren und Trimeren fihrte, trat bel Lhcal im denaturierenden Gel ein einziges
Signal mit etwa 22 kDa auf. Dies entspricht dem Molekulargewicht des Uberexprimierten
Lhcal. Das heild, da3 sowohl natives LHCI aus der Erbse, als auch in Erbsenthylakoide
inseriertes Tomaten Lhcal durch die Thermolysin-Behandlung der Thylakoide nicht degradiert
wurde (Abbildung 3.5-1). Im Vergleich zum nativen Protein (Abbildung 3.5-1), das bei etwa 20
kDa migrierte, wanderte das Uberexprimierte Lhcal immer etwas héhermolekularer (22kDa).
Dieser Effekt war dadurch bedingt, daf3 das rekombinante Protein am N-Terminus zusétzliche
Aminosduren (MRGS) aufwies.

Abbildung 3.5-3 zeigt die Fluorogramme zweler Gele, bei denen die Insertionsprodukte einer
Lhcbl-, sowie einer Lhcal-Insertion in einer zweiten Dimension aufgetrennt wurden. In der
ersten Dimension wurden Thermolysin-behandelte solubilisierte Thylakoide unter schwach
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. In der zweiten Dimension, die unter voll
denaturierenden Bedingungen stattfand, wurden die Apoproteine der einzelnen Komplexe
separiert. Die Lhcbl-Insertion zeigte, dald das kirzere Degradationsprodukt DP*, wie erwartet,
nur in den monomeren Komplexen auftrat. DP dagegen wurde in den monomeren, als auch in
den trimeren Komplexen gefunden. Sehr wahrscheinlich, wurde dies durch die Solubilisierung
der Thylakoide verursacht: Ein Protease-behandeltes Trimer, wird in jedem Apoprotein um 1
kDa am N-Terminus verkirzt. Zerféallt das Trimer nach dem Verdau, beispielsweise wahrend
der Solubilisierung zu Monomeren wurden intakte Komplexe im Gel jetzt mit Monomeren
wandern. Diese Komplexe bestehen jedoch aus etwas langeren Apoproteinen, die im
denaturierenden Gel mit DP migrieren. DP verschob sich dabei in der zweiten Dimension etwas
nach rechts. D.h. die Komplexe mit DP* (Monomere) und DP (aus zerfalenen Trimeren)
hatten in der ersten Dimension ein leicht unterschiedliches Laufverhalten.
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Wie bereits in Abbildung 3.5-1 gezeigt, wurde Lhcal durch den Protease-Verdau nicht
degradiert. Die radioaktiven Signale traten in den Bereichen auf, die in den grinen
Komplexbanden der ersten Dimension als LHCI Monomere und Dimere, sowie als PSI
interpretiert worden waren (vgl. auch Abbildung 3.5-2). In jedem Assemblierungszustand
(Monomere, Dimere und PSl) war Lhcal resistent gegentiber der Thermolysin-Behandlung.

Es konnte also gezeigt werden, dal3 Tomaten Lhcal mit einem heterologen Insertionssystem
stabil in Erbsenthylakoide inserierte, und, dal3 Lhcal auch ohne Lhcad inserierte. Das Protein
bildete neben Monomeren auch Dimere Komplexe. Weiterhin war eine Assemblierung an das
Photosystem | (PSI) erfolgt. Das Produkt blieb in allen Assemblierungszustanden Protease-
geschitzt.
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Abbildung 3.5-2 Lhcal aus Tomateinseriert in isolierte Er bsenthylakoide. Je Klon wurden
5 x 10° cpm radioaktiv markiertes Protein in einem Standard-Insertionsansatz inseriert. Pro Versuch wurden 1,1
mg Stromaprotein eingesetzt. Lhcbl, bzw. Lhcal= Standard-Insertionsansatz; Lhch1-ATP, bzw. Lhcal-ATP =
Insertionsansatz + 2U Apyrase/ohne ATP-Zugabe. Gel A: Membranen von 1/4 Insertionsansatz (8,5 g
Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt und
fluorographisch dokumentiert. Gel B: Die Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 pg Chlorophyll) wurden nach
der Thermolysin-Behandlung der Thylakoide gefdlt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und
fluorographisch dokumentiert. Expositionsdauer: 6 d; FP = freie Pigmente; L = freies, unkomplexiertes Protein; M
= monomere Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-Behandlung nicht oder nur bedingt
zugénglich sind. Es handelt sich hierbel nicht um stabil inseriertes Protein; T = trimere Komplexe; PSI =
Photosystem I; D = Dimere; DP = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP* = Degradationsprodukt
trimerer Komplexe; Lhcbl = Lichtsammel protein von Photosystem I1; Lhcal = Lichtsammelprotein von
Photosystem I.
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Abbildung 3.5-3 Inserierte, rekombinante Lichtsammelproteine des Photosystems |

comigrieren mit LHCI-Mono- und -Dimeren sowie mit Photosystem |. Je Klon wurden 5 x 10°
cpm radioaktiv markiertes Protein in einem Standard-Insertionsansatz inseriert. Pro Insertion wurden 1 mg
Erbsenstroma eingesetzt. Membranen von 1/4 Insertionsansatz (8,5 pg Chlorophyll) wurden nach der
Thermolysin-Behandlung in einem schwach denaturierenden Gel in der 1. Dimension aufgetrennt. Die Gelspur
wurde nach der Trennung mit einem Skalpell ausgeschnitten und in einer 2. Dimension auf einem 12%-igem
denaturierenden Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlief3end fluorographisch dokumentiert. A: Insertion von
Lhcbl (Klon D7f.3). B: Insertion von Lhcal (cab 6, aus Tomate). Die Insertion fand mit Erbsenthylakoiden und
Erbsenstroma statt. Expositionsdauer: 4 d; FP = freie Pigmente; M = monomere Komplexe; T = trimere
Komplexe; PSI = Photosystem |; D = Dimere; DP = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP* =
Degradationsprodukt trimerer Komplexe; Lhcbl = Lichtsammelprotein von Photosystem I1; Lhcal =
Lichtsammelprotein von Photosystem |; LHCI = Lichtsammelkomplex des Photosystems |; LHCII =
Lichtsammelkomplex des Photosystems |

Die Biogenese cpSRP-abhangiger Proteine kann mit dem etablierten Erbsen-Insertionssystem
untersucht werden. Da eine mdglichst hohe Homologie zu den natlrlichen Verhdtnissen
wunschenswert ist, sollte die Assemblierung des, urspriinglich aus einem Tomaten-Gen (cab6)
stammenden Lhcal mit Stromaextrakt und Thylakoiden aus Tomatenpflanzen untersucht
werden (Abbildung 3.5-4). Stromaextrakt und Thylakoide wurden aus Sekundér- und
Tertidrbléttern 21 Tage alter Tomatenpflanzen isoliert. Jingere Tomatenpflanzen konnten nicht
benutzt werden, da Tomaten sich erheblich langsamer entwickeln als Erbsen. So wéaren zu
einem froheren Zeitpunkt die Kotyledonen das einzig grine Blattmaterial gewesen. Bel der
Chloroplasten-1solation stellte sich heraus, dal3 isolierte Tomaten-Chloroplasten zur Lyse
neigten, obwohl das Medium 0,33 M Sorbitol enthielt. Auch wenn die Sorbitol-Konzentration
auf 0,4 M erhoht wurde, konnten die Chloroplasten nicht wesentlich stabilisiert werden. Da die
Lyse der Chloroplasten mit dem Verlust an Stroma gekoppelt war, war es nicht moglich eine
Stroma-Fraktion zu isolieren, die mindestens 10 mg/ml Gesamtprotein enthielt. Um dennoch
moglichst vergleichbare Mengen an Stromaprotein einzusetzen, wurde der Erbsenextrakt
entsprechend verdinnt. Jeweils 0,5 mg Stromaprotein wurden in einem Insertionsansatz
eingesetzt. Die Ergebnisse aus dem Insertionsversuch sind in Abbildung 3.5-4 dargestellt.
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Erbsen Lhcbl inserierte mit dem homologen Erbsen-System am effektivsten. Wurden
Tomatenstroma und Erbsenthylakoide verwendet, konnte Lhcbl in geringem Mal3e inseriert
werden. In Tomatenthylakoide wurde Lhcbl nicht stabil eingebaut. Fir die Integration von
Lhcal aus Tomate eignete sich das Erbsen-System ebenfalls am besten. Schwache Signale
traten jedoch auch dann auf, wenn Erbsenthylakoide und Tomatenstroma, bzw. das homologe
Tomaten-System verwendet wurden. Tomatenthylakoide zusammen mit Erbsenstroma reichten
fUr eine stabile Insertion von Tomaten Lhcal nicht aus. Daraus kann geschlossen werden, dal3
die fUr die Integration von Erbsen Lhcbl, aber auch Tomaten Lhcal notwendigen Faktoren
zwar prinzipiell in Tomatenstroma vorhanden waren, im Vergleich zum Erbsenstroma schien
jedoch der Anteil in Tomatenstroma mit gleicher Menge an Gesamtprotein weniger zu sein.
Weiterhin scheinen die Tomatenthylakoide nicht sehr Insertions-kompetent zu sein. Nur wenn
Lhcal aus Tomate unter gleichzeitiger Verwendung von Tomatenthylakoiden und
Tomatenstroma fur die Insertionsreaktion verwendet wurde, konnten schwache Signale
beobachtet werden.
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Abbildung 3.5-4 Vergleich der Insertionskompetenz mit Stroma und Thylakoiden aus

Erbse und Tomate. Je Klon wurden 5 x 10° cpm radioaktiv markiertes Protein (Lhch1 = D7f.3; Lhcal = cab6
aus Tomate) inseriert. Pro Insertion wurden 0,5 mg Erbsen- bzw. Tomatenstroma eingesetzt. Die Thylakoide
wurden entweder aus 7 d alten Erbsenpflanzen, oder 21 d alten Tomatenpflanzen isoliert. Von den
Tomatenpflanzen wurden nur Sekundér- oder Tertiér-Blétter verwendet. A: Membranen von 1/4 | nsertionsansatz
(8,5 pug Chlorophyll) wurden nach der Thermolysin-Behandlung in einem schwach denaturierenden Gel
aufgetrennt und fluorographisch dokumentiert. B: Die Proteine von 1/3 Insertionsansatz (11,3 pg Chlorophyll)
wurden nach der Thermolysin-Behandlung der Thylakoide geféllt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und
fluorographisch dokumentiert. C und D entsprechen der Insertion in A und B mit dem Erbsen-System, jedoch
wurde hier die doppelte Menge an Erbsenstroma eingesetzt. Expositionsdauer: 4 d; FP = freie Pigmente; L =
freies, unkomplexiertes Protein; M = monomere Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der Thermolysin-
Behandlung nicht oder nur bedingt zuganglich sind. Es handelt sich hierbel nicht um stabil inseriertes Protein; T
trimere Komplexe; PS| = Photosystem |; D = Dimere; DP = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP* =
Degradationsprodukt trimerer Komplexe; Lhcbl = Lichtsammel protein von Photosystem I1; Lhcal =
Lichtsammelprotein von Photosystem I.
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Dal’ die Stroma-Qualitét eine besonders wichtige Rolle fir die Effizienz der Proteinintegration
in die Thylakoide spielt, wurde bei folgendem Experiment deutlich Abbildung 3.5-4C und D).
Lhcbl und Lhcal wurden unter gleichen Bedingungen inseriert wiein A u. B, jedoch wurde die
doppelte Menge an Erbsenstroma zugegeben. Mit doppelter Stroma-Menge wurden mindestens
4-fach stérkere Signale beobachtet.

3.6 Insertion von Chlorophyll-Liganden-M utanten in isolierte Erbsenthylakoide

Auf der Grundlage des derzeitigen LHCII-Strukturmodells (Kuhlbrandt et al., 1994) wurden
einzelne, an der Chlorophyll-Bindung beteiligte Aminosduren, so ausgetauscht, dal3 eine
Chlorophyll-Bindung an dieser Position unwahrscheinlich erscheint. In der Arbeitsgruppe
wurden die Mutanten auf ihre Pigmentbindungs-Eigenschaften und Komplex-Stabilitét durch
die in vitro-Rekonstitution untersucht (Yang et al., 1999). Die Untersuchung der Insertions-
und Oligomerisierungskompetenz dieser Mutanten war Teil dieser Doktorarbeit.

Folgende Mutanten wurden untersucht:

Mutante Chlorophyll/Helix
(Kuhlbrandt et al., 1994)

H212F b3/D

H212L b3/D

Q197E a3/A

Q197S a3/A

Q131E b6/C

Q131S b6/C

H68L ab/B

H68F ab/B

HG68L/E6G5Q | ada5/B

Tabelle 3.6-1 Chlorophyll-Liganden-M utanten

Auf dem schwach denaturierenden Gel (Abbildung 3.6-1 A) wurden trimere und monomere
Komplexe (T und M), sowie freies, nicht mit Pigmenten komplexiertes Apoprotein (L)
voneinander getrennt. Die Stérke des Signals, das von monomeren Komplexen stammte, war
mit der Stabilitdt der Pigment-Protein Komplexe in vitro vergleichbar (Yang et al., 1999). Die
Mutanten H212 und das Wildtyp-Protein erwiesen sich as sehr stabil und lieferten auch im
Vergleich zum nicht komplexierten Protein (L) starke Signale in den Monomerbanden (M). Die
Q197 Mutanten zeigten in vitro eine mittlere Stabilitét und auch in diesem Versuch waren die
Signale der inserierten Produkte mittelstark. Das Trimer : Monomer-Verhdtnis war etwas
grof3er als bei den H212-Mutanten. Dagegen zeigten Komplexe, die auch in vitro sehr instabil
waren, wie z.B. die Q131 Mutanten weniger starke Signale in der Monomer-Bande. Bei
Mutante Q131S schienen die monomeren Komplexe bereits durch die Wasch- und
Solubilisierungsschritte, bzw. wahrend der schwach denaturierenden Gelelektrophorese
zerfallen zu sein. Hier konnte auf der Hohe der Monomere kein Signal mehr detektiert werden.
Insgesamt schwache Ausbeuten an monomeren Komplexen lieferten die Klone mit Mutationen
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an H68, bzw. die Doppelmutante H86L/E65Q. Diese Proteine inserierten insgesamt am
schlechtesten. Weder die Banden M noch L lieferten hier besonders intensive Signale.

Nur einige der Mutanten wanderten mit trimerem LHCII im schwach denaturierenden Gel. Die
Mutante Q131S, sowie die Mutanten, die an H68 verdndert worden waren, schienen die
Fahigkeit, Trimere auszubilden, verloren zu haben. Diese Annahme wird durch Abbildung 3.6-
1 B unterstitzt: Bei alen Mutanten, die keine Trimer-Bande im schwach denaturierenden Gel
aufwiesen, fehlte im voll denaturierenden Gel auch das fur Trimere typisches
Degradationsprodukt DP.

Bel der H68L/E65Q Doppelmutante erschien zusétzlich zu inseriertem Protein auch
Volllangenprotein im Gel, was auf eine Aggregation dieses Proteins hindeutet. Weiterhin
konnte beobachtet werden, dal3 Mutationen in H212 weniger starke Trimerisierungssignale
lieferte als die trimerisierenden Mutanten aller anderen Klone.

«T

<M

<«FP

B T A, . ' <«pp*

Abbildung 3.6-1 M utationen im L hcb1-Gen beeinflussen sowohl die | nsertionseffizienz als

auch die Oligomerisierung inserierter Lichtsammelproteine. Je Klon wurden 5 x 10° cpm
radioaktiv markiertes Protein in einem Standard-Insertionsansatz inseriert. Pro Insertion wurden 1,2 mg (bzw. 1
mg Gel B Spuren 7-9) Stromaprotein eingesetzt. Gel A: Membranen von 1/4 Insertionsansatz (8,5 pg Chlorophyll)
wurden nach der Thermolysin-Behandlung in einem schwach denaturierenden 15%-igen Gel aufgetrennt und
fluorographisch dokumentiert. Gel B: Die Proteine von 3/8 Insertionsansatz (12,75 g Chlorophyll) wurden nach
der Thermolysin-Behandlung der Thylakoide geféllt, in einem denaturierenden Gel aufgetrennt und
fluorographisch dokumentiert. Expositionsdauer: 5d: Gele A und B Spuren 1-6 + 10; 4d: Gel B Spuren 7-9; FP =
freie Pigmente; L = freies, unkomplexiertes Protein; M = monomere Komplexe; PA = Proteinaggregate, die der
Thermolysin-Behandlung nicht oder nur bedingt zuganglich sind. Es handelt sich hierbei nicht um stabil
inseriertes Protein; T = trimere Komplexe; DP = Degradationsprodukt monomerer Komplexe; DP* =
Degradationsprodukt trimerer Komplexe.
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4 Diskussion

4.1 Die Hexahistidyl-Verlangerung von Lhcb1l als Affinitats-Markierung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit rekombinanten Lichtsammelproteinen gearbeitet, die an
verschiedenen Positionen mit einem "His-Tag" markiert wurden. Diese Markierung hat
folgende Eigenschaften: Sie ist durch die genetisch determinierte Lage im Protein hoch-
spezifisch. Alle Proteine werden gleich stark markiert. Fir den Nachweis des Hexahistidyl-
markieren Proteins stehen unterschiedliche Methoden zur Verfligung (siehe Kapitel 2.2.6.2).
Schliefdlich kann ein "His-Tag" as Affinitdts-Markierung dienen, mit der das Protein nicht nur
nachgewiesen, sondern auch aus einem Protein-Gemisch angereichert und isoliert werden kann.
"His-Tags' scheinen die funktionelle Struktur von Proteinen kaum zu beeinflussen. In vielen
Féallen kann rekombinantes Protein in funktioneller Struktur isoliert werden. Aus diesem Grund
wird ein "His-Tag" sehr héaufig as Affinitits-Markierung verwendet (Ubersichtsartikel siehe
Referenzen in Qiagen-Handbuch "TheQIA-expressionist”, 1997). Bel der sogenannten Metall-
Affinitas-Adsorption treten Proteine, die einen Chelator als Affinitéts-Markierung tragen, und
Metallionen (z.B. Co®*, Ni**, Cu*"), die an einen Trager immobilisiert sind, miteinander in
Wechselwirkung. Die Immobilisierung des Metalls dient dazu, die Tendenz zur Bildung von
Kreuzverknipfungen zwischen Metallionen und Proteinen herabzusetzen (Porath und Ohlin,
1983). In der Regel wird eine Abfolge von 5-6 Histidin-Resten als Affinitéts-Markierung
verwendet, da der Imidazol-Ring ein hohe Affinitét zu den o.a. Metallionen aufweist.

4.1.1 Die"HisTag"-Position im Lhcbl des beeinfluf3t die Nachweisreaktion

Es ist wichtig, dal3 die Markierung im Protein fUr eine Interaktion mit Metallionen zuganglich
ist. Der Grad der Selektivitét und der Affinitdt der Markierung fur das Metallion kann in
Proteinen von benachbarten Aminosduren beeinfluf werden. Benachbarte grof3e Seitenketten
kénnen sterische Charakteristika der Proteindoméne beeinflussen, geladene Aminosduren
koénnen einen Effekt auf den pKr-Wert der Histidine haben; auch die Nettoladung des gesamten
Proteins kann die Interaktion beeinflussen.

Die Position des "His-Tags' hatte im Versuch tatsachlich eine Auswirkung auf den Nachweis
der Lhcbl-Derivate. Proteine, die innerhalb der Lhcbl-Priméarsequenz markiert waren, wurden
auf dem Western-Blot immer schwécher angeférbt als Proteine, mit N- oder C-terminaler
Markierung. Zu den intern markierten Proteinen z&hlten D7AH2 mit dem "His-Tag" im stro-
malen Loop und D7PH11 mit dem "His-Tag" N-proximal der ersten Transmembran-Helix
(TMH). Die schwécheren Signale traten auf, obwohl gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden
und die Proteine denaturiert vorlagen (Gele nicht gezeigt). Hier mul3 die Proteinumgebung
einen Einflul auf die Zuganglichkeit des "His-Tags' gehabt haben. Die Vermutung, eines
raumlichen Effekts, wurde dadurch gesttitzt, dafl3 die Nachwel sunterschiede unabhangig von der
Nachweismethode auftraten. Sowohl bei der biochemischen Nachweismethode mit Ni-NTA-
AP (vgl. Kapitel 2.2.6.2.1) als auch bei der immunologischen Nachweismethode mit Anti-
Histidin-Antikorpern (2.2.6.2.2) wurden die oben genannten Lhcb1-Derivate schlechter detek-
tiert, als die terminal markierten. Fir die weiteren Versuche, welche die Wechselwirkung
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zwischen "His-Tags' und immobilisierten Metallionen zur Grundlage hatten, wurden daher
fortan nur die besser detektierbaren Proteine mit C- (C3.2h) oder N-terminaer (44C.3)
Markierung verwendet (Kapitel 3.3).

4.1.2 Chloroplastenproteine binden unspezifisch an M etall-beladene M agnetpartikel

Fir Klon C3.2h sind bereits in vitro Faltungsexperimente beschrieben, die auf der Interaktion
zwischen "His-Tags' und immobilisierten Metallionen (Ni-NTA) beruhen (Rogl et al., 1998).
Das Lhcbl-Derivat wurde hier reversibel an eine Ni-NTA-Agarose-Saule gebunden und mit
relativ kleinem Zeit- und Materialaufwand unter "Trimerisierungs-Bedingungen™ (Pigmente,
Lipide siehe auch Hobeet al., 1994 und Hobe et al., 1995) zu LHCII rekonstituiert. Neben
LHCII-Monomeren konnte mit dieser Methode trimeres LHCI | rekonstituiert werden.

Fir manche Experimente ist es erforderlich, die Probe mdglichst schnell und in hoher Konzen-
tration zurtickzugewinnen. Je nach Saulenvolumen und Bindekapazitét ist jedoch die Wartezeit
fUr das Spilen der Séule und das Volumen der benétigten Loésungen (z.B. Binde- Wasch- und
Elutions-Puffer) vorgegeben. Aus diesem Grunde schienen paramagnetische Partikel als Trager
fur den Ni-NTA-Komplex eine praktische Alternative zu sein. Aufgrund der magnetischen
Eigenschaften konnen Losungen schnell abgesaugt werden, wahrend die Partikel mit Hilfe
eines Magneten an der Wand des Probengefal3es immobilisiert werden (siehe Kapitel 2.6 und
3.3). Zwel unterschiedliche Partikelarten standen zur Verfiugung und wurden auf eine
spezifische und reversible Bindung der Klone C3.2h und 44C.3 (Kapitel 2.1; 3.1 und 3.3)
getestet. Zur Verfugung standen zunéchst nur DTPA-gekoppelte, nicht mit Metallionen
komplexierte Dextranpartikel. Diese wurden mit Ni%* geséttigt, und getestet, ob darauffolgend
eine Bindung von Hexahistidyl-markiertem Lhcbl moglich ist. Zundchst wurde bel den
Partikeln zunédchst die Nickel-Bindekapazitét mit dem AAS bestimmt (siehe Kapitel 2.6.1 und
3.3.1). Diese lag mit ca. 68 nmol Ni**/mg Partikel hoher, als die vom Hersteller geschétzten
Angaben. DTPA mit acht Koordinationsstellen hatte wahrscheinlich ale sechs Valenzen von
Ni?* komplexiert, so dai keine freien Valenzen firr die Bindung des Histidins zur Verfiigung
standen. Wegen der Stérke der Ni-Komplexierung war eine Verdréangungsreaktion durch
Histidin nicht zu erwarten. Im folgenden wurde nur noch mit NTA-Partikeln gearbeitet, da mit
NTA nur vier Koordinationsstellen besetzt werden konnen, so dal3 zwei weitere fur die
Bindung von Histidin verbleiben (siehe auch Kapitel 2.2.6.2.1).
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C-, bzw. N-termina markiertes "His-Tag"'-Lhcbl konnten an beide NTA-Partikelarten ge-
bunden und mit einem etwas veranderten Elutions-Puffer auch wieder von den Partikeln eluiert
werden (siehe Kapitel 3.3.2). Allerdings gab es Probleme mit der Bindespezifitét der Partikel.
Wurde bei den anfanglichen Experimenten zunéchst nur bel Xenopore Latex-Partikeln eine
Bindung von Lysozym aus der Proteinlésung festgestellt, so zeigte sich bei den Folge-
experimenten auch bel den nanomag Dextranpartikeln ein unspezifisches Bindeverhalten.
Wurden Partikel, die entweder Lhcbl-frei oder mit "His-Tag"-Lhcbl beladen, waren in An-
wesenheit von Stroma-Proteinen inkubiert, so interagierte ein breites Spektrum dieser
stromalen Proteine mit den Partikeln. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob Lhcbl zuvor an
die Partikel gebunden wurde oder nicht. Damit konnte also der Frage nicht nachgegangen
werden, ob Partikel-gebundenes Lhcbl spezifische Wechselwirkungen mit stromalen Proteinen
eingehen wirde, und ob diese gegebenenfals zusammen mit Lhcbl eluiert werden konnten
(Kapitel 3.3.3). Auch der Versuch das Protein unter Insertionsbedingungen zu inkubieren
zeigte, dal dies aufgrund der unspezifischen Bindung von Stroma und Thylakoid-Proteinen
nicht moglich war. In diesen Versuchen konnte selbst das gebundene "His-Tag"-Lhcbl nicht
mehr zurtickgewonnen werden (Kapitel 3.3.4). Dies deutet darauf hin, dal3 "His-Tag"-Lhcblim
Chloroplastenextrakt proteolytisch abgebaut wurde. Versuche von Chitniset al., 1987 und
Kuttkat et al., 1997 hatten gezeigt, dal3 nicht in Thylakoiden assembliertes Protein im
Chloroplasten degradiert wird. Wenn das Verschwinden des C-, bzw. des N-terminal
markiertem Lhcbl tatsichlich auf einer proteolytischen Degradation beruhte, dann ist dies ein
Hinweis darauf, dal3 diese endoproteolytisch angreifen kdnnen, denn C-, bzw. der N-Terminus
waére im gebundenen Zustand, als "His-Tag"-Ni-NTA-Komplex héchstwahrscheinlich fir einen
C- oder N-terminalen Angriff durch Exoproteasen blockiert. Diese Frage wurde jedoch in
diesem Versuch nicht weiter untersucht.

Woher die unspezifischen Bindungen der Proteine stammen ist unklar. Sicherlich sind einige
auf eine Interaktion von Nickel-NTA mit Metall-bindenden Proteinen zurtckzufthren. Im
Chloroplasten findet man sehr viele Proteine dieser Art (Merchant und Dreyfuss, 1998). Diese
binden das Metall entweder direkt an das Apoprotein, oder indirekt Uber anorganischen Zentren
bzw. Gber einen organischen Cofaktor (Tabelle 4.1-1).



Diskussion

95

Metall-Cofaktor | Holoprotein (Komplex) | Kompartimen

1. direkte Koordination mit dem Apoprotein

Cu Plastocyanin, Polyphenol-Oxidase, Lumen
D1, D2 Thylakoid
Superoxid-Dismutase Hydrogenase, Ferritin, | Stroma
Lipoxygenase, Hallmembr

Zn Carboanhydrase, Stroma-Peptidase Stroma
MGDG Synthase, Hdllmembran
Acetyl CoA-Carboxylase n.d.

2. Anorganische Zentren

Fe-S, Rieske-Protein, Ferrochel atase Thylakoid
Ferredoxin, Cholin-Monooxygenase Stroma

FerS, F, von PSI-RZ (PsaA,PsaB) Thylakoid

Fes-S, Siroham Ferredoxin-Nitrit-Reduktase Stroma

Mn,-Cluster (4Mn,1Caq, 1Cl) | OEC Lumen

3. Organische Cofaktoren

Cytochrom vom b-Typ Dss9, bg Thylakoid

Cytochrom vom c-Typ cytf cyt cg Thylakoid

Ham Katalase Lumen

Tabelle 4.1-1 Beispiele von M etalloproteinen im Chlor oplasten aus Merchant und Dreyfuss, 1998
n.d. = nicht bestimmt, Mg?*-Proteine werden wegen ihrer relativ schwachen Interaktion nicht als Metalloproteine
bezeichnet.

Nach Lippard und Berg, 1994, sind in der folgenden Tabelle (4.1-2) Ligandenpraferenzen fir
bestimmte Metallionen aufgelistet. Diese geben jedoch nur Anhaltspunkte fur mogliche
Bindestellen in Proteinen:

Metall Ligand

Mn** H,O OH" Sauerstoff

Fe”'/Fe” | ROH RO

M q2+ PO43- ROPOgZ_

ca* R-CH,COO | CO;*
RNH-COO | RNH,

Fe’t Imidazolyl- Stickstoff

Ni22+ stickstoff

zn°t

C02+

cu®/cu®

Cu’ R,S RS Schwefel
RSH

Tabelle 4.1-2 Ligandenpr &ferenzen flr Metallionen

Zink- und Kupfer-bindende Proteine, wie die Stroma-Peptidase, Carboanhydrase, Plastocyanin,
Polyphenol-Oxidase, D1- und D2-Protein des PSII kommen fir eine Bindung an die Metall-
beladenen Partikel besonders in Frage. Neben Van-der-Waals-Kréften und sterisch bedingter
Verteilung von Thylakoid-Proteinen spielen die elektrostatische Kréfte der Kationen eine
wesentliche Rolle bei der Ausbildung der physiologischen und strukturellen Eigenschaften im
Chloroplasten. Sie sind an der Segregation der Photosysteme, dem "Stacking” der Membranen,
der Lipid —Verteilung in der Membran, sowie an der Ausbildung spezifischer Protein-Protein
und Protein-Lipid Wechselwirkungen beteiligt. Dabei treten sowohl unspezifische, als auch
spezifische elektrostatische Wechselwirkungen auf. (Ubersichtsartikel siehe Stys, 1995).
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Betrachtet man den lonengehalt von Chloroplasten 8-10 Tage alter Erbsenpflanzen, so findet
man im Durchschnitt folgende Zusammensetzung (Nakatani et al., 1979):

pmol/mg Chl

Element

Na 0,22

K 2,56

Mg 1,72

Ca 0,76

Cl 0,21

Mn 0,017

Dabel wurde Magnesium as das Haupt-Kation der Thylakoid-Oberflache und Kalium als das
Haupt-Kation des Stromas identifiziert. Es ist daher denkbar, dal3 auch solche Proteine, die
zwar nicht zu den Metall-bindenden Proteinen gezdhlt werden, eine Affinitét zu den plastidéren
Kationen aufweisen und daher auch im Vergleich mit den Metallionen der Magnetpartikel
interagiert haben kénnten. Weiterhin konnte ein Tell der Proteine unspezifisch an der Partikel-
Oberflache aggregiert sein, sobald der Uberstand der Losung aus dem Reaktionsgefal
abgehoben wurde. Auch direkte Wechselwirkungen mit der Tragersubstanz (Dextran ein a-1,6-
Glucan, bzw. Latex ein (z)-1,4-Polyisoprenoid) sind vorstellbar. Dennoch kann nicht endgultig
geklart werden, weshalb das ganze Spekrum stromaler Proteine an die Partikel gebunden
wurde. Aufgrund dieser Interaktionen von Chloroplastenproteinen mit den Metall-beladenen,
paramagnetischen Partikeln, wurden diese nicht weiter verwendet.
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4.2 Ein "HisTag" im Lhcbl behindert nicht die in-vitro-Rekonstitution von LHCII-
Monomeren

Die Rekonstitutionsexperimente lieferten wichtige Daten zur Charakterisierung Hexahistidyl-
markierter Lhcbl-Derivate. Mit diesen Experimenten wurde untersucht, inwiefern die
Einfihrung der sechs Higtidin-Reste die Pigment-Bindungseigenschaften und damit die
Faltungskompetenz von Lhcbl beeinflufd haben. Dies ist gerade fur die Interpretation der
Ergebnisse aus den Insertionsexperimenten wichtig (siehe Kapitel 3.4). Der Nachwels von
stabil inseriertem Lhcbl ist davon abhangig, ob es Pigment-gebunden vorliegt, d.h. zu einem
funktionellen LHCII assembliert wurde. Nur gefaltetes, mit Pigmenten beladenes Protein ist
vor einer proteolytischen Degradation geschitzt (Chitnis et al., 1987; Kuttkat et al., 1997).

Die Rekonstituionsversuche zeigten, dal3 sich alle untersuchten Lhcbl-Derivate in vitro zu
LHCII falteten. Selbst in Anwesenheit hoher Ni?*-K onzentrationen wurde die LHCII-Ausbeute
der Derivate im Vergleich zum Wildtyp-Protein nur unwesentlich herabgesetzt (Kapitel 3.2).
Ein stéarker abweichendes Faltungsverhaten zeigte Klon D7AH2 mit dem "His-Tag" in der
stromalen Schleife. Das Protein faltete sich zwar zu LHCII, diese Komplexe waren jedoch
instabiler, als alle anderen Hexahistidyl-markierten Klone. Erkennbar war dies am
Pigmentverlust wéhrend der elektrophoretischen Auftrennung der Pigment-Protein Komplexe
im schwach denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel. Dieser Pigmentverlust war von der Ni%*
Zugabe unabhéngig. Es ist nicht auszuschlief3en, dal’ die Histidin-Reste in der stromalen
Schleife eine unspezifische Assoziation von Chlorophyllen bewirkt hat, die sich dann wéhrend
der Elektrophorese wieder |6sten. Diese Vermutung erwies sich als unwahrscheinlich, denn die
rekonstituierten Komplexe des Klons D7AH2 waren wesentlich empfindlicher gegentiber einer
Thermolysin-Behandlung as die anderen "His-Tag"-Proteine. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der Protease-behandelten Komplexe auf einem schwach denaturierenden Gel mit
anschlief3ender Coomassie-Farbung, war ein blau geférbter Hintergrund in der Bahn von
D7AH2 sichtbar (Gele nicht abgebildet). Dieser Hintergrund deutete auf LHCII hin, das wegen
seiner Instabilitét wahrend des Protease-Verdaus zerfallen sein konnte und daher zum Tell
verdaut wurde. Die Komplex-Instabilitdt schien also tatsichlich die Ursache fir die geringere
Ausbeute gewesen zu sein. Die Kuhlbrandt-Struktur (Kdhlbrandt et al., 1994) gibt einen
Hinweis auf die Ursache der Instabilitét dieses Klons. Die beiden Aminossuren Prolin®*’ und
Leucin®, zwischen denen die Hexahistidyl-Gruppe in D7AH2 positioniert ist, befinden sich in
der Nahe von Chl bl. Dieses Chl scheint anhand der Elektronenkristallographischen Anayse
von LHCII-2-D-Kristallen zwar keinen Aminosdure-Rest als Liganden zu haben, dennoch
koénnte ein eingebrachter "His-Tag" die Struktur der an die Loop-Doméne grenzenden Helix C
derart verandert haben, dal3 die Stabilitédt der Chl b1-Bindung und eventuell auch der des fir
das ganz in der Nahe befindlichen Chl b5 herabgesetzt war, und damit der Komplex insgesamt
destabilisiert wurde (siehe Abbildung 4.2-1).
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Abbildung 4.2.-1 " His-Tags' im LHCII-Trimer bel den Lhcb1-Derivaten D7AH2 und

D7PH11. Aminossuren, die den "His-Tag" des Klons D7PH11 flankieren, sind rot (Ala®) und blau (Asp™) dar-
gestellt. Aminoséuren, die den "His-Tag" des Klons D7AH2 flankieren, sind orange (Pro**") und hellblau (Leu™*)
unterlegt. Die Chlorophylle sind dunkelgriin (Chl &) und hellgriin (Chl b) markiert. Der Ausschnitt rechts zeigt die
Néhe von Pro™’ und Leu™® zu Chl b1. Nach Kiihlbrandt, MPI fiir Biophysik, Frankfurt /Main.

Dal die C- und N-terminalen Hexahistidyl-Verlangerungen am Lhcbl die Faltungseigen-
schaften des LHCII nicht beeinflussen, war zu erwarten, da, N-terminal, bzw. an einem C-
proximalen Cystein (Doppelmutante C80S/V229C) Biotin-markiertes pLhcbl in Detergens
Mizellen rekonstituiert werden kann (Kuttkat, Dissertation, 1997). Genauso kann N- oder C-
terminal mit GFP fusioniertes (p)Lhcbl rekonstituiert werden (Geiger, Diplomarbeit, 1998).
Weiterhin sind bis zu einem gewissen Grad sind auch verkirzte Proteine noch in der Lage, sich
in vitro zu monomerem LHCII zu falten. Wahrend Verkirzungen am C-Terminus schon sehr
bald zur Bildung von instabilen Komplexen fuhren, kbnnen am N-Terminus eine ganze Reihe
von Aminosauren entfernt werden, ohne dal3 die Faltung gravierend beeinflufld wird (siehe
Tabelle 4.2-1). An beiden Termini scheinen die Komplex-stabilisierenden Wechselwirkungen
vor allem hydrophober Natur zu sein, denn mit den Deletionsanalysen wurde jewells en
Tryptophan (Trp™, und Trp®) als kritischste Aminoséure identifiziert, wobei Trp™ fir die
Stabilisierung trimerer Komplexe notwendig ist (Hobe et al., 1995, Kuttkat et al., 1996). Auch
die Tatsache, dal3 beide Protein-Termini in der Elektronenkristallographischen Analyse nicht
gut aufgelost werden konnten, spricht dafir, da3 sie keine feste Position im Komplex
aufweisen und daher fur die Strukturgebung nicht absolut notwendig zu sein scheinen
(KUhlbrandt et al., 1994).
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Mt ant e Sequenz (G bzw. N-termnal) Rek/M |Ins/T

LHCP MRKSAT TKKVASSGSPWY GPDRVKYL GPFSCESPSYL TGEFPCDYGWDTAG| + +
LSADPETFSKNRELEVI HSRWAM . . . . ..o e

DN15 MAYGPDRVKYL GPFSGESPSYL TGEFPGDYGWDTAG|+ ¥
LSADPETFSKNRELEVI HSRWAM . . . ... .o e

DNL7 MGPDRVKYL GPFSGESPSYL TGEFPGDYGWDTAG]| +
LSADPETFSKNRELEVI HSRWAM . . . ... e

DN61 SRELEVI HSRWAM . . . . .. ... ... ... ... ... ... ... +

DN66 MHSRWAM . . ... -

pLHCP | QAl VTGKGPLENL ADHL ADPVNNNAVWSYATNFVPGK |+ +

DC225 | e QAl VTGKGPLENLADHLADPVNNNAWSYA. . . . . .. + -

DC223 e QAl VTGKGPLENLADHLADPVYNNNAWS. . . ... ... + -

D221 | QAl VTGKGPLENLADHLADPVNNNA. . . .. ... ... +

DC219ELN |- v QA VTGKGPLENLADHLADPELN. . . . ......... +

DC209LN |+ v v v QAIVTGKGPLELN. . ... ... oo -

Tabelle 4.2-1 Rekonstitutions- und Trimerisierungskompetenz verkirzter (p)Lhcbl-

Derivate Rek/M = Rekonstitution von Monomeren in vitro; Ing/T = Trimerisierung im Insertionsexperiment a) =
Trimerisierung in Detergens/Lipid-Mischmizellen. Zusammengefaldt in Kuttkat, Dissertation, 1997.

4.3 Topographische Aspekte zur Insertion von "HisTag"-Lhcbl in isolierte Erbsen-
thylakoide

Wéhrend ein Teil der stromalen Komponenten, die fur die Lhcbl-Zielsteuerung notwendig
sind, bereits identifiziert und zum Teil charakterisiert wurden, (Li et al., 1995, Schuenemann et
al., 1998; Kogataet al., 1999), ist Gber den molekularen Mechanismus der Lhcbl-Insertion in
die Thylakoidmembran nur sehr wenig bekannt. Kirzlich wurde in Arabidopsis ein dem
bakteriellen SRP-Rezeptor FtsY homologes Chloroplastenprotein gefunden (cpFtsY). Das
Protein wurde vor allem in der Stroma-Fraktion nachgewiesen, scheint aber auch eine hohe
Affinitét zur Thylakoidmembran zu haben. (Kogata et al., 1999). Mit der Identifizierung und
anschlief3enden in vitro-Synthese dieses Proteins konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal3
die drei stromalen Faktoren, cpFtsY, cpSRP43 und cpSRP54 notwendig und ausreichend sind,
um Lhcbl in isolierte Thylakoide zu inserieren (Tu et al., 1999). Ein Translokationskomplex in
Thylakoidmembranen wurde bisher nicht identifiziert. Die Tatsache, dal3 Protease-behandelte
Thylakoiden nicht mehr in der Lage sind, Lhcbl in vitro zu inserieren, spricht jedoch fir die
Beteiligung eines solchen Apparates in der Membran (Robinson et al., 1996).

Welche Topographie das integrale Membranprotein wahrend der Translokation ennimmt,
wurde bisher nicht untersucht. Allgemeine Determinanten fur die Topographie eines Membran-
proteins sind Erkennungs- und | nteraktionsmechanismen zwischen membransténdigen Helices
sowie elektrostatische Interaktionen zwischen verschiedenen Protein-Doméanen bzw. Protein—
Untereinheiten. Weiterhin spielt die Verteilung positiv geladener Reste in Protein-Regionen,
die Transmembransegmente flankieren, eine wichtige Rolle fir die Protein-Orientierung in der
Membran. Die , positive inside rule* (auch cis-positive rule) besagt, dal3 Regionen, die reich an
positiven Resten sind, tendenziell nicht trandociert werden (von Heijne 1995, Spiess 1995).
Neben Plasmamembranproteinen scheint diese Regel auch fir bisher untersuchte integrale
Membranproteine von Thylakoiden und Mitochondrien zu gelten (Gavel et al., 1991; Gavel
und von Heijne, 1992). Allerdings findet man in den Stroma-seitigen, die Transmembran-
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Helices (TMH) flankierenden Abschnitten, von Lhcbl- keine Akkumulation positiv geladener
Aminosauren, welche auf Helix-orientierende Signale hinweisen wirden. Fir die Untersuchung
von Translokations-Determinanten kommt bei Lhcbl erschwerend hinzu, dal3 das Protein nur
die N-terminale Signalsequenz fur den Plastiden-Import, jedoch kein zweites Transit-Peptid fur
die Zielsteuerung in die Thylakoidmembran trégt. Solche Signale (lumenal targeting domain;
LTD) findet man bei Proteinen, die in das Thylakoidlumen transportiert werden (Klésgen,
1997, Schnell, 1998, Robinson et al., 1998). Bei Lhcbl steckt die Information fir den Einbau
in die Thylakoid Membran in einer nicht spaltbaren Doméane des maturen Proteins selbst. Um
welche Domane es sich hierbei handelt konnte bereits gezeigt werden:

Es wurde zuné&chst wurde beobachtet, dal? die Affinitdt von cpSRP54, das fir die Insertion von
Lhcbl in die Thylakoidmembran essentiell ist, zu einer SRP-Zielsequenz mit deren Hydro-
phobizitét korreliert (High et al., 1997). Im Vergleich zu den beiden anderen a-Helices, weist
der dritte TMH die héchste Hydrophobizitédt auf (errechnet nach von Heijne, 1987).Tatséchlich
stellte sich heraus, dal3 cpSRP54 vor allem mit dem dritten TMH interagierte. Schon frihere
Importexperimente mit deletierten pLhcbl-Derivaten hatten gezeigt, dal3 der C-proximale
Bereich fur die Insertion von Lhcbl essentiell ist (Kohorn et al., 1986) und daf3 der dritte MDB,
nicht aber der erste oder zweite ausreicht, um Fusionsproteine (kleine Untereinheit der
Ribulosel,5-Bisphosphat Carboxylase, SSU) mit der Thylakoidmembran zu assoziieren und
zumindest teilweise in Thylakoide zu inserieren (Kohorn und Tobin, 1989). Ob neben den
stromalen Transit-Faktoren (SRP) auch ein thylakoidaler Translokationsapparat existiert,
konnte bis heute nicht geklart werden. Die Untersuchung der Protein-tanslokation mit
bakteriellen Plasmamembranproteinen sprechen dafir: Es wurde gezeigt, dal3 die Hydro-
phobizitét einer Signaldoméne dafir entscheidend sein kann, ob ein Protein spontan oder
assistiert transportiert wird. Bei dem "Procoat-Protein” des Bakteriophagen M 13 handelt es sich
um ein Protein, das spontan in die Plasmamembran von E.coli integrieren kann. Ein
rekombinantes Derivat des M 13-Procoatproteins (H1-Procoat), besitzt ein Signalpeptid, das
eine wesentlich grofRRere Hydrophobizitét aufweist als das Wildtyp-Protein, inseriert dagegen
nicht mehr spontan in die Membran. Die Mutation des Signal peptids hatte dazu gefuhrt, dal3 der
Transport fortan vom cotransationalen bakteriellen SRP-Zielsteuerungs-, sowie dem SecE/Y -
Trand okationsmechanismus abhéngig wurde (De Gier et al., 1998). Es wurde diskutiert, dal3
die Bindung von bakteriellem SRP an die Signalsequenz einer wachsenden Ribosomen-
gebundenen Polypeptidkette (ribosome-nascent chain complex ; RNC) einen Mechanismus
darstellt, der die Biogenese hydrophober bakterieller Proteine sicherstellt. Ein "Entlassen” des
Proteins in die cytoplasmatische Umgebung wirde mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Bildung
von Proteinaggregaten im Cytoplasma filhren (Bernstein, 1998). Das Protein kénnte theoretisch
zwar noch die Kompetenz fur einen spontanen Einbau in die Membran besitzen, da aber die
Hydrophobizitdt und damit auch die Aggregationsgefahr in der wassrigen Umgebung erhoht
sind, wird esam RNC von SRP abgefangen und zur Transl okationsapparat gesteuert. Daes sich
auch bei Lhcbl um ein Membranprotein handelt, das in vivo von SRP abhéngig ist, um in der
wassrigen Umgebung des Stromas nicht zu aggregieren, ist die Beteiligung eines
Trangl okationskomplexes sehr wahrscheinlich. Die Problematik der Lhcbl-Aggregation wird in
einem gesonderten Kapitel (siehe 4.4) diskutiert.
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4.3.1 Lhcblinseriert in Form einer Schleifen-Struktur in Thylakoide

Am C-Terminus von Lhcbl mit Ni**-komplexierter "His-Tag hemmte den Translokations-
Prozel3, wahrend die Markierung von Doménen, die im stabil inserierten Protein auf der
stromalen Seite lokalisiert sind, einen weniger ausgepréagten hemmenden Effekt hatten (Kapitel
3.4). Andere Untersuchungen stitzen diese Beobachtung: Wenn rekombinantes Lhcbl, das
entweder N- oder C-terminal mit "Green-Fluorescent-Protetin" (GFP) fusioniert und in einer
Insertionsreaktion eingesetzt wurde, zeigte die Analyse der Insertionsprodukte, dafl3 C-terminal
GFP-fusioniertes Lhcbl nicht in isolierte Thylakoide inseriert hatte, wahrend N-terminal GFP-
fusioniertes Lhcbl as stabil inseriertes Produkt nachgewiesen werden konnte (Geiger,
Diplomarbeit, 1998) Der differentielle Hemmeffekt hangt sehr wahrscheinlich mit der
Topologie der Lhchl-Translokation zusammen. Vergleicht man die endgultigen Orientierungen
dler Lhcbl-Markierungen in einem assemblierten LHCII (Abbildung 3.1-1), so kann man
feststellen, dal? der C-Terminus die Membran theoretisch nur einmal vollstéandig passieren muf,
um seine endguiltige Orientierung in der Membran einzunehmen. Ist der C-Terminus zusétzlich
markiert, mufdte auch die Markierung (GFP bzw. komplexierter "His-Tag") Uber die Membran
transportiert werden. Genau dieser Ubergang scheint jedoch der hemmende Schritt bei der
Translokation zu sein. Bezieht man in diese Uberlegung die Ergebnisse der Insertionsversuche
mit markierten Lhcbl-Doménen ein, die im funktionellen LHCII Stromaseitig sitzen, so ist
vorstellbar, dal3 der N-Terminus und auch die stromale Schleife die Membran wahrend der
Insertion des Proteins nicht passieren, denn die Insertions-Hemmung durch diese Markierungen
war deutlich schwécher ausgepréagt. Wenn der C-Terminus die Membran passiert, ale anderen
markierten Domanen jedoch nicht, ist die Konsequenz daraus, dal3 das Protein per "Schleifen-
Mechanismus® in die Membran inseriert wird.

Ein "Einf&deln" des Proteins vom N-Terminus aus hétte zur Konsequenz, dal3 der N-Terminus
die Membran zweimal passieren mifdte, um die endgtiltige Position im LHCII einnehmen zu
konnen. Ein "Einfadeln" des Proteins vom C-Terminus aus wurde erfordern, dal3 der C-
Terminus seine relative Position in der Membran dreimal, und der 2. TMH seine Position
zweima andern mufdte. Folglich mifte auch die stromale Schleife die Membran zweimal
passieren. Ein stark hemmender Effekt, wie er bei den C-terminal markierten Lhcb1-Derivaten
gefunden wurde, wurde bei keinem der anderen Lhcb1l-Mutanten gefunden. Zwar hatte der im
stromalen Loop markierte Klon D7AH2 eine Zwischenstellung in der Insertionseffizienz ein-
genommen, jedoch ist anzumerken, dal3 dieser Klon schon in den Rekonstitutionsexperimenten
instabilere Komplexe bildete (siehe auch Kapitel 3.2 und 4.2 ). Die Komplexinstabilitét selbst
konnte die Ursache dafir sein, dal3 im Vergleich zu den anderen, Stroma-seitig markierten
Klonen, etwas weniger stabil inseriertes Protein in den Thylakoiden gefunden wurde.
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Hinweise dafir, dal3 auch die C-terminal markierten Proteine schon in ihrer Fahigkeit
eingeschrankt waren, stabile Pigment-Protein Komplexe auszubilden, gab es dagegen nicht.
Selbst C-terminal GFP-fusioniertes Lhcbl bildete in Detergens-Mizellen LHCII und C3.2h mit
"His-Tag" am C-Terminus konnte in vitro noch in Anwesenheit hoher Ni%*-K onzentrationen zu
LHCII rekonstituiert werden (siehe auch Kapitel 3.2 und 4.2). Die Komplexausbeuten waren
dabei mit den anderen "His-Tag'-Lhcbl vergleichbar. Die Mutante C3.2h eignete sich
auRerdem dazu, trimeren LHCII auf einer Ni®*-Saule zu rekonstituieren. (Rogl et al., 1998).
Selbst wenn Mutationen in C3.2h eingefuhrt wurden, die sich direkt auf die Pigment-bindenden
Eigenschaften dieses Proteins auswirkten, konnten ale Lhcb1-Derivate monomeren LHCII und
2/3 der Derivate noch trimeren LHCII bilden (Rogl et al., 1999).

Der Transport von Proteinen mittels Schleifen- oder Loop-Mechanismus ist bereits in der
Literatur beschrieben Die meisten Untersuchungen beziehen sich auf bakterielle Export-
Proteine (Motheset al., 1994; Kuhn etal., 1994). Aber auch bel Proteinen die Uber die
Thylakoidmembran transportiert werden, wurde solch ein Schleifen-Mechanismus postuliert.
Das via DpH-Weg transportierte Protein pOE17 (17 kDa-Untereinheit des OEC) wurde in das
Thylakoidlumen exportiert, wahrend das N-proximal der LTD fusionierte mature mOE23 (23
kDa UE des OEC, ebenfalls DpH-abhangig) mitsamt Signalpeptid auf der stromalen Seite
verblieb (Fincher et al., 1998). Transport-Zwischenprodukte mit Schleifen-Charakteristik
konnten bei spontan in die Thylakoidmembran inserierenden Proteinen (PSII W, PsbY)
gefunden werden (Thompson et al., 1998). Die Zielsteuerung der integralen Thylakoid-Proteine
erfolgt mit einer spaltbaren Bipartite-Signalsequenz, wie sie fur die Sec- oder DpH-abhangig
transportierten Proteinen charakteristisch ist (Siehe Einleitung, Kapitel 1.2.2.1, Kim et al.,
1998; Thompson et al., 1998 a). Mutationen in der TPP-Schnittstelle flihrte in beiden Fallen zur
Akkumulation der Schleifen-Zwischenprodukte.

Der SRP-abhéngige Proteinexport, sowohl in Bakterien als auch in das eR, ist mit einem co-
trandationalen Transport gekoppelt. Die SRP-abhangige Insertion thylakoidaler Proteine
erfolgt wahrscheinlich sowohl co-, als auch posttrandlational. So wird kerncodiertes Lhcbl im
Cytosol trandatiert und zundchst in den Plastiden importiert, bevor das Protein in die
Thylakoidmembran eingebaut wird. Dagegen konnte Plastiden-codiertes D1-Protein, das mit
CpSRP54 zu interagieren scheint cotranslational transportiert werden (Nilsson et al., 1999).
Dafur spricht , dal3 cpSRP54 wiederum mit den 70S Ribosomen der Plastiden wechselwirkt
(Franklin und Hoffman, 1993; Schuenemann et al., 1998). Nur wenn die Integration posttrans-
lational stattfindet, d.h., das Protein bereits vollstandig synthetisiert ist, kann sie per Loop-
Mechanismus erfolgen. Da der SRP-abhéngige, posttranslationale Transport jedoch bisher nur
bei Lhcbl ausgiebig untersucht wurde, ist es nicht ungewoéhnlich, dal3 dieser Mechanismus
bisher nicht bei anderen Proteinen gefunden wurde, die SRP-abhéngig transportiert werden.
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Eine weitere Ursache fur die ineffektive Insertion C-terminal markierter Proteine konnte die
Wechselwirkung des C-Terminus mit der Translokations-Maschinerie sein. Dagegen sprechen
jedoch Experimente mit Lhcbl-Derivaten, die auch dann noch in isolierte Thylakoide inseriert
wurden, wenn sie C- terminal um bis zu 13 Aminosduren verklrzt vorlagen (Kuttkat et al.,
1995; Kuttkat et al., 1996).

4.3.2 Ein"HisTag" am C-Terminusvon Lhcbl setzt die Insertions-Effizienz herab

Fir Untersuchungen zur Topographie von Lhcbl wéhrend der Membraninsertionen wurden
Lhcbl-Derivate hergestellt, die "His-Tags' an verschiedenen Positionen des Proteins tragen
(vgl. Abbildung 3.1-1). Dal? "His-Tags' im Lhcbl die funktionelle Struktur durch die kaum
beeinflussen, wurde bereits in Kapitel 4.2 diskutiert. Bei den Insertionsexperimenten sollte sich
zeigen, ob "His-Tags" effizient durch die Thylakoidmembran transportiert werden.

In der Literatur findet man, dal3 "His-Tag"-Proteine, die via Zielsteuerungsmechanismus in
oder durch Membranen transportiert wurden, durch diese Markierung in ihrer Transport-
kompetenz nicht beeinfluf3 wurden (Rothen et al., 1996, Y oshihisa und Ito 1996). Wenn aber
der "His- Tag" mit Metallionen komplexiert vorlag wurde der Transport dieser Proteine Uber
die ChloroplastenHullmembranen (Rothenetal., 19, 1996) oder die Plasmamembran von
E.coli (Yoshihisa und Ito 96) sehr wohl gehemmt oder vollstandig inhibiert. Das E.coli
Membranprotein pro-OmpA, das in die &ulere Membran exportiert wird, wurde in Anwesen-
heit von 120 uM Ni?* in Plasmamembran-Vesikeln arretiert, wenn der "His-Tag" in der N-
terminalen Translokations-Initiations-Doméne des Proteins lag und die Zugabe von Ni%* zu
einem frdhen (Initiations-) Zeitpunkt erfolgt war (Y oshihisa und Ito, 1996). Wie ein solcher
"His-Tag"-Ni?* Komplex die Translokation hemmt, wurde nicht aufgeklart. Vorstellbar ware,
daR die Translokation durch die Komplexierung mit Ni** sterisch unméglich wird, weil ein Teil
des Proteins durch die Komplexierung eine starre Konformation einnimmt. Eine sterische
Behinderung der Trandokation wurde bei mitochondrialen Proteinen vermutet, die mit
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) fusioniert und mit Methotrexat komplexiert vorlagen. Solche
komplexierten Fusionsproteine konnten nicht mehr in die Organellen importiert werden (Eilers
und Schatz, 1986). Andererseits konnte der Transport-hemmende Effekt durch die zusétzlichen
positiven Ladungen, die das Protein durch die Ni*-Komplexierung erhdlt, auch rein
energetisch bedingt sain.

Mit Metalionen komplexierte "His-Tag"-Proteine scheinen, zumindest beim Import in die
Chloroplasten, die Trandokation von Proteinen effektiver zu hemmen, als DHFR-Methotrexat
Komplexe (America und Hagemann, 1994) oder Proteine, die an Antikdrper gebunden wurden
(Schnell und Blobel, 1993). Eine mdgliche Ursache ist die hohere Komplexstabilitét des "His-
Tag"-Ni%* Komplexes im Vergleich zum DHFR-Methotrexat Komplex (Rothen und Thiess,
1997). Vorstellbar wére auch, dal3 die zur Transokation notwendige Entfaltung des Protein-
komplexes durch die Chaperone der Chloroplasten-Import-Pore (Hsp70) mit einem "His-Tag"-
Ni?*-Komplex inhibiert wird, wogegen die Entfaltung von DHFR-Methotrexat Komplexen
nicht eingeschrankt ist.
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Zur Hemmung der Translokation rekombinanter Proteine in oder Uber die Thylakoidmembran
gibt es wenig Daten. Die Untersuchungen beschrénken sich zudem auf die Hemmung des DpH-
oder Sec-abhéngigen Transportwegs. Proteine des thylakoidaen oder bakteriellen Sec-
Transportsystems wurden in ihrem Transport gehemmt, wenn sie DHFR-fusioniert und mit
Methotrexat oder Aminopterin  komplexiert vorlagen. (Pugsley, 1993, Endo et al., 1994,
Hynds et al., 1998). Nur fir den DpH-abhangigen Trans okations-Mechanismus konnte bisher
gezeigt werden, dal3 er gefaltetes Protein Uber die Membran transportieren kann. Ein kleines
gefaltetes Protein (Rinder-Pankreas-Trypsin-Inhibitor), das mit der 17kDa Untereinheit des
Wasser-spaltenden Komplexes (Oxygen-Evolving-Complex bzw. Oxygen-Enhancing-Complex
/ OEC) fusioniert vorlag, wurde Uber diesen DpH-Weg in das Lumen transportiert (Clark und
Theg, 1997). Auch ein wesentlich grof3eres Fusionsprotein, das zudem noch komplexiert vorlag
(DHFR-Methotrextat-23kDa-OEC) konnte gefaltet Uber die Thylakoidmembran transportiert
werden. Sogar Komplexe, die mit Hilfe von eingebauten Aminosdureanaloga eine "falsche'
Konformation einnahmen, wurden noch tber die Membran transportiert (Hynds et al., 1998).

Zieht man in Betracht, dai? ein mit Ni** komplexierter "His-Tag" den Import in den Plastiden
effizienter hemmt as ein DHFR-Methotrexat Komplex, kann vermutet werden, dal3 der "His-
Tag" auch die Lhcbl Insertion in die Thylakoide zu hemmen vermag, auch wenn dieses Protein
Uber einen anderen Mechanismus transportiert wird (SRP-Weg).

Bei den Insertionsexperimenten zeigte sich, dal3 nur C-terminal markierte Lhcbl-Derivate
(C3.2h und C2.4h) im Vergleich zum Wildtyp-Protein sowie zu den weiteren Hexahistidyl-
markierten Lhcbl-Derivaten nicht effizient inserierten (Kapitel 3.4 Abbildung 3.4-1). Der
hemmende Effekt bei Hexahistidyl-markiertem Lhcbl war am stérksten, wenn das Protein mit
Ni?* komplexiert wurde (Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-4). Schon bei sehr geringen Ni**-
Konzentrationen, wurde die Insertion des C-termina markierten Proteins C3.2h vollstandig
gehemmt. Das Protein aggregierte und wurde nicht stabil in die Membran eingebaut. Im
Gegensatz dazu zeigten die Experimente mit N-terminal, N-proximal und im stromalen Loop
markierten Lhcbl-Derivaten (44C.3, D7PH11 und D7AH2) immer eine im Vergleich zum
Wildtyp-Protein noch relativ hohe Insertionseffizienz. Die Komplexierung mit Ni%* wurde bei
44C.3, das am auleren N-Terminus des Signalpeptids markiert war, erst mit 2000 pM Ni" im
Reaktionsansatz inhibiert. D7PH11, das N-proximal, vor dem ersten TMH markiert war, sowie
D7AH2, mit "His-Tag"-Markierung in der stromalen Schleife, konnten noch bis 100 pM Ni?*
stabil in die Membran inserieren. Erst bei hoheren Ni?*-Konzentrationen, aggregierten diese
Proteine so stark, dald3 stabil inserierte Proteine nicht mehr nachweisbar waren. Die
Hexahistidyl-Markierung am C-Terminus hatte also den grofdten Effekt auf die Transokations-
Hemmung.

Versuche mit einem anderen Lhcbl-Derivat stiitzen die Vermutung, dal3 der C-Terminus bei
der Translokation von alen untersuchten Protein-Doménen am anfélligsten auf Veranderungen
im Protein reagiert: Rekombinantes Lhcbl wurde entweder N- oder C-terminal mit "Green-
Fluorescent-Protetin” (GFP) fusioniert und in einer Insertionsreaktion eingesetzt. Es konnte
gezeigt werden, dal3 C-terminal GFP-fusioniertes Lhcbl nicht in isolierte Thylakoide inseriert
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hatte, wahrend N-terminal GFP-fusioniertes Lhcbl als stabil inseriertes Produkt nachgewiesen
werden konnte (Geiger, Diplomarbeit, 1998). Dal3 andererseits C-proximal, an Cystein®®
biotinyliertes Protein (pLhcbl-Klon C80S/VV229C), stabil in isolierte Thylakoide inserierte
(Kuttkat, Dissertation 1997) hatte wahrscheinlich andere Grinde. Die Biotinylierung ist zum
einen nicht anndhernd so grof3 wie eine Fusion mit GFP, zum anderen verleiht die Markierung
dem Protein an dieser Stelle auch keine positiven Ladungen, wie es bei Ni®*-komplexiertem
"His-Tag"'-Lhcbl der Fal ist. Daher ist die Markierung wahrscheinlich mit der nicht
komplexierten Variante des "His-Tags'- am C-Terminus vergleichbar, mit der ein Einbau des
Proteins in die Thylakoide noch mdglich war.
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4.3.3 EineN-terminaler "His-Tag" am Lhcbl stért nicht die Thylakoidinsertion

Um zu zeigen, dal3 C-terminal "His-Tag"-markiertes Lhcbl die Insertion hemmt, wahrend die
Markierung an allen anderen Positionen nicht stort, muf3te der Nachweis erbracht werden, dal3
der N-terminal markierte pLhcb1-Klon 44C.3 as Precursorprotein inseriert wird. Nur so kann
ausgeschlossen werden, dal3 eine mit der Entfernung des "His-Tags' gekoppelte Maturierung
des Proteins vor der Insertion, die hohe Insertionseffizienz hervorgerufen hatte.

In Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-7 konnte gezeigt werden, dal3 das Migrationsverhalten von
inseriertern Trimeren unterschiedlich war, wenn die N-Termini der inserierten Proteine unte-
rschiedlich grofl3 waren. So migrierten Protease-unbehandelte N-terminal "His-Tag"-markierte
pLhcbl-Trimere (Klon 44C.3) am langsamsten, gefolgt von pLhcbl- und schliefdlich von
Lhcb1l-Trimeren. Aufgrund dieses unterschiedlichen Migrationsverhatens der Trimere, kann
behauptet werden, dald das Signalpeptid nach der Insertion noch am Protein verblieben war.
Diese Aussage konnte fir Monomere nicht gemacht werden, da im unbehandelten Ansatz noch
freies, unkomplexiertes Protein in der Probe vorhanden war. Dieses unterscheidet sich im Lauf-
verhalten, zumindest bei Lhcbl, kaum von den Pigment-Protein Komplexen. Zusétzlich wurde
die Interpretation der Insertionsprodukte auf Migrationshohe der Monomere dadurch erschwert,
dald bei beiden pLhcbl-Klonen mindestens ein drittes radioaktives Signal auftrat. Bel dieser
weiteren Bande handelte es ich wahrscheinlich um Protein, das durch die Stroma-Peptidase
(SPP) verkirzt wurde. Es wurde nicht weiter festgestellt, ob dieses Protein frei oder
komplexiert vorlag.

Wahrend in der Literatur einerseits beschrieben wurde, dal3 pLhcbl teilweise mit dem Signal-
peptid inseriert werden kann (Cline, 1986 (Import und Insertion); Cline et al., 1989 (Import und
Insertion), Yuanetal., 1993 (Import und Insertion)), fand man andererseits bel anderen
Importexperimenten eine schnelle Degradation des Precursor-Proteins zum maturen Lhcbl
(Reed et al., 1990). Die Daten sprechen dafur, dal3 die SPP das Signalpeptid sowohl vor, as
auch nach der Insertion proteolytisch angreifen kann. Die Ursache der unterschiedlichen
Resultate kénnten in etwas anderen experimentellen Bedingungen der Import- bzw. |sertions-
reaktionen gelegen haben. Sowohl das Alter der Chloroplasten, als auch der Erntezeitpunkt
nach der Licht-/ bzw. Dunkelphase kann Enzymaktivitéten beeinflussen. So konnte auch die
SPP-Aktivitét unter verschiedenen Bedingungen unterschiedlich gewesen sein.

Hier jedenfalls kann eindeutig festgehalten werden, dal3 unmaturiertes pLhcbl stabil in die
Thylakoide integriert wurde. Unterstitzt wird dies durch Experimente mit N-terminal GFP-
fusioniertem Lhcbl (Geiger, Diplomarbeit, 1999). Hier war keine Degradation des Proteins
durch die SPP zu erwarten, da das Fusionsprotein ohne Signalpeptid kloniert wurde. Dieses
Lhcbl-Derivat konnte mitsamt GFP effektiv in isolierte Thylakoide inserieren und sowohl
LHCII-Monomere as auch LHCII-Trimere bilden. Die N-terminale Verlangerung des Proteins
hemmte die Insertion im Gegensatz zum C-terminal GFP-fusionierten Protein nicht (vergleiche
auch Kapitel 4.3.2). Ein weiterer Indikator dafir, dal3 die Effizienz der 44C.3-Insertion nicht
durch die Entfernung des His-Tags verursacht wurde ist, dal3 auch das N-proximal Histidin-
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markierte Lhcbl-Derivat D7PH11, das keine Schnittstelle fur die PS trégt sehr effizient
inserierte, wenn auch nur in monomerer Form.

434 Der Elektronenakzeptor Methylviologen kann das Insertionssystem nicht
stabilisieren

Mit dem Versuch, das Insertionssystem auf den im Licht ablaufenden Elektronentransport hin
zu stabilisieren und einen hohen DpH Uber der Thylakoidmembran zur Regeneration von ATP
zu gewdhrleisten, wurde Methylviologen (MV), ein Elektronenakzeptor fur PSI, eingesetzt
(Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-6). Damit sollte Uberprift werden, ob die Insertionsdauer noch
erhoht werden konnte, um schlechter inserierendes Protein (C3.2h) besser nachweisen zu
kénnen. Das System wurde jedoch durch MV destabilisiert und die Insertion von Lhcbl
gehemmt. Dies lag wahrscheinlich daran, dal3 die Thylakoide Uber einen relativ langen
Zeitraum mit MV inkubiert wurden und damit einem hohen oxidativen Strefd ausgesetzt waren.
Reduziertes MV ist ein guter Elektronendonator fir O,, was bedeutet, dal3 die Mehler-Reaktion
durch MV forciert wurde. Eine Reduktion von molekularem Sauerstoff resultiert in der Bildung
von H,O, und, bei weiterem Elektronenfluf, in der Bildung von Hydroxylradikalen. Die damit
verbundenen photooxidativen Prozesse (Wirkung auf Lipide, Proteine, Chlorophylle usw.)
wéren dann die Erklérung fir diese destabiliserende Wirkung von MV auf die Insertion.
Eventuell hétte die Zugabe von Katalase das System besser stabilisieren konnen, denn dann
hétte Sauerstoff als Elektronenakzeptor wieder zur Verfiigung gestanden.
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4.4 "HisTag"-Lhcblim Chloroplastenstroma neigt zur Aggregation

Lhcbl ist ein Membranprotein, das im wassrigen Milieu aggregiert. Wird das Protein in
Bakterien Uberexprimiert, akkumuliert es in Form unl6slicher Einschluf3kdrper in den Bakte-
rienzellen. Das Protein kann nur mittels Detergens oder mit 8M Harnstoff in Losung gebracht
werden. Die Lodlichkeit fur das Wildtyp-Protein betrégt in 8 M Harnstoff etwa 0,35 pg/pl.
Lhcbl mit "His-Tag" ist dagegen weniger gut in Harnstoff 16dich (0,15-0,2 pg/ul). Wenn das
Protein in der Pflanzenzelle wahrend des Transports vom Cytosol in die Thylakoide nicht in
Losung gehalten wiirde bestiinde, auch hier die Gefahr, dal3 das Protein im wassrigen Milieu
irreversibel ausféllt. Dies wurde letztlich die Biogenese der Lichtsammelproteine gefahrden.
Dies wird in der Pflanzenzelle dadurch verhindert, dafl3 das Protein wahrend der Zielsteuerung
mit Chaperon des Chloroplasten (Hsp70; cpSRP) einen |6slichen Transitkomplex bildet.

Flr Insertionsexperimente, die am letzten Schritt der Lhcbl-Translokation einsetzen, namlich
nach dem Import des Proteins in das Chloroplastenstroma, wird das rekombinante Lhcbl
zunéchst in 8 M Harnstoff entfaltet. Wird diese Losung zum Reaktionsansatz gegeben, kommt
es zur Verdinnung des Harnstoffs auf 160 uM, d.h. damit Proteine nicht aggregieren, missen
sie sofort von cpSRP, tbernommen werden. Lhcbl-Derivate mit "His-Tag" |6sten sich nicht
nur in Harnstoff schlechter, sondern sie aggregierten auch im Reaktionsansatz der Insertions-
experimente deutlich schneller as das Wildtyp-Lhcbl. Nicht inseriertes Protein wurde trotz
Waschen der Thylakoide und anschlief3ender Thermolysin-Behandlung nicht, bzw. nicht voll-
standig verdaut. Da die Thermolysin-Resistenz bisher as Kriterium stabil inserierten Proteins
galt, mufdte bewiesen werden, dal3 es sich bei den gefundenen Abbauprodukten der "His-Tag"-
Proteine tatsachlich um Proteinaggregate handelte, die nicht in isoliere Thylakoide inseriert
waren. Das typische Bandenmuster nicht inserierter "His-Tag"-Derivate wurde auch bel
solchen Kontrollversuchen gefunden, die Insertionsbedingungen so gewahlt waren, daf3 Lhcbl
prinzipiell nicht inserieren kann. Dazu wurden dem Reaktionsansatz entweder keine
Thylakoide zugegeben, oder es wurde kein Stromaextrakt zugeftgt, womit die Chaperone
fehlten. In enem dritten Versuch wurden keine NTPs zugegeben, bzw. eventuell noch
vorhandene NTPs durch Apyrasezugabe hydrolysiert (Kapitel 3.4 Abbildung 3.4-2 und 3.4-4).
Die Dissoziation des Transitkomplexes an der Thylakoidmembran (bestehend aus cpSRP43/54
und Lhcbl) soll der NTP- bzw. GTP-hydrolysierende Schritt bei der Insertion sein. Da
Chaperone des Stromaextrakts, NTPs sowie Membranen fir die Insertion absolut notwendig
sind, konnte es sich bel den gefundenen Abbau-Banden also nicht um inseriertes Protein
handeln. Auch die Moglichkeit, dal3 das Protein erst in der Membran aggregierte wurde mit den
Kontrollexperimenten ausgeschl ossen.
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4.4.1 DieHemmung der Insertion durch Octylglycosid

Da durch die Aggregation der "His-Tag"-Proteine nicht wiinschenswert war, wurde versucht,
die Lodichkeit des Proteins in Harnstoff durch Detergens-Zugabe zu verbessern. Aufgrund
eines Vorversuches zeigte sich, dald Lhcbl-Derivate sich in 8M Harnstoff besser 16sen, wenn
zusétzlich 1% Octylglycosid in der L6sung vorhanden war (ohne Abbildung). Daraufhin wurde
Lhcbl vor dem Insertionsexperiment in 8M Harnstoff / 1% OG geldst. Diese Ldsung wurde im
Reaktionsansatz 1:50 verdinnt. Damit wurde die kritische mizellare Konzentration (CMC) von
OG (0,7 %) unterschritten. Dies sollte vermeiden, dal3 fur die Insertion wichtige Proteine des
Stromas und der Thylakoide solubilisiert werden.

Es wurde beobachtet, dal3 0,02% (OG) im Insertionsansatz die Insertion von Lhcbl in isolierte
Thylakoide hemmte (Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-3), obwohl die Konzentration nach Verdin-
nung weit unterhalb der CMC lag. Die Hemmung der Insertion kdnnte dadurch verursacht
worden sein, dal3 OG zwar keine Mizellen mit Lhcbl bildete, OG jedoch eine Affinitéat far
Lhcbl besal, die um die Bindung mit den stromalen Chaperonen (cpSRP) konkurrierte und
schlieffdlich doch zur Aggregation des Proteins fuhrte. Die schlechte Insertions-Effizienz war
nicht "His-Tag"-spezifisch, denn auch Wildtyp-Lhcbl wurde unter diesen Bedingungen
schlechter in die Membranen inseriert. Da die zusétzliche Verwendung von Detergentien nicht
den gewtinschten Erfolg brachte, wurde das Protein weiterhin in 8M Harnstoff gel 6st.

4.4.2 Metallionen fiihren zur Aggregation von "His-Tag" -Lhcbl

"His-Tag"-Lhcbl konnte zundchst mit dem urspringlich von Kuttkat, Dissertation, 1997 eta
blieren Insertionsansatz nicht inseriert werden. Hier lag die Magnesiumkonzentration des
Ansatzes bei 25 mM Mg?*, wobei der interne Mg?*-Gehalt des Stromas und der Thylakoide
nicht mit eingerechnet wurde. Dieser kann etwa noch einmal etwa 2 mM ausmachen (Zur Be-
rechnung wurden Literaturangaben auf die in einem Insertionsansatz verwendeten Stroma- und
Thylakoidmengen bezogen; Nakatani et al., 1979). Es wurde vermutet, dai die hohe Mg?*-
Konzentration das "His-Tag"-Protein so komplexiert hatte, dal3 eine Wechselwirkung mit
cpSRP nicht mehr moglich war, so dal3 es schliefdlich zur Aggregation der Lhcbl-Derivate
kam. Alle verwendeten Puffer wurden daraufhin so verandert, dal3 nur noch 10 bis maximal 15
mM Mg® im Reaktionsansatz vorhanden war. Fortan konnten neben Wildtyp-Lhcbl auch die
"His-Tag"-Proteine inseriert werden (Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-1).

Es stellte sich die Frage, ob die Hemmung der Insertion durch die Zugabe kompetitierender
Metall-bindender Agentien (L-Histidin, EDTA) zum (Metall-haltigen) Insertionsansatz zu-
mindest zum Teil wieder aufgehoben werden kann. Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben,
spielen lonen fur die physiologischen und strukturellen Eigenschaften der Chloroplasten eine
wichtige Rolle. Auch fur die Insertion selbst ist Mg2+ notwendig (Cline, 1986, Chitnis et .,
1987). In Kapitel 3.4 (Abbildungen 3.4-2 und 3.4-5) wurde gezeigt, dal3 die Zugabe von 200
MM EDTA oder 5 mM L-Histidin die Insertion von Lhcbl hemmte, wobel Histidin einen gro-
Reren Effekt auf die "His-Tag"-Lhcbl Insertion hatte. Wahrscheinlich hatten EDTA und L-
Histidin lonen-abhangige Prozesse gestért, moglicherweise auch solche, die mit der Protein-
Translokation nur indirekt im Zusammenhang stehen (“stacking”, ATP-Synthese im Licht
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usw.), jedoch die Eigenschaften der Thylakoide so verénderten, dal3 Lhcbl nicht mehr stabil
inseriert werden konnte. Warum L-Histidin einen stérkeren Effekt auf die Hexahistidyl-mar-
kierten Proteine hatte, blieb jedoch unklar. Da Wildtyp-Lhcbl die Insertions-Fahigkeit auch in
Anwesenheit hoher Metallionenkonzentration nicht verloren hatte, beruhte der Insertions-
hemmende Effekt bei den "His-Tag"-Derivaten mit hoher Wahrscheinlichkeit auf der Kom-
plexbildung zwischen His-Tags und Metallionen. Diese Komplexe waren nicht mehr in der
Lage mit Hilfe von SRP im Stroma in 16sliche Form gebracht zu werden und bildeten infolge-
dessen Aggregate.

Die Ergebnisse, dal? einerseits hohe Magnesiumkonzentrationen (bei etwa 25 mM Mg?") zur
Aggregation aller "His-Tag"-Derivate fuhrte, andererseits aber die verschiedenen Klone zwi-
schen 10pM und 1 mM Ni?* einen differentiellen Effekt, je nach Position des "His-Tags' im
Protein, zeigten, widersprechen sich nicht. Vorstellbar wéare, dald3 die positionsabhéangige
Hemmung (Nickel-Versuche, Kapitel 3.4, Abbildung 3.4-4) mit der Translokation des Nickel-
komplexes Uber die Membran zusammenhangt, wahrend die totale Hemmung der Insertion
durch hohe Mg®*- (25 mM), bzw. Ni%*-K onzentrationen (100-1000pM) mit der Loslichkeit des
Proteins im Stroma, d.h. der Bindung an cpSRP gekoppelt ist. Das Losen des Proteins schien
ungeachtet der "His-Tag'-Position, bei hoheren Metallionenkonzentrationen nicht mehr
moglich zu sein, was dann zu einer vollstandigen Aggregation der Proteine fuhrte. Dal3 die
Hemmung "His-Tag"-spezifisch gewesen sein muléte, wurde anhand der Kontrollexperimente
mit Wildtyp-L hcbl gezeigt. Dieses konnte sowohl mit htheren Mg?*-K onzentrationen, als auch
mit bis zu ImM Ni?* noch stabil inseriert werden. Mg®* hat eine geringere Affinitét zu Histidin-
Resten, as Nickel (Dawson, Data for Biochemical research, 3. Auflage), was erklaren wirde,
daR eine vollstandige Hemmung durch Mg® erst bei etwa 200-facher Konzentration, im
Vergleich zu der fiir Ni®* gezeigten Konzentration, erfolgt.
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4.5 Mutationen an bestimmten Positionen im Lhcb1 hemmen die Trimerisierung

45.1 Ein"HisTag" N-proximal der ersten TMH hemmt die Trimerisierung von LHCI |

D7PH11 ist eine Lhcbl-Mutante mit einem "His-Tag" N-proximal der ersten transmembranen
a-Helix (TMH) zwischen Position Alanin® und Aspartat®>. Das Protein konnte in vitro zum
monomeren LHCII rekonstituiert werden und inserierte stabil in isolierte Thylakoide (Kapitel
3.2 und 3.4). Die Insertionseffizienz der integrierten Monomere war stets sehr hoch und mit der
des Wildtyp-Proteins vergleichbar (siehe z.B. Abbildung 3.4-1 und 3.4-2). Dieses Lhcb1-Deri-
vat war jedoch nicht mehr in der Lage trimeren LHCIlI zu bilden. Auch mit Trimeri-
sierungsexperimenten in vitro wurden nur LHCII-Monomere gebildet (C. Huschenbett,
unveroffentlichte Daten) In Abbildung 4.2-1 ist die Position der Hexahistidyl-Markierung her-
vorgehoben. Aus dieser Abbildung erkennt man die beiden den "His-Tag" flankierenden
Aminosauren im Zentrum des LHCII-Trimers. Die Hemmung der Trimerisierung beruht wahr-
scheinlich auch darauf, daf3 der dazwischen sitzende "His-Tag" soviel Raum einnimmt, dal3 er
die Trimer-stabilisierenden Interaktionen der Untereinheiten unterbindet. Weiterhin kdnnte das
Trimeriserungs-Motiv. WY XXXR, das im Protein weiter N-termina an Position 16-21
lokalisiert ist (Hobe et al., 1995) durch die Einfiihrung des "His-Tags" so verschoben sein, dalid
die Assoziation von D7PH11-Monomeren strukturell nicht mehr méglich ist.

4.5.2 Mutationen in den Chlorophyll-Liganden Histidin®® und Glutamat™! hemmen die
Trimerisierung von LHCII aus unterschiedlichen Griinden

Im Zuge dieser Doktorarbeit wurden Insertionsexperimente mit Chlorophyll-Liganden-
Mutanten unternommen, um Daten, die in der Arbeitsgruppe aus in-vitro-Faltungen gewonnen
wurden, zu erhérten und zu vervollstdndigen (Yang et al., 1999). Das Hauptaugenmerk lag
dabei auf der Untersuchung der Trimerisierungskompetenz dieser Mutanten (Kapitel 3.6).

Bei der Chlorophyll-Liganden-Mutante aus die an Position Histidin® ein Phenylalanin bzw.
Leucin trégt (H68F, H68L, bzw. HE68F/E65Q), gingen bel in-vitro-rekonstituierten Komplexen
durch den Austausch des Histidins, je nach experimentellen Bedingungen, zwischen Chloro-
phylle, vornehmlich Chl a, im LHCII verloren. Gleichzeitig zeigten die Komplexe eine sehr
hohe thermische Instabilitét (Yang et al., 1999). Die Aminosdure ist Ligand von Chl a5 und
befindet sich im Trimer sehr nahe an den Bertihrungfldchen der Monomere (siehe K ihlbrandt-
Stuktur, Kuhlbrandt et al., 1994). Die Mutation, die mit einem Pigmentverlust gekoppelt ist,
konnte eine strukturelle Instabilitét in diesem Bereich hervorgerufen haben, die sich wiederum
destabiliserend auf die Trimerisierung auswirkte. Auch bel Trimerisierungsexperimenten in
vitro mit Mutanten, deren Histidin an Position 68 gegen Alanin ersetzt war, zeigten die
Komplexe einen erhohten Chl a-Verlust. Bei diesen Experimenten konnten, wenn tberhaupt
Trimer-Banden in einem Saccharose-Dichtegradienten erschienen, diese nur in sehr geringer
Ausbeute gewonnen werden (Rogl und Kihlbrandt, 1999).
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Anders verhielten sich Mutanten, die in der Position Glutamin®** verandert wurden. Hier hatte
nur der Aminosdure-Austausch gegen Serin (Q131S) einen Verlust der Trimerisierungs-
kompetenz zur Folge, wogegen der Austausch gegen Glutamat (Q131E) diese nicht be-
einflufe. (Kapitel 3.6). Auch der Austausch gegen Alanin fihrte bei in-vitro-Trimerisierungen
nicht zu einem Verlust der Trimerisierungsfahigkeit des Proteins (Rogl und Kahlbrandt, 1999).
Wourde das Protein der Mutante Q131S in isolierte Thylakoide inseriert und wurden diese nach
der Protease-Behandlung im schwach denaturierenden Gel aufgetrennt, dann erschienen dort
weder LHCII-Trimere noch LHCII-Monomere, sondern nur noch unkomplexiertes Protein. Die
Destabilisierung, die durch die Mutation verursacht wurde, zeigte sich auch dadurch, dai3 in
vitro rekonstituierte Q131S-Monomere eine hohe thermische Instabilitédt aufwiesen
(Yang et al., 1999). Da die Pigment-Stochiometrie durch den Austausch der Aminoséure
Glutamin gegen entweder Glutamat oder Serin einen etwa gleich starken Chlorophyllverlust
(vornehmlich Chl b) verursacht (Yangetal., 1999), scheint die Trimer-destabilisierende
Wirkung in Q131S weniger von der veranderten Pigment-Koordination als von einer
strukturellen Stérung im Komplex durch den Serin-Rest hervorgerufen worden zu sein. Da
schon die Monomere keine stabilen Komplexe bildeten, war es nicht Uberraschend, dali’ diese
Mutante nicht trimerisierte.
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4.6 Untersuchungen zur LHCI-Biogenese

Die Biogenese pflanzlicher Lichtsammelproteine mit Hilfe von Insertionsexperimenten wurde
bisher hauptsachlich mit Lhcbl, dem majoren Lichtsammelprotein der PSII-Antenne (LHCII)
untersucht. Diese Arbeit wurde daraufhin auch auf das bisher in dieser Hinsicht kaum
charakterisierte Protein Lhcal erweitert, das in einer der beiden PSI-Antennen (LHCI-730)
gefunden wird. Die Ergebnisse aus den Untersuchungen sind in Kapitel 3.5 dargestellt.

4.6.1 LHCI-730in Thylakoiden wird von Thermolysin nicht degradiert

Es wurde untersucht, ob stabil in Thylakoide eingebaute Lhcal,4 gegentiber Thermolysin-
Behandlung resistent sind, um auch fir die Insertionsexperimente mit rekombinantem Lhcal
einen Nachweis stabil inserierter Proteine zu haben. Thermolysin hydrolysiert Peptidbindungen
N-termina von Valin, Leucin, Isoleucin und Phenylalanin. Durch eine Thermolysin-
Behandlung wird LHCII in Erbsenthylakoiden N-terminal verkirzt (Kuttkat et al., 1995).
Unabhangig davon, ob LHCI in Thylakoiden in monomerer, in dimerer Form oder an PS|
assembliert vorlag, blieb es vollstandig Protease-geschitzt, obwohl in Lhcal und Lhcad
vergleichbare Thermolysin-Schnittstellen vorhanden waren (Abbildung 4.10-1; Aminosduren
Glycin® und Leucin® in Lhcbl; Kapitel 3.5, Abbildung 3.5-1).

1 68
RKSATTKKVASSGSPWYGPDRVKYL GPFSCGESPSYL TGEFPCDYGADTAGL SADPETFSKNRELEVI H Lhebl, E.
SADWMVPgQPRpSy | dgsApgDFG dpl gl GeVpAnl ERYKESeLl H Lhcal, T.
KKGQM_pgLASpDy| dgsLpgGNDf dpl gl VeDpEnl KWFI QAeLVN Lhca4, T.

Abbildung 4.6.1-1Vergleich der N-Termini von Lhcb1, Lhcal und L hca4. Fette Buchstaben
zeigen die Sequenzhomologie zwischen Lhcal, bzw. Lhcad und Lhcbl, Kleine Buchstaben unterlegen die
Homologie zwischen Lhcal und Lhcad. Die unterstrichenen Aminosauren stellen die beiden, vom Oligo-
merisierungszustand von LHCII abhéngigen, Thermolysin-Schnittstellen (DP und DP*) in Thylakoiden dar. 1-68
bezieht sich auf die Aminosaure-Abfolgein Lhebl. E = Erbse; T = Tomate

Die Schnittstelle wird von Thermolysin nur erkannt, wenn LHCII im Thylakoiden in
monomerer Form vorliegt. Trimerer LHCII dagegen bleibt stérker geschiitzt und wird zwischen
Valin® und Alanin®® hydrolysiert. Dies wurde anhand der Insertionsexperimente aus Kapitel 3.5
Abbildung 3.5-2 und 3.5-3 festgestellt. Erst kirzlich wurde von einer anderen Arbeitsguppe
gezeigt, dal3 importiertes Arabidopsis-Lhcal in Erbsenthylakoiden ebenfalls vollstandig
Protease-resistent bleibt (Kimetal., 1999). In LHCI scheint also der N-Terminus fir die
Protease nicht zuganglich zu sein. Obwohl die Primarstruktur Homologien zu LHCII aufweist,
konnte der Grund fir die Resistenz gegeniber Thermolysin sein, dal’ diese Doméne an der
stromalen Seite der Thylakoidmembran eine andere Konformation einnimmt.
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4.6.2 Lhcal aus Tomate wird in das Erbsensystem inseriert, in das Tomatensystem
dagegen nur schlecht

Rekombinantes Lhcal aus Tomate konnte mit Stromaextrakt aus Erbsenpflanzen in
Erbsenthylakoide eingebaut werden (Kapitel 3.5, Abbildung 3.5-2 und 3.5-3). Im Gel konnte
inseriertes Lhcal anhand von Literaturdaten (Peter und Thornber, 1991; Schmid und Schéfer,
1994) monomerem und dimerem LHCI, sowie PSlI zugeordnet werden. Dies ist insofern
interessant, als das bei der Lhcbl-Insertion bisher unter den Standard-Gelelektrophorese
Bedingungen (siehe Kapitel 2.5.3.2) im schwach denaturierenden Gel keine intakten PSII-
Komplexe, und daher keine Assemblierung inserierter LHCs an ein Photosystem gezeigt wer-
den konnte. In welchem Oligomerisierungszustand Lhcal an das PS| assembliert, konnte nicht
geklart werden. Bereits nach 5-Mindtiger Insertion wurden schwache Signale in den Banden
der LHCI-Monomere und —Dimere sowie von PSI gefunden (Abbildung nicht gezeigt).
Hinweise daftr, dal3 LHCI erst in monomerer Form vorliegt und dann an das PS| assembliert
wird, lieferte die Analyse ergrinender Gerstenpflanzen (Dreyfuss und Thornber, 1994).

Die Insertion von Lhcal aleine hatte fur die Dimerisierung und die Assemblierung in PSI
ausgereicht. Im Gegensatz zu LHCI-680, der sich als Homodimer entweder aus Lhca2 oder
Lhca3 zusammensetzt, besteht dimerer LHCI-730 aus den beiden Apoproteinen Lhcal und
Lhcad (Jansson et al., 1996; Schmid et al., 1997). Fir die Assemblierung von rekombinantem
Lhcal aus Tomate in Dimere und PSI reichte demnach natives Lhcad aus Erbsenthylakoiden
aus. Je nach Insertionsexperiment traten unter gleichen Bedingungen unterschiedlich starke
Dimer- und PSI-Signale auf, was aber wahrscheinlich mit der Behandlung der Membranen zu-
sammenhing. Wurden die Membranen direkt nach der Insertion solubilisiert und auf ein Gel
aufgetragen, so waren die LHCI-Signale der Dimere und die des PS| stérker, wurden die Thy-
lakoide zunédchst eingefroren, dauerte es langer, bis sie vollstandig solubilisiert waren, und die
Signale wurden schwécher. Einfrieren und langere Solubilisierung fihrten wahrscheinlich zu
einem stérkeren Zerfall der Komplexe.

Bei dem Versuch, ein homologes System fir das urspriinglich aus Tomate stammende Lhcal
zu etablieren (Tomatenstroma und —Thylakoide, Kapitel 3.5, Abbildung 3.5-4), wurde festge-
stellt, dal3 Tomatenpflanzchen 14 Tage langer wachsen mufdten, als Erbsen, um tGberhaupt aus-
reichende Mengen an Thylakoiden und Stroma aus den Bléttern isolieren zu kénnen. Weiterhin
zeigte sich, dal3 Tomaten-Chloroplasten sehr instabil waren, und trotz optimierter osmotischer
Bedingungen stark zur Lyse neigten; d.h. vor der induzierten Lyse hatten die Chloroplasten
schon Stroma verloren. Mdglicherweise wurden bel der Chloroplasten-1solation Sekundarstoffe
mit angereichert, die Membran-destabilisierend wirkten. Als stérende Substanzen kommen
Steroid-Alkaloide vom Solanum-Typ in Frage (vor allem die Glycoakaloide Solanin und
Chaconin), die gerade in grinem Gewebe von Tomaten in hohen Mengen enthalten sind und
wegen ihres amphiphilen Charakters Detergens-ghnliche Eigenschaften aufwel sen konnten.
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Um trotzdem das Erbsen—System mit dem Tomatensystem vergleichen zu kénnen, wurden
Stroma und Thylakoide auf gleiche Gesamt-Protein- bzw. Chlorophyll-Menge eingestellt. Es
stellte sich heraus, da? Erbsenstroma zusammen mit Erbsenthylakoiden die hochsten
Ausbeuten an stabil inseriertem rekombinantem Protein lieferten. Dies traf sowohl fur Lhcbl
aus Erbse, as auch fur Lhcal aus Tomate zu. Erwartet wurden &@hnliche Ergebnisse fir das
Tomatensystem. Fur den Fall, dal3 das ehemals aus Tomate stammende Lhcal charakteristische
Eigenschaften aufweist wirde, die eine Interaktion mit Tomaten-eigenem cpSRP, bzw.
Thylakoidkomponenten spezifischer macht, sollte das homologe System sogar noch besser
funktionieren. Das Gegenteil war jedoch der Fall. Die Komponenten aus Tomate waren jedoch
weniger gut geeignet, um Lhcal in die Membran zu integrieren. Dies entsprach nicht den
Erwartungen. Zieht man in Betracht, dal? die Tomatenpflanzen dreima so at waren, wie die
Erbsenpflanzen, muf3 davon ausgegangen werden, dal3 der Verlust der Insertionskompetenz mit
dem Alter der Pflanzen zusammenhangt. Im Gegensatz zu &lteren Pflanzenteilen, findet in
gerade ergrinenden Pflanzenteilen eine starke Chloroplastenentwicklung statt. S&mtliche
Photosynthese-K omponenten mussen in kirzester Zeit aufgebaut werden. Im Versuch wurden
aus solchen gerade ergriinenden Erbsen Stroma und Thylakoide isoliert. Die Tomatenpflanzen
dagegen mufdten langer wachsen, damit gentigend Blattmaterial fir die Isolation zur Verfligung
stand. Méglicherweise waren diese Pflanzen in physiologischer Hinsicht zu alt und hatten nicht
mehr ausreichend fir die Zielsteuerung von LHC notwendige cpSRP-Faktoren. Zur
Abschétzung der Qualitét des isolierten Stromas wurde der Anteil an Targeting-Proteinen im
Stroma nie direkt, sondern nur der Gesamt-Proteingehalt im Stroma bestimmt (2.4.4). Dieser
Gehalt war fur Erbsen, die immer unter gleichen Bedingungen angezogen und geerntet wurden,
ein ausreichendes Kriterium.
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5 Zusammenfassung

Der wichtigste Chlorophyll a/b-bindende Lichtsammelkomplex hoherer Pflanzen ist der an
Photosystem |1 assoziierte LHCII. Die kerncodierten Apoproteine dieses Pigment-Protein
Komplexes werden posttrandational in den Chloroplasten importiert und mit Hilfe des
plastidéren "Signal-Recognition-Pathway" (cpSRP-Weg) durch das wél¥ige Stroma trans-
portiert. Schliefdlich werden die Lichtsammelproteine in die Tylakoidmembran eingebaut, mit
Pigmenten beladen, oligomerisiert und an PSII assembliert. Der Mechanismus und die genaue
Abfolge dieser letzten Schritte der LHCII-Biogenese sind nicht vollstandig aufgeklart.
Hauptschwerpunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Topographie des
Lichtsammel proteins Lhcb1 wahrend der Membraninsertion.

Dazu wurden rekombinante Lichtsammelproteine (Lhcbl) in definierten Proteindomanen mit
einem sechs aufeinanderfolgenden Histidinen ("His-Tag") versehen. Unter Verwendung von
Expressionsvektoren, die den codierenden DNA-Abschnitt des Lichtsasmmelproteins trugen,
wurden folgende Lhcbl-Derivate hergestellt und in Bakterien Uberexprimiert: C-terminal
Hexahistidyl-markiertes Lhcbl und pLhcbl, Lhcbl mit einem "His-Tag" in der stromalen
Schleifendomane zwischen Helix A und C sowie Lhchl mit einer ebenfalls Stroma-seitigen
Markierung N-proxima von Helix B. Fir die Untersuchungen stand weiterhin ein pLhcbl-
Klon mit N-terminalem "His-Tag" zur Verfligung.

Es konnte gezeigt werden, dal’ die Einfuhrung eines "His-Tags' im Lhcbl die Fatungs
kompetenz in keinem der hergestellten Derivate beeintréchtigt hatte. Alle mit einem "His-Tag"
versehenen Proteine waren in der Lage, sich wie Wildtyp-Lhcbl in Detergensmizellen zu
Pigment-Protein Komplexen zu falten. Selbst eine Komplexierung des "His-Tags' mit Nickel-
ionen beeinflufe die Kompetenz zur spontanen Faltung nicht wesentlich. Damit hatten alle
Mutanten die wichtigste Voraussetzung fur topographische Untersuchungen an der
Thylakoidmembran erfillt. Aufgrund dieser Ergebnisse bot sich jetzt die Moglichkeit, mit Hilfe
eines in-vitro-Insertionssystems topographische Restriktionen des Thylakoideinbaus zu
untersuchen.

Zunéchst konnten alle Lhcbl-Derivate stabil in isolierte Thylakoide eingebaut werden. Die
Komplexierung der "His-Tags' mit Ni**-lonen zeigte dagegen einen differentiellen Effekt: Ni**
in geringer Konzentration hemmte nur die Insertion des C-termina markierten Lhcbl. Im
Vergleich dazu wurde der Membraneinbau aller anderen, Stroma-seitig markierten Derivate
erst in Anwesenheit hoher Ni?*-Konzentrationen gehemmt. Die SchluRfolgerung aus dem
Vergleich aler Insertionsversuche 183 sich wie folgt zusammenfassen: Lhcbl wird so in die
Thylakoide eingebaut, dal3 ale Domanen, die im gefalteten LHCIl Stroma-seitig lokalisiert
sind, die Membran wahrend der Insertion nie passieren. Alle lumenalen Doménen dagegen
mussen die Membran einmal Gberqueren. Lhcbl nimmt demnach mit seinen drei membran-
sténdigen a-Helices wéahrend der Membran-Insertion eine Schleifenstruktur ein, wobei nur die
lumenale Schleife und der C-Terminus durch die Membran transportiert werden.
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Eine Histidin-Markierung hat die Besonderheit, dal3 sie auch als Affinitétsmarkierung
verwendet werden kann. Im Zuge dessen wurden im Versuch mit Metallionen komplexierte
paramagnetische Partikel auf ihre Fahigkeit getestet, "His-Tag"-Protein aus einem Protein-
gemisch zu isolieren. "His-Tag"-Lhcbl konnte an diese paramagnetischen Partikel gebunden
und wieder abgelost werden. Es zeigte sich jedoch auch, da3 mit "His-Tag"-Lhcbl
immobilisierte Partikel in Proteingemischen viel zu unspezifisch mit einer ganzen Reihe
anderer Proteine reagierten. So muldte der Versuch aufgegeben werden, die Partikel bel einer
Insertionsreaktion einzusetzen, um eine Assoziation von Lhcbl mit dem vermuteten
Membranrezeptor nachzuweisen.

Zusétzlich zum Hauptprojekt wurden auch Tellaspekte zur Biogenese einer Photosystem |-
Antenne (LHCI-730) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal3 Lhcal stabil in isolierte
Erbsen-Thylakoide eingebaut wird. Neben monomerem LHCI wurde dimeres und an Photo-
system | assembliertes LHCI nachgewiesen. Damit gelang es zum ersten Mal der Bewelis, dal3
in vitro inseriertes Lichtsammel protein an ein Photosystem assembliert wird. Das Protein wird
in vivo zusammen mit Lhcad4 als Heterodimer isoliert. Die Insertion von Lhcal alleine war
jedoch ausreichend, um eine Oligomerisierung des Proteins in der Thylakoidmembran
nachzuweisen. Im Gegensatz zu Lhcbl, das je nach Oligomerisierungszustand von LHCII eine
differentielle Sensitivitét gegentiber von auf3en zugegebenen Proteasen zeigt, bleibt Lhcal in
alen Oligomerisierungszustanden vollkommen Protease-resistent. Die Etablierung eines
homologen Insertionssystems fir das urspringlich aus Tomate stammende Lhcal ist dagegen
nicht gelungen. Es konnten keine Bedingungen gefunden werden, unter denen Tomaten-
Chloroplasten stabil blieben, um ausreichend konzentriertes Stromaextrakt fur die
Insertionsreaktion isolieren zu kénnen. Aus einem nicht aufgeklérten Grund waren auch die
isolierten Tomaten-Thylakoide fir das Insertionssystem ungeeignet.

Schliefdlich wurden im Zuge dieser Doktorarbeit Insertionsexperimente mit Lhcbl-Mutanten
unternommen, bel denen eine Chlorophyll-Ligandenposition durch eine nicht bindende
Aminosaure ersetzt wurde. Die Faltungseigenschaften dieser Mutanten in der Thylakoid-
membran wurden untersucht. Dabel konnte gezeigt werden dal3 eine Mutation, die zu einer
verminderten Chlorophyll-Bindefghigkeit fuhrte, nicht notwendigerweise den Verlust der
Faltungskompetenz in der Thylakoidmembran nach sich gezogen hat. An Position Histidin®.
jedoch destabilisierten Aminosdureaustausche die Trimerisierung von Lhcbl immer. Die
Uberprifung der Aminosiureposition im LHCII-Strukturmodell macht dies plausibel:
Histidin® ist im LHCII-Trimer ganz nah an der Beriihrungsflache zwischen zwel
interagierenden LHCII-Monomere lokalisiert.
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Klonierungsschritte fir die Klone C2.4h und C2.4Eh:

DNA-Sequenz des Ausgangsklons (1n.1):
F \Y P G K
5' TTT GIT CCC GGA AAA TAA ACA CTC 3'(1n.1)

DNA-Sequenz des "Zwischen"-Klons (C1.1Xma):

F \Y% P G K
5 TTT GIT CCC GGG AAA TAA ACA CTC 3
Verwendete Primer zur Generation des "Zwischen"-Klons (C1.1Xma):

Orientierung: Name: Sequenz:
anti sense: S1 5' GATGGAGITCTGAGG 3
sense: 782+ 5' GGTGGAAGCTTTGATCC 3

Mit agenesepri ner, sense SMA984+ 5'  CCCGGGAAATAAACACTC  3'

Schnittstelle des "Zwischen"-Klons C1.1Xma:
Neue Restriktionsstelle an Position 799-804, Enzym: Xmal

F VvV G K
5 TIT GIT C CC GGG AAA TAA ACA CTC 3'(Cl.1Xmm)
3" AAA CAA GGG CC C TTT ATT TGT GAG .5’

AuRere Schnittstellen firr die Ligation von Insert und Vektor: Pstl und Bcll

DNA-Sequenzen der Oligonukleotide fiir die Klone C2.4h und C2.4Eh:

C2.4h:

5' CC GGA AAA CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA C 3' G hisse
3 T TTT GIG GTA GIG GITA GIG GTA ATT GGG CC 5' C hisan
C2.4Eh:

5' CC GGA AGA GGA TCC CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA C 3' C Ehisse
3 T TCT CCT AGG GIG GTA GIG GTA GIG GTA ATT GGG CC 5' C Ehisan
DNA-Sequenz der "neuen” Klone:

C2.4h:

5 TTT GIT CCC GGA AAA CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA CCC GGG TAA ACA CTC GGG AAA TAA 3

3" AAA CAA GGG CCT TTT GIG GTA GIG GTA GIG GTA ATT GGG CCC ATT TGA GAG CCC TTT ATT 5'
C2.4Eh:

5 TTT GIT CCC GGA AGA GGA TCC CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA CCC GGG TAA ACA CTC GGG AAA TAA

3" AAA CAA GGG CCT TCT CCT AGG GIG GTA GIG GITA GIG GTA ATT GGG CCC ATT TGA GAG CCC TTT ATT &'

Weitere Anderung an C1.1Xmadurch Pstl Verdau von Klon 1n.1:

in.1.
AB80 Bl ueskri pt pDS 12/ RBS ||

Pstl EcoRl Sal | Pst | Hi ndl Il
5 ....TAA ..

Deletion (nach Pstl-Verdau):

Cl. 1Xma pDS 12/ RBS ||
Pst | Hi ndl Il
5'....TAA .. TTTGEECTGCAGCCAACCTT. 3'

Klonierungsschritte fiir den Klon D7AH2:

DNA-Sequenz des Ausgangsklons (C3.2h):
A G G P L
5' @CC GGI G&G CCT CTC 3

DNA-Sequenz des "Zwischen"-Klons (D7Apal 3):
A G G P L
5' GCC GGT GGG CCC CTC 3'
Verwendete Primer zur Generation des "Zwischen"-Klons (D7Apal 3):

Orientierung: Name: Sequenz:
sense: S2: 5' CGGTGACTACGGTTGEG 3'
ant i sense: C- hi san: 3" TTTTGTGGTAGTGGTAGIGGTAATTGGGECC 5'

Mut agenesepri ner, antisense, nut552Apal: 5 CACCGAGGEGEECCCAC 3'
(Vektor in SCS 110-Zellen wegen dam-Methylierungs-Sensitivitét)
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Schnittstelle des " Zwischen"-Klons D7Apal 3:
Neue Restriktionsschnittstelle an Position 547-552, Enzym: Apal

A G G L
5" GCC GGI GG CC C CTC 3' (D7Apal 3)
3" CGG CCA C CC G&G GAG 5'

AuRere Schnittstellen fir die Ligation von Insert und Vektor: BstEll und Bcll
DNA-Sequenzen der Oligonuklectide fiir D7TAH2:

5' T CAC CAT CAC CAT CAC CAT GGG CC 3' ApaHi s+
3" CC GGA GIG GIA GIG GTA GIG GTA C 5' ApaH s-

DNA-Sequenz des neuen Klons D7AH2:
5' GCC GGT GGG CCT CAC CAT CAC CAT CAC CAT GGG CCC CTC 3'
3" CGG CCA CCC GGA GIG GTA GIG GTA GIG GTA CCC GGG GAG 5'

Klonierungsschritte fiir den Klon D7PH11:

DNA-Sequenz des Ausgangsklons C3.2h:
G L S A D

5' GGA CTC TCT CCT GAC C 3'
DNA-Sequenz des "Zwischen"-Klons D7Pvull
G L S A D
5' GGA CTC TCA GCT GAC C 3' (Dr7Apal 3)
Verwendete Primer zur Generation des "Zwischen"-Klons D7Pvul | 2:

Orientierung: Name: Sequenz:

sense: DS23+: 5" ATTTCCTTTGIGAGCGG 3'

anti sense: C- hi san: 3" TTTTGTGGTAGTGGTAGTGGTAATTGGGECC 5'
Miut agenesepri ner, antisense, nmut267Pvul |-: 5 GGICAGCTGAGAGTCC 3'

Schnittstelle des Zwischenklons D7Pvul 12:
neue Restriktionsstelle: Position 266 — 271, Enzym(e): Pvull

G L s D
5 GGA CTC TCA G CT GAC 3' (C3. 2h)
3' CCT GAG AGT C GA CTG 5'

AuRere Schnittstellen firr die Ligation von Insert und Vektor: EcoRl und BstEll
DNA-Sequenzen der Oligonukleotide fir D7PH11:

5' CG CAC CAT CAC CAT CAC CAT G 3' Pvull His+

3' GC GIG GTA GIG GTA GIG GTA C 5' Pvul | Hi s-

DNA-Sequenz des neuen Klons D7PH11:
5 GGA CTC TCA GCG CAC CAT CAC CAT CAC CAT GCT GAC 3‘ (D7Pvul | 2)

3' CCT GAG AGT CGC GIG GTA GIG GITA GIG GIA CGA CTG 5°
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Amp
AP
APS
ATP
BCIP

b-ME
BSA

Chl

Ci
CIP
CMC
cp
cpm
DM
DNA
DNase
dpm
DTT
E.coli
EDTA
GFP
Hepes

His
IMA
IPTG
kDa

Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxidsulfat
Adenosintriphosphat
5-Bromo-4-Chloro-3-

I ndolyl phosphat
b-Mercaptoethanol

bovine serum albumine
Chlorophyll a/b

Chlorophyll a/b bindend
Chlorophyll

Curie

calf intestinal phosphatase
critical micellar concentration
Chloroplast

counts per minute
Decylmaltosid
deoxyribonucleic acid
Desoxyribonuklease
desintergations per minute
Dithiothreitol
Escherichiacoli
Ethylendiamintetraessigsaure
Green Fluorescent Protein
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-
2-Ethansulfonsdure

Histidin

immobilized metal affinity

| sopropylthiogal aktosid
Kilodalton

LDS
LHC
Lhc
MV
MW
NBT
NTA
NTP
oD
OEC
0G
PAA

pfu
PMSF
PNK
PS
rpm
RT

SRP
TBS
TE
TEMED
Tris

UN
uz

lithium dodcyl sulfate
Lichtsammelkomplex
Lichtsammelprotein
Methylviologen
Molekulargewicht
Nitroblautetrazoliumchlorid
nitrilotriaceticacid
Nukleosidtriphosphat
Optische Dichte

oxygen evolving complex
Octylglycosid
Polyacrylamid

polymerase chain reaction
Pyrococcus furiosus
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polynukleotid-Kinase
Photosystem

rounds per minute
Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate
secretion

signal recognition particle
Trisbuffered saline
TrisEDTA
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin
N-(hydroxymethyl)-amino-
methan

Uber Nacht

Ultrazentrifuge



